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Часть I

ПОЛУЧЕНИЕ  НАНОСТРУКТУР



1.1. Введение

В настоящее время во всем мире вызывают интерес методы исследования и

способы получения наномасштабных структур. Чрезвычайно небольшие раз-

меры подобных устройств и функциональные особенности наноматериалов

в недалеком будущем могут изменить практически все аспекты человеческой

жизни.

Посредством наномасштабных устройств осуществляют направленную дос-

тавку лекарств в организме; наноструктуры задействованы в процессах реге-

нераций костной и хрящевой тканей, изготовлении сердечных клапанов, диаг-

ностике и лечении рака, терапии болезней Паркинсона и Альцгеймера и во

множестве других медицинских применений.

Покрытия, толщиной всего в одну молекулу, повышают износоустойчи-

вость деталей механизмов, нанесение подобных слоев с особыми оптическими

свойствами устраняет световые блики на стеклах.

Микроэлектромеханические системы (МЭМС) и наноэлектромеханические

системы (НЭМС) позволяют решать самые разные задачи, например исследо-

вать человеческий организм (БиоМЭМС и БиоНЭМС) на молекулярном уров-

не. На практике БиоМЭМС используют уже несколько десятилетий, впервые

их начали применять в нейрофизиологии. В семидесятых годах прошлого сто-

летия группой Отто Прохаска был разработан первый планарный микросенсор

для измерения активности нейронов. В своей работе [1] эти авторы сообщили о

создании зондов для исследования взаимодействий нервных клеток и изучения

патологической клеточной активности в коре головного мозга. Созданные ком-

пьютеры на основе НЭМС будут обладать огромным вычислительным потен-

циалом и быстродействием, занимая при этом гораздо меньше места.

Многие из применяемых в настоящее время методов получения наномас-

штабных устройств основаны на ранее созданных технологиях. Разумеется,

в некоторых специальных методах создания наноструктур применяются реше-

ния, найденные в ходе новейших разработок, другие основаны на комбиниро-

вании различных методов.

ГЛАВА 1

МЕТОДЫ  СОЗДАНИЯ  НАНОСТРУКТУР

Джозеф В. Фриман, Ли Д. Райт, Като Т. Лоренсин и Субхабрата Бхаттачариа

Перевод с англ. С. Бусева.



В этом разделе приведено несколько технологий, широко используемых при

производстве наноразмерных изделий. Описанные методы позволяют созда-

вать большое разнообразие структур — от волокон, стержней до слоев толщи-

ной в одну молекулу.

Уже сейчас нанотехнологии оказывают огромное влияние на жизнь людей,

однако постоянно появляются сообщения о новых успехах и разработках в соз-

дании и применении наноматериалов.

1.2. Фотолитография

Литография — способ печати, изобретенной в 1798 г., при котором печатной

формой служила плоская поверхность известняка. В XIX в. получила широкое

распространение в журнальной графике. Тогда же был создан процесс высокой

печати, когда на форму с выступающими (печатающими) и углубленными

(пробельными) элементами наносили краску, а затем изображение с поверхнос-

ти переносили на бумагу [2].

В основе метода литографии заложено свойство масла не смешиваться с во-

дой. Необходимые рисунки наносятся жирными чернилами или карандашом на

специально подготовленный известняк. Потом камень смачивается водой, ко-

торую он впитывает лишь в местах, не покрытых жирным красителем. Чернила

же отталкиваются мокрым камнем. Отпечаток получается путем прижатия бу-

маги к поверхности.

Метод оптической литографии появился в 70-х годах прошлого века вместе

с математическим описанием данного процесса [3]. В 1979 г. разработали пер-

вую компьютерную программу «SAMPLE», моделирующую литографический

процесс [3].

Фотолитография— метод, применяемый для переноса изображения на по-

верхность фоторезиста. Со временем этот процесс усовершенствовали и ми-

ниатюризировали; сейчас микролитографией получают полупроводниковые

компьютерные микрочипы, а также специальные массивы из различных био-

сенсоров. В настоящее время фотолитография — одна из наиболее успешно

применяемых технологий для производства микроизделий и интегральных

микросхем [4]. Она включает несколько стадий: очистку подложки, нанесе-

ние слоя фоторезиста, сушку фоторезиста, экспонирование, проявление и

сушка проявленного рельефа (вторая сушка фоторезиста) [5]. Ниже будут

кратко описаны все этапы этого процесса.

1.2.1. Очистка подложки

Во время подготовки подложки материал, на котором будет проявляться рису-

нок, очищается от примесей. После очистки он высушивается в сушильном

шкафу до полного удаления воды [3].
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1.2.2. Нанесение фоторезиста

Есть два типа фоторезистного материала: позитивный и негативный. У пози-

тивного фоторезиста под воздействием УФ-излучения растворимость повыша-

ется (рис. 1.1), поэтому после наложения на него маски его экспонированные

области будут легко удаляться растворителем, оставляя лишь очертания маски

и подложку (рис. 1.1) [5].

Напротив, негативные фоторезисты полимеризуются под действием

УФ-света, что делает их менее растворимыми при экспонировании. После того

как маска приподнята и материал промыт растворителем, с подложки смы-

вается ранее прикрытый маской фоторезист (см. рис. 1.1). Следовательно, дан-

ный фоторезист создает негатив маски [5].

Обычно в состав фоторезистов, используемых в микроэлектронике, входят

следующие компоненты: этиленгликоль, моноэтиловый эфир пропиленгликоля

и метиловый эфир уксусной кислоты [6].

1.2.3. Первая сушка фоторезиста

Первое высушивание фоторезиста служит для удаления растворителя из фото-

резистного покрытия. Оно же придает подложке фоточувствительность [3].
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1.2.4. Экспонирование

На этой стадии маску устанавливают на подложку или над подложкой — так,

чтобы картинка располагалась на ее поверхности (см. рис. 1.1). Существуют

три различных способа установки маски перед экспонированием фоторезиста:

контактная печать, печать с микрозазором и проекционная печать [5].

1.2.4.1. Контактная печать

Во время контактной печати поверхность подложки покрывают фоторезистом,

и маска физически соприкасается с ним. Во время контакта с маской подложку

подвергают УФ-излучению. Такой плотный контакт позволяет достигать мик-

рометрового разрешения при воспроизведении рисунка. К сожалению, если ка-

кие-либо частицы застревают между маской и подложкой, они повреждают

маску и становятся источником дефектов рисунка, создаваемого на под-

ложке [5].

1.2.4.2. Контактная печать с зазором между маской и подложкой

При контактной печати с зазором перед экспонированием маска и подложка на-

ходятся на расстоянии 10–25 мкм. Данный способ предохраняет маску и созда-

ваемую картинку от повреждения частицами, которое может произойти во вре-

мя контактной печати. Однако зазор между маской и подложкой уменьшает

разрешение до 2–4 мкм [5].

1.2.4.3. Проекционная печать

При проекционной печати изображение маски проецируется на подложку по-

сле покрытия ее фоторезистом. Этот метод позволяет получать картинки с вы-

соким разрешением (1 мкм) посредством последовательного проецирования

небольших участков маски. После нужного расположения маски на фоторезист

через рисунок в маске подается УФ-свет высокой интенсивности [5].

1.2.5. Проявление

Проявление делает позитивный фоторезист более растворимым, а негативный

фоторезист менее растворимым. При применении позитивного фоторезиста

увеличение энергии излучения повышает растворимость резиста. В процессе

с использованием негативного резиста при возрастании энергии излучения ма-

териал становится все менее и менее растворимым. Продолжительность и энер-

гия облучения, необходимые для окончания проявления, зависят от следующих

факторов: условий предварительной сушки, количества нанесенного фоторе-

зиста и химических свойств проявителя. После завершения проявления образец

промывают растворителем [5].
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1.2.6. Повторное высушивание фоторезиста

Это последняя стадия фотолитографического процесса. Повторное высушива-

ние фоторезиста требуется для повышения его прочности и улучшения сцепле-

ния между слоем фоторезиста и подложкой [5].

1.2.7. Ограничения фотолитографии

В современных фотолитографических установках, применяемых для производ-

ства микроэлектроники, используют проекционную систему печати. При этом

изображение маски оптически уменьшается и проецируется на тонкую пленку

фоторезиста через систему линз с большой цифровой апертурой. Разрешение,

достигаемое с помощью данной проекционной установки, основано на пределе

оптической дифракции, определяемой по уравнению Рэлея

R = k1�/NA, (1.1)

где k1 — константа, зависящая от типа фоторезиста, � — длина волны излуче-

ния светового источника, NA — числовая апертура системы линз.

Минимальный размер элемента изображения, который достигается с по-

мощью этой методики, приблизительно равен значению �, хотя теоретически

пределом размера служит �/2. Следовательно, для создания микро- и наномас-

штабных рисунков и структур необходимо применять коротковолновые источ-

ники излучения. Впрочем, выполнение этого условия делает микро- и нанопро-

изводство более сложным и дорогостоящим [4].

1.3. Специальные литографические методики

Для получения картинок и шаблонов в нанометровом масштабе, необходимых

для изготовления полупроводниковых интегральных микросхем, наноэлектро-

механических систем, микрохимических аналитических лабораторий на одном

микрочипе, применяют специальные литографические технологии. Некоторые

из них имеют стадии, аналогичные фотолитографии, отличие состоит в исполь-

зовании источников энергии с меньшими длинами волн и меньших по размерам

масок. Данные методики включают литографию с пучками электронов, нано-

сферную литографию и литографию сфокусированного пучка ионов. Некото-

рые из них похожи на оригинальную литографию перенесением картинки

(шаблона) из молекул в виде отпечатка непосредственно на подложку. Это ме-

тодики «мягкой» литографии: микроконтактная печать, создание реплик, фор-

мование с микропереносом и микроформование, усиленное растворителем; ли-

тография с наноштамповкой (наноимпринтная литография, или нанопечать)

и метод погружного пера (тип сканирующей зондовой литографии) [4, 7].
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1.3.1. Литография с применением пучков электронов

Данный метод используется при производстве полупроводников и для получе-

ния шаблонов масок, предназначенных для других типов литографии, напри-

мер рентгеновской и оптической. В литографии посредством пучков электро-

нов экспонированная подложка модифицируется за счет их энергии.

1.3.2. Наносферная литография

Наносферная литография напоминает другие типы литографии. В этом процессе

маску заменяет слой наносфер. После экспонирования и проявления не покры-

тую наносферами смолу смывают, оставляя вертикальные стержни наномас-

штабных размеров.

1.3.3. «Мягкая» литография

«Мягкая» литография получила свое название из-за эластичных свойств штам-

па или шаблона, являющегося устройством, переносящим модель шаблона или

рисунок на поверхность. В этих методах используются гибкие органические

молекулы и другие материалы, проявляющие свойства эластичности, а не жест-

кие неорганические носители, обычно применяемые при производстве микроэ-

лектронных систем [4]. Данный процесс не зависит от слоя резиста для перено-

са шаблона на подложку. «Мягкой» литографией получают микромодели в

материалах штамповкой, тиснением или литьем по репликам [4].

При использовании этой технологии самоорганизующийся монослой нано-

сится с помощью штампа на подложку [4]. Молекулярный оттиск монослоя мо-

жет служить затравкой для выращивания кристаллов или связующим звеном

ДНК при биоанализе. Методики «мягкой» литографии не ограничены опти-

ческой дифракцией, поскольку четкость изображения обусловлена силами

Ван-дер-Ваальса и свойствами используемого материала [4]. «Мягкая» литог-

рафия — более простой и дешевый способ получения наномасштабных струк-

тур, чем фотолитография.

1.3.4. Метод погружного пера

Метод погружного пера или перьевая литография— вариант литографии с при-

менением сканирующего зонда. Наконечник атомно-силового микроскопа

(АСМ) перемещает молекулы на поверхность носителя через мениск раствори-

теля, который формируется внешними условиями. С помощью переьевой ли-

тографии можно получать структуры с размерами в интервале от нескольких

сотен нанометров до 50 нм [7].

По существу перьевая литография — метод непосредственного рисования

высокого разрешения. Ее применяют для создания микромасштабных и нано-
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масштабных моделей и картинок, используя разные «чернила»: биомолекулы,

органические молекулы, полимеры и неорганические молекулы на ряде под-

ложек.

Впервые с помощью наконечника АСМбыли получены картинки на поверх-

ностях для координатного манипулятора, «нарисованные» растворами изоокта-

декантиолов в этаноле [8]. В настоящее время данная технология может быть

востребована при конструировании белковых матриц, предназначенных для

протеомикса в фармакологических скрининговых процессах и для иммуноана-

лиза на плашках [9].

Перьевая литография состоит из нескольких этапов. Первый — подготовка

подложки, а именно ее очистка и промывка с целью удаления загрязнений и по-

лучения бездефектной поверхности. Для увеличения адгезии наносимого мате-

риала на подложку может быть добавлен самособирающийся монослой. На вто-

ром этапе наконечник АСМ покрывают «чернилами», которые наносятся на

поверхность. Третий этап — создание желаемого рисунка (рис. 1.2) [7].

Формирование, структура и стабильность нанесенного материала зависят от

ряда факторов. Формирование и стабильность структуры определяются силами

адгезии между подложкой и нанесеннымматериалом, а также сцеплениеммежду

наносимым материалом и наконечником АСМ [9]. Одним из источников возник-

новения адгезии является поверхностный заряд. Статическое взаимодействие

между заряженной поверхностью подложки и наночастицами с противо-

положным зарядом приводит к эффективному отложению материала на поверх-

ность носителя [7].

Процесс переноса материала с наконечника на подложку также находится

под влиянием когезии, возникающей между уже нанесенным материалом и

материалом на кончике АСМ [8]. Температура проведения процесса сильно

влияет на проведение перьевой литографии. От нее зависят растворимость и

скорость диффузии биомолекул и органических молекул, определяющих раз-

мер нанокартинок. Еще один фактор— тип применяемого растворителя. Коли-

чество растворителя в материале может размывать очертания формирующегося
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на подложке осадка. По мере испарения растворителя из нанесенного материа-

ла, отложенный слой затвердевает [8].

Скорость перемещения наконечника относительно подложки может изме-

нять размеры картинки. Увеличение скорости движения наконечника вызывает

уменьшение рисунка. Влажность окружающей среды также важна для успеш-

ного переноса наносимого материала на подложку [7].

В недавнем прошлом был достигнут значительный прогресс в использова-

нии перьевой литографии при прорисовывании нанокартинок биомолекулами

и органическими молекулами за счет регулирования характеристик взаимодей-

ствия между поверхностью подложки и наносимыми молекулами [8]. Отметим,

что для получения шаблонов или создания рисунков данным методом удалось

подобрать совсем немного неорганических соединений. Примерами удачно по-

добранных целевых материалов служат чистые металлы и их оксиды [7].

1.3.5. Процесс LIGA

Буквенное сочетание LIGA—аббревиатура от немецких слов Lithographie (ли-

тография), Galvanoformung (гальваническое формирование) и Abformung

(литье). Этот многостадийный процесс, описанный в работах [10, 11], был раз-

работан в 1980-е гг. специально для создания трехмерных микромасштабных

структур. Данная технология включает стадии литографии, электроформовки и

литья пластиков и применяется в производстве микро- и наномасштабных ли-

тейных форм, которые обеспечивают значительный экономический выигрыш

при масштабировании процесса. Основные стадии процесса LIGA (рис. 1.3)

описаны ниже [10–12].

1.3.5.1. Глубокая рентгеновская литография

В методе LIGA на подложку— металлическое основание или кремневую плас-

тину — толстым слоем в несколько сотен микрометров наносят радиационно-

чувствительный полимер. Он либо приклеивается к подложке, либо полимери-

зуется на ней. Над полимерным слоем устанавливают маску, и ее очертание за-

тем переносится на него при экспозиции с глубоким рентгеновским излучением

и длиной волны от 0,2 до 0,6 нм (обычно применяется синхротронное излуче-

ние [11]).

1.3.5.2. Электроосаждение

На стадии проявления экспонированный полимер удаляют растворителем. На

подложке остается полимерная микро- или наноструктура с большим аспект-

ным соотношением — отношением высоты профиля к ширине. С помощью

электроосаждения полости между трехмерными структурными элементами

обычно заполняются золотом, медью, никелем, сплавами никель–железо или

никель– кобальт [8].
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1.3.5.3. Литье

Полученная структура (без маски) подвергается повторному рентгеновскому об-

лучению, а остатки полимера удаляются с помощью растворителя или проявите-

ля. На этой стадииформируется металлическаямикро- или наноструктура с боль-

шим коэффициентом соотношения размеров. Затем эти структуры используют в

качестве литейных форм при создании пластиковых деталей методами инжекци-

онного литья, горячей штамповки или литья из смол [8].

1.4. Осаждение тонких пленок

Иногда на поверхность изделия необходимо нанести очень тонкую пленку

материала. Обычно толщина пленок должна находиться в нанометровом диапа-

зоне размеров. Модифицированные методики позволяют покрыть поверхность

одноатомным слоем материала. Данные технологии применяются для создания

различных устройств: оптических покрытий, проводников, полупроводников,

изоляторов для электронных устройств и упаковочных пленок.

В общем, процесс осаждения можно описать тремя стадиями: первая — со-

здание потока конденсируемого образца, включающего либо нейтральные ато-
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мы, либо ионы; вторая—перенос образца на подложку; третья—выращивание

пленки. Нанесение тонких пленок используется во многих отраслях промыш-

ленности: в производстве отражающих покрытий для оптических деталей (изо-

ляторы, полупроводники и интегральные микросхемы), при изготовлении элек-

тронных деталей и очистке металлов, например меди, путем электроосаждения.

Технологии создания тонких пленок наиболее востребованы в электронике.

Процесс осаждения тонких пленок можно разделить на две категории: физичес-

кое нанесение и химическое осаждение. Лишь малое число методик нанесения

тонких пленок полностью не подходят под эту классификацию: они будут опи-

саны ниже. Заметим, что многие способы нанесения тонких пленок не основы-

ваются только на одной технологии; довольно часто применяется комбинация

различных методов и технологий.

Физическое нанесение состоит из трех основных этапов: испарения, напы-

ления и применения ионного пучка. В процессе испарения при нанесении тон-

кой пленки используют способность наносимого материала к испарению с

целью создания потока вещества путем физического нагрева. Полученную на-

гревом субстанцию затем переносят на подложку для осаждения на требуемую

поверхность. Разогрев материала осуществляют различными методами: нагре-

вом с помощью пучка электронов, нитей накала, испарением в электрической

дуге постоянного или переменного тока, индукционным нагревом и импульс-

ным испарением.

Примером испарения в дуговом разряде постоянного тока является осажде-

ние из катодной плазмы. В этой методике для создания способных к конденсации

материалов применяется дуговой электрический разряд в вакууме. Конденсат со-

здается из материала–источника катода путем импульсного испарения при пере-

мещении активных пятен дуги вдоль целевой поверхности мишени. Эти пятна

поддерживаются образующейся плазмой за счет самой дуги [13].

В технологию напыления входит синтез конденсируемого субстрата, полу-

чаемого бомбардировкой источника материала (мишени) положительно заря-

женными ионами инертного газа. Происходящие при этом столкновения выби-

вают атомы из источника, что приводит к образованию ионов на мишени.

Описанный метод называется «напыление, индуцированное плазмой», так как

плазма способствует выбиванию атомов и их скоплению на необходимой по-

верхности [13]. Напыление обладает преимуществом над упомянутыми выше

технологиями испарения, поскольку оно не требует нагрева и не зависит от ско-

рости испарения материала.

Технология на основе формирования пучков ионов базируется на ионизации

материала, наносимого на поверхность, пучком ионов. Примером может слу-

жить методика, основанная на применении пучков ионов из газовых кластеров

нейтрального газа, которые формируются путем переноса потока атомов или

молекул, находящихся при высоком давлении, в вакуум через специальное со-

пло. Кластеры из нейтрального газа ионизируются за счет бомбардировки элек-

тронами и ускоряются приложением высокого напряжения, чтобы столкнуться

с целевой подложкой. Удар влечет за собой почти одновременную реакцию
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всех атомов, создающих очень высокую плотность энергии в небольшом объ-

еме материала мишени [14].

Второй категорией методик нанесения тонких пленок является химическое

осаждение. Его вызывают химические реакции в жидкой среде, приводящие

к выпадению в осадок целевого продукта. Химическое осаждение из паровой

фазы— вид осаждения, в ходе которого конденсируемый субстрат формируется

из газов или паров, не конденсируемых без подвода энергии. Подложки нагрева-

ются до высокой температуры, индуцируя разложение газов и приводя к осажде-

нию необходимого субстрата. В технологии химического осаждения из паровой

фазы иногда применяют плазму, созданную наложением электрического поля.

При прохождении реагентов через плазму с низким давлением происходят иони-

зация, диссоциация и реакции в газовой фазе. Использование плазмы позволяет

проводить процесс при значительно более низких температурах и не полагаться

полностью на химические реакции, происходящие под действием термического

нагрева [13]. Более подробно данный метод будет обсужден в разд. 1.7.

Нанесение гальванического покрытия— еще один вид химического осажде-

ния, формирующего тонкие пленки. Гальваническое нанесение покрытий отли-

чается от других типов нанесения тонких пленок применением жидких исход-

ных веществ. Материал, подлежащий осаждению, сначала переводят в водный

раствор. Несмотря на то, что нанесение гальванического покрытия может вы-

зываться действием специальных реагентов в растворе, для инициации реакции

образования слоя из желаемого материала обычно используется электрический

ток или поток ионов.

Две следующие технологии осаждения тонких пленок, обсуждаемые в этом

разделе, – эпитаксия молекулярным пучком и реактивное напыление. Строго

говоря, их трудно отнести только к физическому или только к химическому

осаждению, поскольку они представляют собой сочетание этих процессов.

В ходе эпитаксии сверхчистые элементы нагревают с помощью молекулярных

пучков, пока они не начинают постепенно переходить в газообразное состоя-

ние. Испарившиеся элементы не взаимодействуют с другими до конденсации

на подложке. Эпитаксия происходит в глубоком вакууме, что обусловливает

низкую скорость этого процесса, а следовательно, вещество формируется на

носителе в виде больших по размеру зерен с упорядоченной ориентацией. По-

этапное осаждение позволяет каждый раз осаждать необходимый элемент

в виде монослоя [15].

И наконец, последним приведенным в этом подразделе методом является

реактивное напыление. В данном процессе небольшое количество неинерт-

ного газа, например кислорода или азота, смешивают с газом, образующим

плазму. Затем материал мишени напыляют на подложку, взаимодействую-

щую с газом. В результате происходит осаждение материала, отличного от ис-

ходного субстрата. Если используются кислород или азот, то на носителе фор-

мируются оксид или нитрид. Путем реактивного напыления можно получить

весьма широкий спектр соединений [16].
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1.5. Электроспиннинг

Электроспиннинг применяют для получения полимерных волокон с диамет-

ром, относящимся к нанометровой области размеров. Основу метода состав-

ляет инжекция заряженного полимерного раствора на поверхность с противо-

положным зарядом. Впервые исследования по пропусканию проводящей

жидкости через заряженную трубку с противоположно заряженным электро-

дом, находящимся на некотором расстоянии от нужной поверхности, были

описаны в работе [17]. В большинстве экспериментов исходным материалом

служили водные растворы электролитов с высокой электропроводностью и

низкой вязкостью. Приложение электрического заряда к раствору вызывало

образование аэрозоля из заряженных капель, которые притягивались к проти-

воположно заряженному электроду.

Практическое воплощение электроспиннинга похоже на электрораспыле-

ние; в обоих процессах заряд прилагается к раствору или расплаву полимера,

ижектируемого в направлении противоположно заряженной мишени. Типич-

ная установка для электроспиннинга изображена на рис. 1.4. В этих методах

силы поверхностного натяжения и вязкость полимерного раствора придают

капле на кончике иглы шприца полусферическую форму. Заряд, наведенный

электрическим полем, заставляет эту каплю деформироваться в «конус Тейло-

ра» [18]. Когда приложенное напряжение увеличивается выше пороговой вели-

чины, напряженность в капле превосходит противоположно действующие

силы поверхностного натяжения и узкая заряженная струя выбрасывается из

кончика «конуса Тейлора». При электрораспылении напряженность электри-

ческого поля и низкая вязкость раствора заставляют капли отделяться от конуса

и распыляться на мишень. В ходе электроспиннинга концентрация раствора,

вязкость раствора и хаотичное расположение волокон полимера вызывают его

выталкивание из верхушки конуса. Сначала струя полимера идет почти по пря-
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мой за счет внешнего электрического поля, взаимодействующего с полимером.

Затем сформировавшаяся струя скручивается в спираль, что подтверждено ско-

ростной видеосъемкой в работе [19]. Во время изгибания и сворачивания в спи-

раль полимерная струя растягивается; при этом значительно уменьшается диа-

метр волокна и происходит быстрое испарение растворителя. В результате

формируются нановолокна. Они неупорядоченно ложатся на заземленную ми-

шень, образуя нетканый волоконный мат (рис. 1.5).

Электроспиннинг позволяет получать волокна субмикронного диаметра, из-

меняемого различным расстоянием между источником полимера и мишенью,

концентрацией полимера и приложенным электрическим потенциалом [19]. На

поверхности волокна могут ориентироваться по-разному под воздействием

внешних механических или электростатических сил [20].

В 1934 г. этот процесс был запатентован в США [21]. В некоторых более

ранних работах было обнаружено, что расплавленный воск может формировать

нити под воздействием электрического поля высокой напряженности [17].

На ход электроспиннинга влияют несколько факторов. Их можно разделить

на группы по свойствам полимерных растворов, параметрам процесса и

условиям окружающей среды. К свойствам растворов полимеров относят вяз-

кость, молекулярный вес, концентрацию полимера, поверхностное натяжение

раствора и диэлектрические свойства растворителя [22–24]. Параметры элек-

троспиннинга включают приложенный электрический потенциал, расстояние

от иглы до коллектора, скорость движения потока, соотношение диаметров

иглы и инжекционного отверстия и тип коллектора [22, 23, 25, 26]. К условиям

окружающей среды, влияющим на процесс, относятся влажность, давление и

газовый состав атмосферы [22, 25].
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1.6. Наносферы

Технология создания наносфер представляет собой получение полимерных

частиц диаметром несколько сотен нанометров. Их размеры и способность аб-

сорбировать или присоединять к себе с помощью химических реакций на по-

верхности лекарственные препараты или факторы роста делают наносферы

перспективными материалами для адресной доставки лекарств или факторов

роста к определенным органам и тканям.

Наносферы можно получить путем эмульсионной диффузии растворителя.

Сначала полимер растворяют в летучем органическом растворителе, например

хлороформе, этилацетате или метиленхлориде. Затем раствор полимера

добавляют к воде, содержащей поверхностно-активное вещество (ПАВ) или

стабилизатор, и перемешивают с помощью ультразвука. Образовавшиеся на-

носферы собирают посредством испарения растворителя при перемешивании

или добавлением избытка воды.

Для характеристики данного продукта используют сканирующую электрон-

ную микроскопию. Размер и плотность сфер можно изменять варьированием

скорости перемешивания раствора, количества добавленного полимера к рас-

твору ПАВ или стабилизатора.

1.7. Углеродные нанотрубки

Свойства углерода сильно различаются в зависимости от формы, в которой он

находится. В природе этот элемент существует в нескольких формах — от мяг-

кого, легко обрабатываемого и электропроводящего графита до твердого, не

поддающегося обычной обработке алмаза, проявляющего свойства изолятора.

В графите атомы образуют ковалентно связанные матрицы, похожие на соты,

уложенные слоями. Листы удерживаются слабыми силами Ван-дер-Ваальса,

и если прикладывается большая сила, то слои углеродных атомов скользят друг

относительно друга. Это делает графит хорошим смазочным материалом. На-

против, атомы углерода в алмазе расположены в виде тетраэдра. Такое строе-

ние объясняет исключительную твердость алмаза и препятствует его расслое-

нию. Аналогично, расположение атомов в углеродных нанотрубках (УНТ) и их

наномасштабные размеры придают этим структурам уникальные механиче-

ские, химические и электрические свойства.

Углеродные нанотрубки по структуре напоминают длинные рулоны графи-

та. Они могут синтезироваться в виде однослойных или многослойных трубок.

Слои многослойных нанотрубок удерживаются ван-дер-ваальсовыми силами.

Свойства УНТ определяются длиной, диаметром и хиральностью.

Вытянутые углеродные структуры были впервые обнаружены в газообраз-

ном состоянии в 1950-е гг. после изобретения электронного микроскопа. Угле-

родные нити длиной до нескольких сотен нанометров вырастали на частицах

катализатора из переходных металлов [27]. В приведенной работе была описа-
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на их структура и высказано предположение о механизме роста. В 1990-х годах

не раз наблюдали формирование многослойных углеродных нанотрубок в син-

тезах с применением электрической дуги, позднее с помощью лазерной абля-

ции были получены однослойные УНТ [28].

Однослойные углеродные нанотрубки — очень устойчивые и жесткие

структуры, что обусловлено прочной связью углерод–углерод и их бесшов-

ностью. Модуль Юнга для монослойных углеродных нанотрубок равен

0,64 TПa с пределом прочности на растяжение ( т. е. напряжением, соответству-

ющим максимальному значению нагрузки в момент разрыва образца), состав-

ляющим приблизительно 37 ГПa [29]. Электропроводность однослойных УНТ

может быть различной: она ваьируется от характеристик металлических про-

водников до полупроводников с различной шириной запрещенной энергети-

ческой зоны, зависящей от хиральности и диаметра трубки [29]. Углеродные

нанотрубки применяются в качестве наполнителей полимеров для увеличения

механической прочности композитов, в наносенсорах и при получении изобра-

жений биообъектов и т. п.

УНТ обычно синтезируют, используя электрический дуговой разряд, лазер-

ную абляцию углерода, химическое осаждение из паровой фазы и другие ме-

тоды.

1.7.1. Электрический дуговой разряд

Данная технология— одна из первых, которую применили для получения угле-

родных нанотрубок [30]. Электрической дугой называют электрический разряд

в газе в виде яркосветящегося плазменного шнура, образующегося между дву-

мя электродами. Состав электродов влияет на тип получаемых углеродных на-

нотрубок. Обычно для формирования многослойных углеродных нанотрубок

используют электроды из высокочистого углерода. Анод как источник углеро-

да в ходе процесса выгорает и расходуется. Осаждение УНТ происходит на

катоде. Для получения однослойных углеродных нанотрубок в аноде высверли-

вают небольшое отверстие, которое затем заполняют смесью частиц металли-

ческого катализатора и графитового порошка. Возможность получения одно-

слойных УНТ весьма высокого качества доказана экспериментально на

катализаторе из смеси металлов Ni и Y [31].

1.7.2. Лазерная абляция

В лазерной абляции для производства углеродных нанотрубок графитовую ми-

шень, прогретую до высокой температуры, возгоняют под воздействием мощ-

ного лазерного излучения в атмосфере инертного газа. Газ собирает унесенный

порошок углерода и осаждает его на охлаждаемой поверхности. Полученный

порошок состоит из углеродных нанотрубок и луковицеподобных углеродных

структур [30]. Формирование многослойных углеродных нанотрубок при ла-

зерной абляции аналогично методу электрической дуги, если исходным мате-
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риалом является чистый графит. При добавлении к нему небольшого количес-

тва металлического катализатора происходит синтез однослойных УНТ [30].

1.7.3. Химическое осаждение из паровой фазы

В отличие от методов электрического дугового разряда и лазерной абляции хи-

мическое осаждение из паровой фазы позволяет проводить осаждение углерод-

ных нанотрубок непосредственно на подложке. Химическое осаждение из па-

ровой или газовой фазы широко распространено при производстве чистых

металлов и керамических материалов [27]. Эта технология позволяет наладить

коммерческий выпуск углеродных нанотрубок, поскольку легко масштабиру-

ется [30]. Путем изменения условий роста (температуры, источника углерода,

вида и типа катализатора, соотношения катализатор/углерод и типа подложки)

углеродные нанотрубки могут формироваться по-разному — хаотично ориен-

тированными или упорядоченными по направлению роста.

Существует несколько способов химического осаждения из паровой фазы:

на горячих и холодных стенках, из паровой фазы при конверсии оксида углеро-

да под высоким давлением и осаждение под действием лазерного излучения.

В процессе химического осаждения из паровой фазы на горячих стенках синтез

проводится в трубчатой печи при высокой температуре. Подложку, на которую

осаждаются углеродные нанотрубки, размещают внутри подогреваемой труб-

ки-реактора, нагревая подложку до необходимой для роста температуры.

Источником углерода обычно служат углеводороды, например бензол, ксилол

или гексан. Как только углеводород попадает в трубку-реактор, происходит

осаждение углерода на подложке. В ходе химического осаждения из паровой

фазы на холодных стенках, включая индуцированное плазмой химическое

осаждение из паровой фазы, нагревают лишь держатель образца, тогда как

остальная часть системы находится при более низкой температуре. При осаж-

дении из паровой фазы с СО-конверсией монооксид углерода подается в систе-

му под высоким давлением и служит источником углерода.

Индуцированное лазером химическое осаждение из паровой фазы может

использоваться для получения пленок на основе углеродных нанотрубок.

В усиленном лазером химическом осаждении из паровой фазы источник тепло-

вой энергии, подогревающий трубчатую печь, заменяют на локальный источ-

ник энергии — лазер. Таким образом, подача тепловой энергии на подложку от

источника становится локализованной, следовательно, рост углеродных нано-

трубок осуществляется на определенных, облучаемых лазером зонах.

Химическое осаждение целевого субстрата из паровой фазы контролирует-

ся двумя механизмами: фотолитическим, вызванным лазерным излучением, и

пиролитическим. В зависимости от условий проведения процесса (температу-

ры и геометрии лазерного пучка) химическое осаждение одновременно может

протекать по обоим механизмам. При низкой температуре происходит только

фотолитичесое осаждение, однако при высокой температуре фотолитическое и

пиролитическое осаждение часто наблюдаются одновременно [32]. На фотоли-
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тические и пиролитические реакции влияют длина волны лазерного излучения,

тип и свойства исходных веществ, а также материал, выбранный в качестве

подложки [33].

1.7.4. Фотоиндуцированное лазером

химическое осаждение из паровой фазы

Фотоиндуцированное лазером химическое осаждение из паровой фазы может

проводиться посредством лазерных импульсов с короткой длиной волны излу-

чения. Описанные условия не только позволяют проводить осаждение при низ-

кой температуре, но и устраняют опасности, обусловленные нагреванием под-

ложки, — инициализацию процессов рекристаллизации, реакций окисления

или возникновения и развития трещин в носителе. Снижение температуры

благоприятствует точной обработке материалов при использовании данной

технологии в микроэлектронике [34]. Поскольку в этом методе температура не

повышается, он пригоден для работы с термочувствительными подложками.

В качестве источников фотонов могут применяться лазеры или лампы, однако

повышенная плотность энергии при использовании лазеров приводит к

100-кратному увеличению скорости роста покрытия по сравнению с таковой

при облучении лампами [35].

Резонансное поглощение лазерного излучения исходными веществами вы-

зывает разрушение связей в молекулах данных веществ, освобождая их для

осаждения на подложку [30]. В фотоиндуцированном лазером химическом

осаждении из паровой фазы лазерный пучок направляют параллельно подлож-

ке. Лазерное излучение поглощается газовой средой, инициируя реакцию [36].

Это позволяет задавать температуру подложки, не учитывая интенсивность ла-

зерного излучения [30]. Осаждение из паровой фазы может происходить и при

перпендикулярном расположении пучка лазерного излучения относительно

подложки, однако это одновременно вызывает и пиролитическое осаждение

[33].

1.7.5. Пиролитическое, индуцированное лазером

химическое осаждение из паровой фазы

В этом процессе генерируемая лазером термическая энергия вызывает диссоци-

ацию молекул реагента и осаждение углеродных нанотрубок на подложке. Ла-

зерный пучок сталкивается с подложкой при перпендикулярном направлении

луча, и химическая реакция вызывается локальным подогревом подложки.

Если подложка движется в ходе реакции, то шаблоны создаются в течение од-

ного цикла перемещения. В том случае, когда подложка неподвижна, формиру-

ются трехмерные структуры [33]. Главным отличием метода является наличие

локализованного источника тепловой энергии, лазера. Его применение изменя-

ет кинетические параметры реакции, увеличивает скорость осаждения и дает

возможность получать трехмерные объекты [37].
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Пиролитическое, индуцированное лазером химическое осаждение из паро-

вой фазы впервые проведено в 1972 г. с использованием излучения ИК-лазера

для осаждения углерода на алюминиевую подложку [33]. Обычно для работы

с шаблонами субмикронных размеров, необходимыми для создания нано-

устройств и микроэлектроники, применяют аргоновый или криптоновый лазер

[30]. Можно использовать и другие типы лазеров, например CO2-лазеры, по-

скольку большинство газов не поглощают излученный свет в инфракрасной

или видимой части спектра.

Пиролитическое, индуцированное лазером химическое осаждение из паро-

вой фазы может проводиться с помощью ИК-лазера путем колебательного воз-

буждения. При этом происходит возбуждение молекул газа посредством стол-

кновений и колебательных процессов. В результате осуществляется нагрев

газовой фазы и подложки, что в свою очередь ведет к формированию пленки.

Примерами лазеров и газофазных систем, применяемых в этом методе, являют-

ся CO2-лазеры и системы BCl3, SiH4 или NH3 [33].

1.7.6. Рост нанотрубок на определенном участке подложки

Одним из способов осаждения углеродных нанотрубок по точно заданному

очертанию или картинке, кроме изложенных выше, является метод, объединя-

ющий литографию и химическое осаждение из паровой фазы. В данном процес-

се, использующемся при производстве шаблонов и трафаретов, маску помеща-

ют на подложку аналогично методике литографии [30]. После укладкишаблона

нанотрубки формируются методом химического осаждения из паровой фазы.

В более раннем исследовании [30] авторы использовали обычную трубчатую

печь с ферроценом [Fe (C5H5)2] в качестве инициатора образования нанотрубок

и ксилол как источник углерода. Печь постепенно нагревали до 800 °C. Раствор

ферроцена в ксилоле подавался в реактор при температуре 150 °C. Очень важ-

ным фактором является выбор исходных веществ, поскольку он определяет

длину осаждающихся трубок. Применение комбинации ферроцена и ксилола

позволило получить вытянутые по вертикали однослойные УНТ длиной

20–30 мм на шаблоне SiО2, при этом на поверхности кремния углеродные на-

нотрубки не осаждались [30]. Описанный метод пригоден для разработки мезо-

масштабных систем, сходных с МЭМС [30].

1.8. Наноструктуры с самосборкой

Самосборка молекул — явление, часто наблюдаемое в природе. Например, мо-

лекулы коллагена типа I служат примерами молекул, которые ориентируются и

самоорганизовываются с образованием двухмерных и трехмерных структур.

Среди технологий, обсужденных в этой главе, самосборка — один из самых

многообещающих путей для формирования разнообразных наноструктур [38].

Данный метод основывается на нековалентных межмолекулярных взаимо-

действиях (электростатических, ван-дер-ваальсовых, водородных связях,
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�–�-взаимодействиях и капиллярных силах для организации групп молекул в

регулярные структуры [38].

Самоорганизованные монослои принадлежат к наиболее исследованным

структурам с самосборкой. Это поверхности, покрытые тонкой пленкой из од-

ного слоя молекул. Обычно мономолекулярный слой формируется во время ад-

сорбции молекул ПАВ на подложке. К наиболее распространенным и всесто-

ронне исследованным системам самоорганизованных монослоев относятся

золото-алкилтиолатные [CH3(CH2)nS] и кремний оксид-алкилсилановые систе-

мы (рис. 1.6).

При обычной организации монослоя химическая группа в головной части

длинной молекулы с сильным сродством к веществу подложки присоединяется

к поверхности; алкильная составляющая этой молекулы имеет приблизительно

10–20 метиленовых групп. Головная группа легко адсорбируется на поверхнос-

ти подложки, создавая монослой с концевыми группами, выступающими от по-

верхности подложки [39]. Подобным процессом является самоорганизованный

монослой золото–тиол, где тиольная головная группа (S–H) легко адсорбирует-

ся на золоте. При работе с тиолами, содержащими концевые метильные груп-

пы, исследователи сначала очищали подложку — кремневые пластины в горя-

чей жидкой смеси (соотношение 1 : 4) H2O2 (30%)/ H2SO4— и затем промывали

их дистиллированной/деионизованной водой и абсолютным этанолом. Затем

на поверхность наносили слой золота для присоединения тиольных групп.

Пластины покрывались золотом путем последовательного осаждения из паро-

вой фазы хрома и золота из нагретой вольфрамовой лодочки в криогенно отка-

чиваемой камере осаждения [39].

Покрытые золотом образцы вынимали, помещали в 1 мМ раствор 1-гексаде-

кантиола в этиловом спирте и выдерживали при комнатной температуре в тече-

ние 3 суток. Затем пластины помещали в тиольный раствор. Перед эксперимен-

тальным использованием их ополаскивали этанолом и высушивали на воздухе

[39]. Оказалось, что тиольные головные части формируют плотный слой тол-
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щиной в одну молекулу на поверхности золота, а «хвосты» молекул, направлен-

ные от подложки, образуют еще один слой на ее поверхности.

Функциональные особенности самоорганизованных монослоев могут быть

изменены путем присоединения различных групп к концевым группам после

образования монослоя. Добавление коротких олигомеров с этиленгликолевы-

ми группами к «хвосту» молекулы уменьшает адгезию белков [40]. Группы с

метильной группировкой на конце могут увеличивать связывание с плазмой и

белками [39], что, в свою очередь, повышает биосовместимость с подложкой.

Создание монослоя из фторалкилсилана на поверхности кремния уменьшает

рост нервных клеток [41]. Применение 1-октадекантиольных, 1-додекантиоль-

ных и 1-гексантиольных групп защищает медь от коррозии [42]. Адсорбция

слоя октадецилтрихлорсилана повышает устойчивость к истиранию полисили-

коновых полимеров— это методика, позволяющая продлить срок службы и по-

высить надежность МЭМС и НЭМС [43].

1.9. Заключение

Нанотехнологии активно применяются в биомедицине и электронике, и произ-

водство нанопродукции для нужд этих отраслей неуклонно растет. В настоящее

время разработано множество подходов к изготовлению наномасштабных

устройств для применения в биомедицинской инженерии. Многие из них, на-

пример методики на основе литографии, — всего лишь модификации извес-

тных технологий с применением более совершенного оборудования. Но есть и

принципиально новые методы, позволяющие производить шаблоны, маски,

структуры и поверхности на другом — наномасштабном уровне. Эти техноло-

гии позволяют получать материалы с уникальными химическими, механичес-

кими, электрическими и оптическими свойствами, что, в свою очередь, создает

предпосылки к созданию новых технологий.
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2.1. Введение

В 1965 г. соучредитель компании «Intel» Г. Мур сформулировал закон, глася-

щий, что инновации в электронной промышленности позволяют приблизитель-

но каждые два года удваивать число транзисторов, размещаемых на микро-

схеме [1]. Закон Мура, благодаря технологическим успехам, вероятно, будет

применим и в будущем.

Помимо традиционной оптической литографии, при производстве наномас-

штабных изделий значительный интерес вызывает литография, основанная на при-

менении коротковолнового УФ-излучения, рентгеновская электронная литография

и литография с использованием пучков ионов. Инновации в литографическом про-

цессе не только оказали большое влияние на совершенствование полупроводнико-

вых приборов, но также позволили достичь баланса в соотношении инструмен-

ты/ресурсы при развитии многих областей биомедицинской инженерии.

Литография применяется в биоинженерных микро- или нанотехнологиях при

получении биоматериалов. Биоматериалы — класс материалов, предназначен-

ных для использования в биологических системах, для восстановления или заме-

ны некоторых биологических тканей и органов [2]. Он включает полимеры, ме-

таллы, керамику, композитные и природные материалы. Одним из решающих

факторов для успешного внедрения биоматериалов являются свойства поверх-

ности, на которой происходит взаимодействие материала с биологической систе-

мой. Например, клеточная адгезия может быть либо усилена за счет иммобилиза-

ции адгезивных к клеткам белков: RGD [3], IKVAV [4], фибронектина [5]

и ламинина [6], либо ослаблена присоединением полиэтиленгликоля [7].

Помимо химических особенностей, структура поверхности очень важна для

проявления требуемого биологического отклика материалов. Хорошо известно,

что ориентация клеток и направление их движения зависят от топографии под-

ложки— «контактного управления». Возможности контроля расположения кле-

ток и клеточного связывания сулят большие перемены в развитии биоинженерии

тканей. И в этом ключе преимущество литографических методов состоит в осу-

ществлении точной поверхностной инженерии биоматериалов вплоть до нано-

метровых размеров [8].
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В данной главе будут описаны примеры использования ионно-пучковой ли-

тографии и ионной имплантации для увеличения эффективности «мягких» по-

лимерных материалов и «жестких» металлизированных биоматериалов. Здесь

также кратко будут приведены сведения о замене некоторых тканей, импланта-

тах, контактирующих с кровью, и других изделиях. Включен и небольшой об-

зор современных разработок биосовместимых фоторезистов, объединяющих

обычную фотолитографию с биомолекулярными технологиями.

2.2. Процессы ионной имплантации

Ионная имплантация — метод бомбардировки поверхности материала ионами

с энергией 10–20 кэВ с минимальной экспозицией [9]. При этом высокоэнерге-

тические ионы ударяются о кремневую или иную мишень, что приводит к их

проникновению вглубь мишени. Таким образом, происходит контролируемое

распределение реагента в мишени. Благодаря высокой начальной энергии,

ионы реагента оказываются в приповерхностном слое материала, теряя энер-

гию за счет упругих столкновений с ядрами мишени и неупругих соударений с

электронами [10]. Поскольку ионы реагента не проникают в мишень слишком

глубоко (обычно максимум на микрометр), изменение свойств мишени ограни-

чивается лишь приповерхностной областью, и модификация затрагивает толь-

ко поверхность подложки.

Главным преимуществом ионной имплантации является возможность селек-

тивного изменения поверхности без воздействия на свойства материала в объеме,

так как процесс протекает при низкой температуре подложки. Данныйметод слу-

жит для создания поверхностных слоев определенного состава, причем исключе-

но возникновение отслаиваний, обычно возникающее при нанесении покрытий.

Эта технология, легко контролируемая и воспроизводимая, позволяет создавать

высокую концентрацию легирующего компонента в заданном слое. Ионная им-

плантация является чрезвычайно гибким процессом, который позволяет выби-

рать ионы, соответствующие характеристикам видоизменяемого материала. При

ее применении в комбинации с экранными сетчатыми масками можно перено-

сить рисунок с маски на поверхность за счет удаления атомов из немаскирован-

ной зоны (рис. 2.1) [11]. Важно также, что нанесение рисунка и химическую мо-

дификацию поверхности можно совместить по времени. Однако ионной

имплантацией с использованием особых шаблонов трудно одновременно изме-

нять химические свойства поверхности и внутреннего объема подложки.

2.3. Микро- и нанообработка «мягких»

полимерных биоматериалов

Полимеры находят широкое применение в биомедицине. Они служат материа-

лом для изготовления контактных линз, глазных хрусталиков, стоматологичес-

ких имплантатов, трансплантатов кровеносных сосудов, искусственных сердеч-

ных клапанов, грудных имплантатов, биологически разлагаемых шовных

материалов, кардиостимуляторов, искусственной кожи и соединительных эле-
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ментов суставов. В зависимости от применения полимеры должны быть устойчи-

вы к коррозии и износу, должны способствовать адгезии клеток и их дифферен-

цировке, обладать противомикробными и антитромбообразующими свойствами

и т. д.

2.3.1. Применение полимеров в ортопедии

Полимер поли(метилметакрилат), ПММА, используют как цементирующее ве-

щество для костей, в первую очередь для закрепления стержней соединитель-

ных протезов в полости кости [12]. Поскольку данный полимер работает в ка-

честве соединительного элемента между протезом и костной тканью,

необходимо, чтобы он был биологически совместим с остеобластами, синтези-

рующими костную ткань, тем самым ускоряя формирование матрицы и мине-

рализацию, которые будут поддерживать соединение имплантата с костью и

окружающими тканями. Хи с соавторами [13, 14] исследовали возможность

применения маскированного пучка ионов для регенерации костной ткани. По

сравнению с обычной шаблонной литографией маскированная ионно-лучевая

литография позволяет создавать картинки без использования токсичных хими-

ческих веществ, способных денатурировать белки и пептиды. В приведенных

выше исследованиях на пленки из ПММА воздействовали ионами Ca
+
(85 кэВ,

1 · 10
14
ионов/cм

2
), ионами P

+
(85 кэВ, 1 · 10

15
и 1 · 10

16
ионов/cм

2
) и ионами Ar

+

(115 кэВ, 1 · 10
15
ионов/cм

2
).
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Рис. 2.1.Морфологические характеристики силиконовой резины, подвергнутой тек-

стурообразованию с помощью ионного пучка (получено с помощью электронной

сканирующей микроскопии). Использована сформированная электронами экраниру-

ющая сетчатая маска с квадратными (а) или круглыми (б) шаблонами. Энергия при-

мененного пучка ионов Аr составила 1 кэВ. (Перепечатывается из работы [11], с раз-

решения Elsevier.)



С помощью атомно-силовой микроскопии была изучена структура поверх-

ности пленок ПММА после облучения. Как показано на рис. 2.2, на поверхнос-

ти пленок наблюдаются отверстия наномасштабной глубины и микромасштаб-

ной ширины. Результаты структурного анализа образцов, облученных ионами

Ca
+
, показали, что расстояние между двумя левыми кромками изолированного

островка составляет около 11 мкм, а высота каждого островка приблизительно

равна 87 мкм. В образце, обработанном меньшим количеством ионов P
+
, анало-

гичное расстояние составило 9,8 мкм, а глубина — 129 нм. При увеличении

концентрации ионов P
+
расстояние увеличилось до 11,3 мкм при глубине 95 нм,

т. е. боковые стенки подложки истончаются. Этот эффект объясняется отклоне-

нием ионов от намеченной траектории и пологими углами отскока от поверх-

ности. Так происходит разрушение боковых сторон стенок.

Для выяснения влияния обработки ионным пучком на адгезию клеток про-

вели культивирование остеобластов свода черепа крысы на необлученной, об-

лученной P
+
-ионами и облученной Ar

+
-ионами поверхностях ПММА [13].
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Рис. 2.2. Полученные с помощью атомно-силовой микроскопии изображения по-

верхности пленки ПММА с типичными геометрическими характеристиками, под-

вергнутой различным воздействиям: a— 85 кэВ, 1 · 10
14
ионов/cм

2
Ca

+
; б— 85 кэВ,

1 · 10
15
ионов/cм2 P

+
; в— 85 кэВ, 1 · 10

16
ионов/cм

2
P; г— 115 кэВ, 1 · 10

15
ионов/cм

2

Ar
+
(a–в воспроизводятся из работы [14] с разрешения Elsevier; г взято из работы [13]

с разрешения Springer Science и Business Media)

а



На обоих образцах ПММА, содержащих ионы P
+
и Ar

+
, обнаружено более ин-

тенсивное прикрепление клеток, чем на необлученной поверхности. Это под-

тверждает способность ионного воздействия усиливать адгезию остеобластов

на полимерной подложке, вероятно, путем увеличения шероховатости поверх-

ности. Полученные результаты согласуются с литературными данными по на-

личию корреляции между увеличившейся шероховатостью поверхности и уси-

ливающейся адгезией остеобластов [15]. Кроме того, несмотря на похожую

топографию поверхности и наличие шероховатостей на обоих обработанных

образцах, клетки более активно прикреплялись к подложкам, облученным

ионами P
+
, чем к облученным ионами Ar

+
. Глубину профиля в обработанной

ионами P
+
пленке ПММА исследовали динамической масс-спектрометрией

вторичных ионов. Большинство ионов P
+
было обнаружено в области, лежащей

приблизительно на расстоянии 100 нм от поверхности, максимальная концен-

трация составила 1,1 · 10
20
ионов/cм

3
, глубина проникновения — 121 нм.

Отметим, что ионная имплантация как технология микроизготовления обла-

дает следующими преимуществами: во-первых, она представляет собой одно-

стадийный процесс, поэтому шаблон может быть получен в контролируемом

36 Глава 2

Рис. 2.2. (Продолжение)
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режиме микромашинной обработки с применением специальной маски; во-вто-

рых, путем выбора ионов, например Са или Р, можно варьировать химические

характеристики поверхности; в-третьих, свойства получаемых наноструктур

можно контролировать за счет различной адгезии клеток к разным шаблонам.

Другой широко используемый в ортопедии полимер— сверхвысокомолеку-

лярный полиэтилен, СВМПЭ. В основном он применяется для замены суставов

благодаря особой пластичности, возможности демпфирования ударных нагру-

зок и биосовместимости [16, 17]. Однако следует учитывать, что образующиеся

за счет износа частицы этого материала на поверхности сустава ограничивают

длительное нахождение СВМПЭ в организме [18]. Ионная имплантация — до-

вольно эффективный способ увеличения износостойкости СВМПЭ. Например,

в ряде работ описана обработка СВМПЭпосредством введения в них ионов азо-

та [19, 20], после которой устойчивость к износу СВМПЭ увеличилась в 68 раз.

Исследователи объясняют это явление поперечной сшивкой в СВМПЭ, умень-

шающей скольжение между макромолекулами. Также у полимера увеличива-

ется устойчивость к нагрузкам, возможно, из-за наличия более твердого и жес-

ткого поверхностного модифицированного слоя, полученного обработкой

ионами азота.
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Валенса с сотрудниками [21] изучили влияние других ионов на износостой-

кость СВМПЭ. Полимер облучали пучками ионов H
+
, He

+
, Ar

+
и Xe

+
с энергией

300 кэВ. Интенсивность потока составляла от 10
14
до 10

17
ионов/cм

2
. После про-

ведения традиционного испытания на микроабразивный износ с помощью

штифто-дискового тестера авторы установили, что износостойкость для обра-

ботанных поверхностей увеличивается с возрастанием дозы облучения: износ

образца СВМПЭ, обработанного потоком с интенсивностью 3 · 10
15

ионов

Xe
+
/cм

2
, снижался примерно на 76% после 72 ч испытаний.

2.3.2. Устройства, контактирующие с кровью

Синтетические полимеры также используются в устройствах и имплантатах,

соприкасающихся с кровью. В клинической практике часто применяют сосуды

для искусственной крови, изготовленные из политетрафторэтилена (тефлона)

или поли(этилентерефталата), известного под названием «Дакрон». Главными

ограничениями для изделий, контактирующих с кровью, являются возникнове-
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ние инфекций, образование тромбов и сужение сосудов. Для улучшения

антитромбообразующей способности и гемосовместимости полимерных мате-

риалов успешно применяют ионную имплантацию [22–30]. Обработкой по-

верхности силиконовой резины ионами водорода, азота, аргона и неона с целью

повышения ее гидрофильности и долговременного препятствования отложе-

нию биоосадков была понижена тромбобиогенность катетеров [25, 30]. Другим

способом улучшения биосовместимости трансплантатов сосудов стала разра-

ботка поверхности, поддерживающей эндотелизацию, что является определяю-

щим фактором в трансплантации, поскольку эндотелиальные клетки отвечают

за формирование нетромбогенного взаимодействия между кровью и тканью.

В начале 1990-х гг. было показано [22], что адгезия и разрастание эндотелиаль-

ных клеток могут быть значительно усилены, если поверхность сегментирован-

ного полиуретана (СПУ) модифицировать ионами неона или натрия (рис. 2.3).

В организме ионно-имплантированные трубки из СПУ оказались приемлемы-

ми трансплантатами при пересадке ткани в раскрытом состоянии сосуда при за-

мене бедренной артерии [24]. В работе [31] описано получение небольших гиб-

ридных трансплантатов сосудов из тефлона в три стадии: бомбардировки

ионами Ne внутренних стенок небольших трубок, покрытие имплантированной

поверхности белком плазмы крови и бомбардировки ионами He через белковое

покрытие внутренних стенок. Созданный имплантат вживили в сонную арте-

рию собаки, после чего за ее здоровьем следили в течение 180 дней.

Таким образом, показано, что обработка ионами кислорода [28], серебра

[26, 27] и фтора [29] влияет на адгезию и рост эндотелиальных клеток на поли-

мерных подложках.
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Рис. 2.3.Морфология присоединения эндотелиальных клеток к обработанному ио-

нами Ne
+
: полистиролу (a) и сегментированному полиуретану (б) после инкубацион-

ного периода (3 дня). Плотность энергии составляла 1 · 10
15
ионов/cм

2
. (Перепечаты-

вается из [30] с разрешения Elsevier.)



2.3.3. Другие применения

Недавно ионную имплантацию использовали при обработке полимеров, пред-

назначенных для восстановления нервной системы. С помощью резиновых тру-

бок из полидиметилсилоксана (ПДМС) в клинической практике обычно восста-

навливают периферические нервы. Для лучшей регенерации нервной ткани

поверхность ПДМС-резины модифицировали анионами углерода с помощью

ионной обработки [32] для придания ей гидрофильных свойств. Эти трубки

оказались подходящими для тубуляции седалищного нерва крыс, регенериро-

ванного для передачи нервного возбуждения. Окияма с сотрудниками [33] ис-

следовали разрастание аксона нервной клетки на фторированной полиимидной

пленке, микрошаблонно обработанной ионным пучком. Возможность контроля

взаимодействия нерва с поверхностью имплантата актуальна для исследова-

ния работы нейронов и для конструирования современных биоэлектронных

устройств, например биосенсоров и нейронных компьютеров. Для подтвержде-

ния влияния топографии подложки и ее химических свойств на поведение ней-

ронов были созданы микрошаблоны шириной 120 или 160 мкм (рис. 2.4) на по-

верхности полиимида с применением маски для ионного пучка из ионов He
+
,

Ne
+
или Kr

+
при интенсивности потока 1 · 10

14
ионов/cм

2
. Нейроны в основном

присоединялись к облученным областям. Заметим, что, хотя максимальное

присоединение нейронов наблюдалось на поверхности, обработанной Кr
+
,

и наименьшее— на обработанной He
+
, аксоны в большей степени разрастались

на поверхности, обработанной He
+
, а на подложке с введенными ионами Kr

+
ак-

соны имели самые короткие отростки. Приведенные результаты свидетельству-

ют, что ионную имплантацию можно использовать при культивировании кле-

ток по шаблону на подложке.

Другим примером использования ионной имплантации в биомедицине яв-

ляется разработка заменителя из дюралюминия для восстановительной череп-

ной хирургии. Идеальный синтетический заменитель части черепа требует на-

личия двухсторонней поверхности, внешняя сторона которой сцеплена с

клетками эпителия, а внутренняя не взаимодействует с головным мозгом.

Обычно в черепной хирургии применяется неадсорбирующий неадгезивный

политетрафторэтилен (ПТФЭ). Введение ионов Ne
+
с одной стороны пленки

ПТФЭ приводит к хорошему костному присоединению и тканевому враста-

нию без изменения свойств неадгезивной церебральной стороны [30]. В дру-

гом исследовании ПТФЭ модифицировали ионами Ar
+
. С помощью получен-

ного материала был устранен дефект в черепе без послеоперационной утечки

спинномозговой жидкости [34].

Введение ионов в полимеры также используется для активации присоедине-

ния клеток к глазному хрусталику из ПММА [35], для модификации полиэтиле-

на, применяемого в качестве заменителя кожного покрова, — обработка иона-

ми F
+
[36, 37]; ионы Ar

+
добавляют к полиуретанам с целью уменьшения

воспалительной реакции [38]. Однако нужно отметить высокую сложность про-

изводства данных материалов, что, естественно, повышает стоимость лечения
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Рис. 2.4. Полученные с помощью фазовоконтрастной микроскопии изображения

клеток PC12, культивированных на фторированных полиимидных пленках. Облуче-

ние осуществлялось различными ионами в течение 72 ч: a—ионами He
+
+ Ne

+
; б—

ионами He
+
+ Kr

+
; в— ионами Ne

+
+ Kr

+
. (Перепечатывается из работы [33] с разре-

шения Elsevier.)



и снижает его доступность. К тому же для биомедицины требуются полимеры

с противоинфекционными свойствами. Проведенные исследования подтверди-

ли, что ионная имплантация препятствует адгезии бактерий на полимерах.

В ряде работ изучалось введение ионов серебра в различные материалы

[39, 40]. Болдуриева с соавторами показали, что имплантация отрицательных

ионов серебра на ПММА не только приводит к образованию наночастиц сереб-

ра с диаметром менее 10 нм, но и создает поверхностно открытый градиент из

подобных наноструктур [40]. В нескольких исследованиях было обнаружено,

что антибактериальную активность полимерных материалов повышают и дру-

гие ионы, например ионы аргона [41] и ацетилена [42].

2.4. Микро- и наноизготовление

металлических биоматериалов

Металлические имплантаты широко применяются в ортопедии, стоматологии

и сердечно-сосудистой хирургии и обеспечивают полную замену тазобедрен-

ного и коленного суставов, коленных чашечек и стентов. В ортопедии исполь-

зование металлов обусловлено их способностью выдерживать значительные

механические и усталостные нагрузки, а также пластически деформироваться

перед разрушением. В настоящее время наиболее употребляемые металличес-

кие имплантаты изготавливают из нержавеющей стали, сплавов ко-

бальт–хром–молибден, химически чистого титана и титановых сплавов [12].

В этом разделе приведен обзор исследований, включающих ионную импланта-

цию металлов.

2.4.1. Применение металлов в ортопедии

Как было упомянуто выше, металлы — приемлемый ортопедический материал.

Их использование в этой области трансплантологии обусловлено биосовмести-

мостью, хорошими механическими свойствами и устойчивостью к износу и ис-

тиранию. Однако есть некоторые исключения: например, титан недостаточно

износоустойчив. Среди различных методов, повышающих эффективность

металлических ортопедических изделий, ионная имплантация— наиболее удоб-

ный способ обработки. С ее помощью поверхность металла можно сделать твер-

же и снизить коэффициент трения, что в конечном итоге повысит износостой-

кость [43]. В работе [44] показано, что вкрапления ионов азота в сплав Ti6A14V

значительно улучшают сопротивление данного соединения против иницииро-

ванной истиранием коррозии—как в солевом, так и в сывороточном растворе—

при всех уровнях допустимых физических нагрузок. В других экспериментах на-

блюдали устойчивость к истиранию титановых сплавов, обработанных ионами

азота. Оно повышалось на порядок [45, 46]. Для улучшения устойчивости против

истирания–коррозии и определения характеристик коррозионной стойкости ме-

таллов кроме азота были использованы и другие элементы. Так в работе [47] опи-
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сан модифицированный кислородом никель-титановый сплав при трех уровнях

имплантации ионами кислорода: 5 · 10
16
; 1 · 10

17
и 3 · 10

17
ионов/cм

2
соответ-

ственно. Изменение топографических свойств поверхности этого сплава вызвало

внедрение ионов кислорода. Первоначально присутствовавшие на поверхности

сплава Ni–Ti канавки сглаживались под воздействием низкого и среднего

уровней имплантации ионами кислорода; образцы со средним уровнем,

1 · 10
17
ионов/cм

2
, показали наилучшую коррозионную устойчивость. Впрочем,

нанопоры, появившиеся на поверхности модифицированного материала при вы-

соком уровне имплантации кислорода, являлись источниками точечной корро-

зии и, соответственно, ухудшали устойчивость сплава. В работе [48] исследовали

влияние модификации поверхности титана имплантацией ионами кальция на

коррозионную устойчивость. Обнаружено, что такая имплантация при интенсив-

ности 1 · 10
17
ионов/cм

2
повышает коррозионную устойчивость, однако при бо-

лее продолжительной экспозиции восприимчивость титана к точечной коррозии

увеличивается в условиях анодной поляризации. В более позднем исследовании

[49] проведена обработка поверхности титана ионами фосфора с интенсивнос-

тью 1 · 10
17
ионов/cм

2
. Этот процесс привел к аморфности поверхностного слоя и

к образованию соединения TiP. Обработка увеличила коррозионную устойчи-

вость материала как после короткой, так и после продолжительной экспозиции,

что предполагает целесообразность внедрения ионов фосфора на поверхность

титана.

Значительные усилия были затрачены на выявление интеграции металли-

ческих имплантатов в окружающую костную ткань. Известно, что керамичес-

кие материалы хорошо соединяются с костной тканью из-за благоприятного

воздействия составляющих компонентов CaO и P2O5, способствующих образо-

ванию гидроксиапатита (ГА). Гидроксиапатит имеет кристаллографические

характеристики, сходные с таковыми у природного апатита, присутствующего

в кости. Поэтому имплантация керамичесих материалов часто применяется для

получения покрытий, хорошо срастающихся с костью. Металлы, например ти-

тан, не поддерживают осаждение ГА. Для придания поверхности металла

свойств, благоприятных для активного вовлечения в процесс объединения с

костью, было исследовано влияние обработки ионами кальция и фосфора на хи-

мические свойства поверхности и ее биоактивность in vitro и in vivo. В работе

[50] в условиях in vivo показано, что имплантация ионов Ca
+
на поверхности Ti

усиливает интеграцию с костью и способствует формированию новой ткани,

вероятно, из-за более быстрого осаждения фосфата кальция на имплантирован-

ной поверхности. В работе [51] исследована реакционная способность Ti за

счет внедрения ионов Ca и P при различных уровнях энергии имплантации. На

всех опытных поверхностях обнаружены иглоподобные кристаллиты ГА,

отсутствующие в контроле. Полученные данные подтверждают, что обработка

ионами Ca и P в процессе биоминерализации переводит поверхность Ti в ак-

тивное состояние. Культивирование остеобластов in vitro на образцах Ti с вве-

денными ионами Ca показало, что взаимодействие клеток изменилось и зависе-

ло от интенсивности ионной имплантации [52–54]. Большие концентрации
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ионов Ca, 1 · 10
17
ионов/cм

2
, значительно увеличили распространение клеток,

формирование фокальных адгезионных кровяных бляшек и вызвали появление

интегринов. Несколько групп исследователей [55–57] также изучали влияние

комбинированной ионной имплантации Ca и P на свойства Ti и его сплавов.

Было обнаружено, что энергия связей Ca 2p-уровней, P 2p-уровней и О 1s-уров-

ней для модифицированного поверхностного слоя толщиной около 100 нм яв-

ляется аналогичным стандарту гидроксиапатита. Путем выращивания на по-

верхностях, обработанных таким образом, клеток костного мозга было

подтверждено улучшение их биосовместимости с подложкой.

В титан имплантировали также натрий [58–60]. Введение вызвало модифи-

кацию химических свойств и структурных характеристик поверхности титана,

было отмечено появление шероховатости. В поверхностный слой внедряли ти-

танат натрия; структура подложки зависела от параметров проведенной ионной

обработки. Рост остеобластов на поверхностях, имплантированных ионами Na,

значительно улучшался по сравнению с необработанным образцом, что было

доказано высокой активностью щелочной фосфатазы и лучшим распростране-

нием клеток [60].

Для модификации поверхности Ti также используют и аминогруппы

[61, 62]. Из-за образования нитрида TiN во время имплантации и возможности

создания слоя толщиной до 61 нм у титана могут быть повышены устойчивость

к истиранию, коррозионная устойчивость и сопротивление усталости. Кроме

того, на образцах Ti, имплантированного ионами NH
2

+
, наблюдаются повышен-

ные адгезии и распространение искусственно выращенных остеобластов, чем

на образцах гидроксиапатита.

2.4.2. Стоматологические имплантаты

В стоматологии используют металлические имплантаты для формирования

корней зубов, эндодонтических стабилизаторов и резцов. Подобно ортопедии

здесь также желательно получить быстрое и прочное соединение имплантата с

костью. Для повышения эффективности стоматологических имплантатов их

поверхность модифицируют примесями ионов. В работе [63] изучали интегра-

цию стоматологических имплантатов, обычно применяемых в клинической

практике, с костью; материал дополнительно подвергали поверхностной обра-

ботке ионной имплантацией. Были исследованы коммерчески доступные сто-

матологические имплантаты, полученные из чистого титана и сплава Ti6A14V,

обработанные и необработанные оксидом углерода (CO
+
); азота (N

+
); углерода

(C
+
); неона (Ne

+
). Оказалось, что модификация поверхности стоматологических

имплантатов с целью улучшения костной интеграции является не только коли-

чественной, т. е. повышается число контактов между костью и имплантатом, но

и качественной: происходит сильное и более стабильное связывание. Показана

статистическая разница между обработанными имплантатами и контрольными

образцами, особенно при внедрении ионов C
+
в Ti и ионов CO

+
в сплав
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Ti6A14V, когда наличие ковалентной связи между атомами Ti–O–C было под-

тверждено рентгеновской фотоэлектронной спектроскопией. В работе [64] пы-

тались последовательно улучшить поверхностную твердость нитинола (ни-

кель-титановый сплав), применяемого в производстве эндодонтического

инструмента для обработки каналов в корне зуба, имплантацией бора. Внедре-

ние ионов азота в концентрации 2 · 10
17
ионов/cм

2
в нитинол для изготовления

эндодонтического инструмента позволяет сделать его более устойчивым к ис-

тиранию и, следовательно, пригодным для формирования большего количества

корневых каналов [65]. Было также показано, что обработка ионами азота по-

верхности ортодонтичеких зондов уменьшает силы трения, возникающие во

время прохождения канала, и таким образом улучшает эффективность обработ-

ки зуба [66].

2.4.3. Устройства, контактирующие с кровью

В некоторых устройствах металлы соприкасаются с кровью. Например, коро-

нарные стенты создают из нержавеющей стали марки 316L. Есть предположе-

ние, что обработка стентов ионами углерода может снизить вероятность по-

вторного сужения просвета в каком-либо органе за счет воспалительной

реакции после его оперативного расширения и замены сосудов [67]. В недавней

работе [68] было показано, что легирование фосфором — эффективный путь

улучшения совместимости с кровью пленки оксида титана; авторы связали это

с изменением электронной структуры и свойств поверхности. Но, с другой сто-

роны, ионная имплантация может способствовать тромбообразованию. В рабо-

те [69] приведены данные о модернизации съемных платиновых колец, пред-

назначенных для внутрисосудистой обработки широкогорлой аневризмы,

применением комбинации белкового покрытия с обработкой ионами Ne
+
в кон-

центрации 1 · 10
15
ионов/cм

2
. Была обнаружена усиленная реакция тромбоци-

тов с поверхностью кольца и сделан вывод об эффективности такого приема

для улучшения адгезии клеток и их разрастания. Данная технология может ока-

заться полезной при ранней диагностике повреждений в шейках эмболизиро-

ванных широкогорлых церебральных аневризм.

2.4.4. Другие применения

Как уже упоминалось в предыдущих разделах, с помощью ионной импланта-

ции металлическим поверхностям можно придавать антибактериальные свой-

ства. Например, титан, имплантированный ионами F
+
in vitro, интенсивнее пре-

пятствует росту бактерий видов Porphyromonas gingivalis и Actinobacillus

actinomycetemcomitans, чем контрольные образцы из полированного титана

[70]. Другие ионы, например серебро и медь, также улучшают антибактериаль-

ные свойства подложек. В работе [71] обнаружено, что внедрение ионов меди в

нержавеющую сталь марки AISI 420 в концентрации 5 · 10
17
ионов/cм

2
придает

ей устойчивость к микроорганизмам Escherichia coli и Staphylococcus aureus.
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2.5. Новые биосовместимые фоторезисты

Путем трациционной фотолитографии трудно создать клеточный и биомолеку-

лярный рисунки, поскольку для появления изображения на поверхности мате-

риала и растворения фоторезиста обычно пользуются органическими раствори-

телями, что может привести к денатурации биомолекул. Следовательно, для

создания биосовместимых поверхностей методом фотолитографии необходи-

мо разрабатывать новые классы фоторезистов. В настоящее время существуют

два типа биосовместимых фоторезистных материалов: первый — на базе

поли-трет-бутилацетата [72–74], а второй — на основе поли-3-трет-бутокси-

карбонил-N-винил-2-пирролидона [75, 76].

Для обоих фоторезистов используют механизм химического усиления,

иными словами, полученная фотооблучением кислота снимает защиту с трет-

бутильных эфирных групп, что приводит к изменению растворимости и

гидрофильности. Было показано, что с помощью поли-трет-бутилакрилатного

фоторезиста можно получать литографический рисунок из биомолекул

непосредственно во время приготовления резиста, поскольку биологические сое-

динения устойчивы к применяемым тепловым нагрузкам и концентрации про-

явителя. Вместо распространенного проявителя с содержанием щелочи 0,27 н.

для проявления изображения оказалось вполне достаточно раствора с концентра-

цией 0,0026 н. или даже меньше. При экспозиции в процессе литографического

формирования рисунка из биомолекул с применением поли-3-трет-бутоксикар-

бонил-N-винил-2-пирролидона под действием УФ-света происходит фотолиз

трет-бутоксикарбонильных групп и их превращение в карбоксильные группы,

что влечет за собой изменение поверхностных свойств материала — от гидро-

фобных к гидрофильным. При выращивании фибробластов на данных поверх-

ностях клетки располагались вдоль гидрофильных канавок, полученных с приме-

нением шаблонов. Предпочтительная адгезия клеток по очертаниям рисунка,

вероятно, происходит из-за перемещения белков сыворотки из культуральной

среды в более гидрофильные и облученные УФ-светом области.

Образовавшиеся карбоксильные группы также обеспечивают возможность

связывания пептидов или белков, которые затем будут управлять взаимодей-

ствиями клеток с подложкой. Помимо прочего, новые технологии фотолитогра-

фии позволяют регулировать глубину и расположение топографических осо-

бенностей поверхности в нанометровом диапазоне. На рис. 2.5 (см. цв. вклейку)

изображена полученная по шаблону структура, представляющая собой нанока-

навки глубиной около 200 нм, способствующие ориентированному росту кле-

ток. Возможность создания по шаблонам различных рисунков из адгезивных и

неадгезивных пептидов позволит впоследствии формировать сложные поверх-

ности для выращивания тканей и органов.

2.6. Трехмерная литография

Основное внимание в области тканевой инженерии уделяется формированию

трехмерных клеточных каркасов, имитирующих внеклеточный матрикс

(ВКМ), и способных ориентировать рост клеток млекопитающих в трех направ-

46 Глава 2



лениях. ВКМ включает множество топографических характеристик: наново-

локна, поры, полосы и мостики [77]. В настоящее время технологические прие-

мы, с помощью которых можно производить наношаблоны на поверхностях,

подходящих для биомедицинских целей, можно пересчитать по пальцам. В иде-

альном случае такие методики должны иметь наномасштабное разрешение,

обеспечивать высокий выход целевого продукта, быть хорошо воспроизводи-

мыми и недорогими, контролировать получение 3D-наноструктур и предостав-

лять возможность нанесения рисунка на большие площади [78]. Нанопечатная

литография (НЛ) вполне отвечает перечисленным требованиям. НЛ может при-

меняться для создания изделий с разрешением ниже 10 нм как на плоских, так и

на объемных поверхностях, и этим методом получают наноустройства в раз-

личных областях: от электроники до биологии [79, 80]. В работе [78] описано

использование НЛ для формирования трехмерных клеточных каркасов, по-

строенных из многослойных наноструктур, на биологически совместимых под-

ложках. Взяв за образец 3D-наноструктуру природных коллагенов шириной

400 нм и поперечным размером 70 нм, технологи разработали процесс много-

кратной НЛ для синтеза аналогичных 3D-наноструктур на полистироле с ткане-

вой культурой. На клеточных каркасах выращивали клетки для гладкой мыш-

цы, выделенные из бычьей легочной артерии.

Другим методом для создания 3D-наноструктур является УФ-наногравиров-

ка. УФ-гравировка имеет ряд преимуществ; в частности она протекает при ком-

натной температуре и низком давлении. Данное условие представляет интерес

для изготовления шаблонов или картинок из неустойчивых и требующих бе-

режного обращения соединений, например капсулированного в полимере бел-

ка или водосодержащих гелей [81]. Группа авторов использовала УФ-гравиров-

ку для создания 3D-структур на субмикрометровом уровне с большим

соотношением глубина/ширина на биосовместимых полимерах. Главное —

точное воспроизведение картинок, определяющее пригодность процесса для

внедрения белков в полученные по шаблонам структуры [81, 82].

2.7. Заключение

Модифицированные литографические процессы представляют собой мощные

и гибкие инструменты для исследований в области биомедицинской инжене-

рии. В недавнем обзоре [83] проанализировано влияние микро/наномасштаб-

ной инженерии, обеспеченное широким распространением и доступностью ли-

тографических методов, на тканевую инженерию и другие биологические

приложения нанотехнологии. В большинстве проведенных исследований пока-

зано, что поверхностные структуры даже в нижнем диапазоне нанометровой

шкалы могут регулировать клеточное поведение как in vitro, так и in vivo. Для

исследований в области биомедицины создание биосовместимых структур

с полным контролем свойств и состава очень привлекательно. Из-за уникаль-

ной возможности одновременного изменения химических свойств поверхности

и микро/наномасштабной топографии ионная имплантация и современная
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литография становятся передовыми методами при изучении взаимодействий

биоматериал–клетки. Можно предположить, что микро/наномасштабные мето-

ды будут играть ключевую роль в развитии многих медицинских технологий.
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3.1. Введение

Нанотехнология по сути занимается разработкой, конструированием и анали-

зом устройств и систем, формы и размер которых находятся в нанометровом

диапазоне. В XXI столетии, как предсказал Ричард Фейман еще в середине

прошлого века, нанотехнология будет одной из наиболее развивающихся об-

ластей науки и техники, в которой исследователям предстоит решить множес-

тво важных задач— от фундаментальных научных проблем до биомедицины и

космической технологии. Интерес к нанотехнологии возрос благодаря созда-

нию молекулярных структур, позволяющих получать информацию о строении

человеческого организма на молекулярном уровне. Это привело к развитию но-

вой отрасли, наномедицины, выводит диагностику, лечение и предотвращение

многих заболеваний на новый уровень [1]. В настоящее время изучению взаи-

модействия наноматериалов с биологическими системами посвящено огром-

ное число исследований.

Возможность изменения свойств биологических наноструктур делает их

чрезвычайно привлекательными для применения в научных исследованиях и

коммерчески выгодных технологиях. Уже появились различные наноструктуры,

использующиеся в биосенсорах. К ним относятся нанотрубки, нановолокна, на-

ностержни, наночастицы и тонкие пленки. Они позволяют разрабатывать новей-

шие технологии преобразования сигнала для быстрого анализа многих веществ

in vivo. Нанотехнологи планируют применение биомолекул и процессов, проис-

ходящих с их участием, для создания новых материалов и устройств, вплоть до

пока гипотетического конструирования нанороботов. В долгосрочной перспек-

тиве даже самые ранние разработки молекулярных наноустройств могут оказать-

ся полезными в создании эффективных инструментов для диагностики заболева-

ний и продления жизни человека.

Один из вопросов, возникающих при зарождении идеи подобного нано-

устройства, звучит так: «Как обеспечить энергией наноустройство?» Ведь эти

устройства также нуждаются в энергии для надежной и долговременной рабо-

ты, как и обычное оборудование. Одно из возможных решений вопроса состоит
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в конструировании наномоторов на основе биологических молекул. До настоя-

щего времени была показана и охарактеризована вероятность разработки и соз-

дания нескольких типов наномоторов, базирующихся на основе свойств бел-

ков, ДНК и РНК, а также на их способности к превращению биологической или

химической энергии в механическую.

Белки — идеальный объект для инженерных целей, поскольку они обладают

сложным строением, разнообразными химическими свойствами, а иногда и фер-

ментативной активностью. Моторные белки можно использовать в наноустрой-

ствах для линейного перемещения, вращательного или еще более сложного пере-

движения в трехмерном пространстве. Наноустройства способны реагировать на

воздействие окружающей среды посредством белков со «встроенными переклю-

чателями», работающими по принципу «включено–выключено» или же с по-

мощью более тонко настроенных и сложных логических пороговых систем с

ранжированным откликом или с многочисленными входами. Такие устройства

будут способны «чувствовать» свое окружение.

Более сложные функции могут включать транспорт, т. е. захват, перемещение

и доставку грузов с применением белковых транспортеров и полостей пор. Боль-

шинство моторных белков совершают реальную работу путем активного переме-

щения других соединений или белков внутри клетки. Примером белка такого

типа является кинезин, который «ходит» на «рельсах тубулина», передвигая

везикулы по определенным маршрутам внутри клетки. Подобным образом пере-

мещают груз некоторые миозины, используя филаменты актина в качестве

направляющего устройства. Помимо внутриклеточного транспорта по микротру-

бочным каналам, динеин и тубулин совместно участвуют в передвижении неко-

торых клеток, например сперматозоидов и простейших микроорганизмов [2].

Наномотры можно создать на основе и других биологических молекул, на-

пример ДНК. ДНК предоставляет мощный потенциал для разработки наномо-

торов за счет способности к формированию двойной спирали путем спаривания

нуклеотидов в соответствии с принципом комплементарности, а также за счет

изменения конформации под влиянием внешних факторов [3].

3.2. Мульти-ДНК наномоторы

При создании различных наномоторов конформационные изменения, вызван-

ные внутримолекулярной гибридизацией комплементарных молекул ДНК, мо-

гут быть превращены в механический отклик.

Первым мотором, основанным на гибридизации, был «ДНК-пинцет», со-

зданный Юрке с коллегами [4]. Основанный на использовании химического

«топлива», полученного реакцией обмена между цепями, пинцет вовлекает во

внутримолекулярную гибридизацию три олигонуклеотида (рис. 3.1). Цепь А,

дважды помеченная 3'-TAMRA (карбокситетрамелилродамин) и флуорогенной

группой 5'-TET (тетрахлорфлуоресцин), состоит из двух последовательностей,

содержащих по 18 оснований, гибридизующихся с комплементарными после-

довательностями на концах цепей В и С, с образованием двух жестких консо-
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лей; шарнирное соединение формируется из четырехбазовой одноцепочечной

зоны А, находящейся между областями, гибридизованными с цепями В и С.

В этой конформации, названной «состояние покоя», две оставшиеся негибри-

дизованные 24 базовые части из 42-членных цепей В и С свободно располага-

ются на концах пинцета.

Работа молекулярного пинцета показана на рис. 3.2 (см. цветную вклейку).

В состоянии покоя флуорогенные группы разделены в пространстве, следова-

тельно, никакой передачи внутримолекулярной энергии от ТЕТ к TAMRA не

происходит, и гашения TET-флуоресценции нет. Созданный пинцет открывает-

ся и закрывается посредством топливных цепей F и F. Закрывающая цепь F со-

стоит из трех областей, две из которых являются 24-членными базовыми фраг-

ментами, комплементарными со свободными окончаниями пинцета на цепях В

и C. Другая цепь, F, находится на одной пластинке устройства вместе с допол-

нительным участком из 8 оснований. Гибридизация цепи F и пинцета на

свободных окончаниях зон сводит пластинки пинцета вместе. В закрытом со-

стоянии флуоресцентный сигнал от TET гасится за счет внутримолекулярной

передачи энергии от TET к TAMRA. При добавлении открывающей цепи F,

комплементарной цепи F, происходит обмен цепей и F вытесняется из пинцета

из-за образования более стабильного дуплекса с F. Разъединившись с F, пинцет

возвращается в состояние покоя и снова флуоресцирует. Пинцет совершает

один цикл раскрытия и закрытия с уходящим продуктом в виде FF-дуплекса,

причем данный процесс полностью обратим. Время переключения составляет

около 13 с. В каждом цикле флуоресцентный сигнал уменьшается на шесть по-

рядков, когда пинцет закрыт за счет F, и возрастает до первоначального уровня

во время раскрытия пинцета посредством F. Сила закрытия устройства состав-

ляет приблизительно 15 пН—это верхняя граница в диапазоне измеренных сил

моторов кинезина с единичной группой и миозином.

Недостатком ДНК-пинцета является отсутствие прочности из-за формиро-

вания димера или олигомеров между циклами [5]. Первой жесткой кон-

струкцией мотора на основе топологии многократных гибридизаций ДНК
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Рис. 3.1. Конструкция молекулярного пинцета, структура которого сформирована

путем гибридизации олигонуклеотидных цепей А, В и С



стал наномотор PX-JX2, предложенный Яном с сотрудниками [6] (рис. 3.3, см.

цв. вклейку). Исследователи увеличили прочность исходной конструкции,

применив механизм, описанный в работе [4], и добавив два параметрических

фрагмента — паранемического скрещивания (PX) ДНК и его топоизомера

JX2. На рис. 3.4 на цветной вклейке схематично показано превращение одного

фрагмента в другой. Фрагмент PX состоит из двух спиральных областей,

сформированных четырьмя цепями, расположенными вдоль центральной би-

валентной оси, а его топоизомер JX2 содержит два находящихся рядом учас-

тка без перекрещивания. Оба фрагмента составлены из внутренних «наборов»

цепей. Зеленая цепь может установить мотор в конформацию PX, а блед-

но-пурпурная фиксирует его в форме JX2. В присутствии биотинилированных

топливных цепей и с помощью магнитных слоев, покрытых стрептавидином,

зеленые цепи могут быть удалены из PX. В этом случае произойдет формиро-

вание бесструктурного промежуточного соединения. Добавление бледно-

пурпурных цепей переводит данное соединение в конформацию JX2. Обрат-

ный переход происходит аналогично.

Подтверждение работы наномотора получено с помощью атомно-силовой

микроскопии [7]. Приведенное на рис. 3.5 АСМ-изображение демонстрирует

цикл работы данного устройства.

3.3. Наномоторы на основе одной цепи ДНК

Хотя исследователи применяли гибридизацию ДНК для конструирования

ДНК-наномоторов с несколькими ДНК-молекулами, подобным образом может

функционировать одна молекула ДНК. Примером служит разработка «молеку-

лярного маяка», сушественно упрощающего создание ДНК-мотора. Молеку-

лярный маяк — одноцепочечная ДНК (оцДНК), способная образовывать
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Рис. 3.5. Циклическое функционирование устройства. Показано три шага работы с

одной частью цикла. Первоначально система находится в состоянии PX, затем пре-

вращается (слева направо) в состояние JX2, затем снова переходит в PX и после снова

преобразуется в состояние JX2. Линейные образования PX, очевидно, находятся в

цис-положении, а линейные структуры JX2 — в транс-положении. Масштаб изобра-

жения — 200 � 200 нм



внутримолекулярные петли благодаря специально сконструированной нуклео-

тидной последовательности. Оба конца маяка помечены флуорофором F и гаси-

телем флуоресценции Q соответственно. Перед гибридизацией с нужными нук-

леотидами маяк приобретает структуру «стержень–петля», сводя F и Q на

близкое расстояние, что приводит к незначительной флуоресценции, обуслов-

ленной статическим гашением флуорофора. После присоединения мишени пет-

ля молекулярного маяка гибридизуется с ней, создавая условия для образова-

ния стержневого дуплекса. Затем F и Q расходятся, и флуоресценция

восстанавливается. Тань с коллегами использовали оцДНК и молекулярный

маяк при создании аналогичного молекулярного мотора [8].

Основываясь на похожем принципе функционирования «белковых» моторов,

учитывая их способность принимать различные конформации, авторы сконструи-

ровали одноцепочечный ДНК-мотор. Он может совершать переходы от сжатой

к растянутой форме. Молекула ДНК в данном устройстве представляет собой

17-членный олигонуклеотид с последовательностью 5'-TGGTTGGTGTGGTTGGT-3'.

Он имеет компактную и симметричную тетраплексную структуры (ТЕ), состоя-

щие из двух тетраэдров, построенных из гуанидина и трех петель (рис. 3.6). Сжатое

состояние молекулы сводит оба конца нуклеотида вместе. Поэтому флуорофор F

и гаситель люминесценции Q расположены на близком расстоянии и не флуорес-

цируют.

Принцип работы этого наномотора схематично изображен на рис. 3.7. В при-

сутствии комплементарных нуклеотидов цепь � и 17-членная последовательность

оснований формируют ДНК-дуплекс (DU), т. е. выпрямляющий тетраплекс, кото-

рый разделяет концы мотора. Растянутая форма ДНК увеличивает интенсивность
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Рис. 3.6. Структурная конформация ДНК-мотора. F и Q — флуорофор и гаситель

люминесценции соответственно. Прямоугольные плоскости (штриховые линии)

представляют два слоя G-квартетных структур



флуоресценции приблизительно в четыре раза. Описанное устройство называют

«DUTE-мотор», поскольку он переходит от дуплексной формы (DU) к тетраплекс-

ной (ТЕ). Исходное (сжатое) состояниеDUTE-мотора наступает после реакции об-

мена цепей ДНК, включающей новую единичную цепь �, комплементарную

с цепью � [9]. Реакция обмена цепей возникает из-за спаривания липких концов

ДНК [10] и происходит через миграцию цепи [11] с образованием дуплекса ��.

Впоследствии 17-членный олигонуклеотид возвращается к исходной тетраплекс-

ной форме и завершает цикл «растяжение–сжатие». Добавление �-цепи запускает

следующийцикл, что подтверждает полнуюобратимость процесса.На рис. 3.8 (см.

цв. вклейку) приведены десять рабочих циклов мотора, зафиксированных цифро-

вой фотокамерой. В каждом цикле дуплексная молекула ДНК �� высвобождает

энергию во время гибридизации.

Эффективность преобразования энергии при вычислении изменения сво-

бодной энергии Гиббса в каждом цикле составляет 0,63 Дж; ее можно увели-

чить за счет уменьшения длины �-цепи. Под влиянием многовалентных ионов,

например полиаминов, обмен цепей все еще происходит, даже если липкий ко-

нец находится на расстоянии, равном длине одного основания. В таком случае

эффективность преобразования энергии может достичь 0,94 Дж.

Отметим, что обратимый циклический переход между сжатой и растянутой

формами мотора DUTE дает возможность применения этой конструкции для

изменения расстояния между наноэлементами в наносистемах. Например,
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Рис. 3.7.Принцип работыДНК-мотора. I— в присутствии�-цепи 17-членныйфраг-

мент формирует дуплекс с �, выпрямляющий тетраплекс и разделяющий F и Q. При

этом происходит изменение конформации ТЕ в форму DU. II — добавление �-цепи

запускает реакцию обмена цепи за счет спаривания липких концов ДНК и формирует

более длинный дуплекс с �-цепью. III — реакция обмена цепи высвобождает

17-членный фрагмент из структуры DU. IV 17-членный фрагмент сворачивается и

вновь формирует тетраплексную структуру



вычислено, что сила сжатия для данного мотора равна 2,2 пН, а растягивающая

сила— 20,7 пН. Эти величины показывают, что мотор DUTE приблизительно в

10 раз мощнее белковых наномоторов, работающих на основе кинезина и

миозина.

При молекулярном весе 7,8 кДа наноустройство на базе одной цепи ДНК—

наименьшее среди молекулярных моторов, сконструированных из ДНК/бел-

ков. К тому же единичную молекулу ДНК легко синтезировать, и она способна

работать в предсказуемом режиме. Исследователи полагают, что у данного мо-

тора есть большие перспективы для эффективной работы с целью снабжения

энергией наномасштабных устройств с удовлетворительной генерацией силы.

Хотя наномоторы с химическим топливом обладают преимуществами за

счет простого синтеза и управления, образование избытка ДНКможет изменить

состав раствора и привести к уменьшению эффективности работы мотора. Не-

обходимость добавки «топлива» в каждом цикле причиняет определенное не-

удобство и делает невозможным дистанционное управление. Химическое топ-

ливо можно заменить энергией от внешних источников, например оптических.

Предполагают, что наномоторы, приводимые в действие световым излучением,

могут быть весьма практичными и эффективными.

В лаборатории Токийского университета добились первого успеха, управ-

ляя гибридизацией ДНК с помощьюУФ-излучения [12]. Асанума с сотрудника-

ми встроили фотопереключаемые азобензольные группы в молекулу ДНК для

обратимого образования и диссоциации соответствующего дуплекса. Перед

УФ-облучением азобензольный фрагмент в составе ДНК находится в транс-

форме. Так как транс-азобензол — неполярная и плоская структура, он легко

взаимодействует с близлежащими основаниями ДНК, стабилизируя дуплекс.

При УФ-облучении с � = 300–400 нм азобензол приобретает полярную и не-

плоскую цис-форму, что влечет за собой раскрытие дуплекса. При воздействии

света с � > 420 нм цис-азобензол опять переходит в транс-форму (рис. 3.9).

Азобензольная группа, связанная с D-треонинолом, выбрана в качестве линке-

ра, поскольку она вызывает изменение температуры плавления (�Tпл ~14,3 °C) при

фотоизомеризации. Еще одно преимущество управления гибридизацией ДНК

действием света состоит в том, что азобензол, связанный с D-треонинолом, мо-

жет быть непосредственно присоединен к цепи ДНК при синтезе (рис. 3.10).

Опираясь на результаты данного эксперимента, авторы приступили к внедрению

фотопереключаемой азобензольной группы в шпильку молекулярного маяка. За

ходом процесса следили в режиме реального времени путем флуоресцентного

обмена. Используя разницу в температурах плавления между хорошо сопряжен-

ным стержнем и стержнем с одним ошибочно спаренным основанием, сконстру-

ировали последовательность GAGXGACTGGTATCCTAAATCTC GCTC с азо-

бензольным основанием Х, находящимся в стержне. Краситель Texas Red был

выбран в качестве флуорофора для молекулярного маяка вследствие большей

длины волны возбуждения — 550 нм. Соединение под названием «Black Hole

Quencher» применили в качестве гасителя флуоресценции на другом конце мая-

ка. Введенный в стерженьтранс-азобензол при облучении видимым светом ста-
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билизировал структурушпильки и препятствовалфлуоресценции биомеханичес-

кого мотора. Под действием УФ-излучения цис-азобензол дестабилизировал

стержень, вызывая тем самым восстановление флуоресценции (рис. 3.11). Пер-

вые результаты регистрации температуры плавления показали, что ее разница
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Рис. 3.9. Встраивание азобензола в цепочку ДНК. При УФ-облучении

(300 < � < 400 нм) транс-азобензол превращается в цис-форму. При облучении види-

мым светом (� > 400 нм) происходит обратный переход

Рис. 3.10. Модифицированный олигодезоксинуклеотид, несущий азобензольную

группу, присоединенную с помощью хирального диольного линкера. DMT—4,4-ди-

метокситрифенилметил



междутранс- и цис-формами азобензола составляет 20 °С. Такая разность темпе-

ратур приводит к различной стабильности двух структур и, как следствие, к пере-

ходу между открытой и закрытой формами биомеханического мотора при УФ- и

видимом облучении. Для оценки силы открытия–закрытия и эффективности пре-

вращения энергии в наномоторе использовали атомно-силовую микроскопию.

Предполагается, что присоединение двух наноэлементов на концах сконструиро-

ванного наномотора обеспечит эффективное и контролируемое управление эле-

ментами в нанометровом масштабе.

Наномоторы на основе одной цепи ДНК могут преобразовывать биохими-

ческую или оптическую энергию в механическую для создания источника энер-

гии на молекулярном уровне. Силовые характеристики ДНК-наномоторов

сравнимы или превосходят аналогичные для наномоторов на базе белков.

3.4. Заключение

При рассмотрении новой наносистемы, сконструированной на основе моле-

кулы ДНК, был сделан акцент на ее химических свойствах, используемых для

разработки наномасштабных энергетических устройств. Показано, что

ДНК-наномоторы обладают потенциальными возможностями как источники

механической силы для наноустройств. Встроенные в определенные участки

матрицы, эти наномоторы могут применяться для управления наноэлементами

с силами взаимодействия, сравнимыми по величине или даже превосходящими

силы, создаваемые белковыми моторами. Хотя здесь были описаны фрагменты

с комплементарным спариванием оснований, наномоторы, работающие по

другим механизмам, могут также привести к созданию нового поколения нано-

систем, основанных на свойствах нуклеиновых кислот [13]. Эта область иссле-

дований только начинает развиваться, и возможно, в будущем возникнут новые

идеи и конструкции на основе ДНК и белков.
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4.1. Введение

В области физических исследований последнее десятилетие характеризуется

необычайным ростом интереса к наноматериалам и их применению в биотех-

нологии. Превосходные оптические, электрические, магнитные и механичес-

кие свойства многих наноструктур используются для создания чувствительных

устройств (сенсоров), получения изображений, а также в медицинских целях.

Значительная часть исследований посвящена изучению свойств «твердых» на-

номатериалов: углеродных наноструктур, магнитных материалов, металлов и

полупроводников, поскольку именно здесь наиболее ярко и глубоко раскрыва-

ются их свойства. Исследования в этой области продолжаются, однако появля-

ются новые, «мягкие» наноматериалы, созданные на основе традиционных по-

лимеров. В частности, для многих биотехнологических исследований имеют

перспективы использования наноструктурированные гидрогели и их конъюга-

ты с различными биомолекулами. В этой главе мы рассмотрим последние дос-

тижения в области биологии, связанные с применением биоконъюгатов, нано-

структур и гидрогелей.

Роль наноструктуры для «мягких» материалов сильно отличается от опти-

чески, магнитно или электрически активных материалов, поскольку больши-

нство гидрогелей интересны, главным образом, именно из-за своей структуры

или физико-химических свойств. Цель этой главы — обзор состояния совре-

менных исследований в области полимерных гидрогелей, где наноразмеры со-

ставляющих гель частиц напрямую соотносятся с размерами изучаемых биоло-

гических объектов. Полимерные частицы являются связующим звеном между

традиционными объектами нанонауки и миром мягких материалов. Внимание к

гидрогелям обусловлено и растущим интересом к применению гидрофильных

полимеров в новых областях биотехнологии.

4.1.1. Определение гидрогелей

Дать четкое определение геля трудно, поскольку он сочетает в себе свойства

твердых веществ и жидкостей — обладает определенной структурной целос-

тностью и не растекается, будучи извлеченным из резервуара. Однако те моле-
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кулы, размер которых значительно меньше диаметра пор геля, способны пере-

мещаться в нем почти как в жидкости. Из названия следует, что гидрогели —

это гели, набухающие в водных средах. Они состоят из молекул гидрофильного

полимера, соединенных в единую сеть перекрестными сшивками, образующи-

мися за счет ковалентных или нековалентных взаимодействий [1–3]. Такая

структура обеспечивает необходимое постоянство геометрических параметров

гелей, а высокий уровень содержания растворителя — возможность диффузии

веществ, неотличимой от жидкостной. Особые физические свойства этих мате-

риалов позволяют использовать их для самых разных нужд: in vitro-диагнос-

тики, доставки лекарств или генов, разделении химических веществ, а также

создании химических или биологических сенсоров. Помимо этого, предприни-

маются попытки синтезировать более сложные полимерные структуры, часто

содержащие один или несколько биологических компонентов. Подобные мате-

риалы также создаются с целью улучшения биосовместимости, обеспечения

возможности биодеградации и биологического распознавания, а также для

включения веществ в капсулы или регуляции высвобождения их в окружающей

среде. В этом разделе будут рассмотрены методы получения и применение раз-

личных биоконъюгатов гидрогелей с наноструктурой.

4.1.2. Классификация гидрогелей

Гидрогели можно классифицировать по различным признакам. Одна из класси-

фикаций основана на природе перекрестных сшивок: перекрестные сшивки об-

разованы с помощью химических (1) или физических (2) взаимодействий [4].

В этой главе нет подробного описания методов получения и физико-химичес-

ких свойств гидрогелей. Для более детального ознакомления со свойствами на-

нокристаллических полимеров советуем обратиться к превосходному обзору

Душека и Принса [5].

Наиболее типичной формой гидрогеля являются макроскопические гели

[6–8]. Размер их частиц составляет несколько миллиметров и более. Эта глава

в основном посвящена рассмотрению микрогелей, которые состоят из более

мелких частиц, — коллоидных гелей с размерами частиц от десятков наномет-

ров до микрометров [9, 10]. Вероятно, одно из первых сообщений о синтезе

микрогелей появилось в работе Штаудингера в 1935 г. [11], однако интерес к

подобным структурам для нужд биотехнологии возник лишь недавно. Предла-

гаем читателям ознакомиться со свежими обзорами, посвященными коллоид-

ным гидрогелям [12, 13].

4.1.3. Сигнал-чувствительные полимеры

Большое число современных исследований посвящено изучению гелей, реаги-

рующих на внешние сигналы. На основе таких материалов можно создавать на-

страиваемые, или триггерные, устройства. Эти «реагирующие» гели часто на-

зывают «умными» материалами [14, 15]. Однако подобное название не
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отражает реального положения вещей, поскольку поведение геля можно объяс-

нить изменением фазового состояния полимера или разделением фаз. Поэтому

такие структуры не «умнее» куска плавящегося льда. Тем не менее гидрогели

реагируют на самые разные изменения: температуры [7], pH [10, 16], ионной

силы [17–19], света [20–24], электрического поля [25] и действие биологичес-

ких молекул [26–30]. Способность гидрогелей отзываться на внешний сигнал

зависит от типа полимера в основе геля и/или модификаций, проведенных по-

сле полимеризации.

Гидрогели на основе сигнал-чувствительных полимеров, в том числе био-

конъюгатов, нашли интересное применение. В этом разделе мы обсудим основ-

ные свойства сигнал-чувствительных материалов, поскольку это необходимо

для понимания остального текста. Один из наиболее широко используемых по-

лимеров такого рода — поли-N-изопропилакриламид, мономерным звеном ко-

торого являетсяN-изопропилакриламид [31]. Большая часть исследований в на-

шей лаборатории проводится именно с ним. В одной из первых работ,

посвященных изучению свойств N-изопропилакриламида [32], было показано,

что фазовый переход для этого полимера является эндотермическим и связан

с изменением энтропии. Именно благодаря такому необычному поведению

в воде N-изопропилакриламид стал широко использоваться для получения чув-

ствительных гидрогелей. Как и большинство других полимеров на основе оле-

финовых мономеров, N-изопропилакриламид можно синтезировать разными

способами: путем окислительно-восстановительной, свободнорадикальной

или ионной инициации, а также под воздействием радиации [31]. Кроме того,

с помощью сополимеризации или последующей полимеризации в N-изо-

пропилакриламид вводят различные функциональные группы, что позволяет

создавать многофункциональные материалы, чувствительные к различным

сигналам.

Поведение любого полимера в растворе связано с равновесием между взаи-

модействиями растворитель–растворитель, растворитель–полимер и полимер–

полимер. Для сигнал-чувствительных полимеров сольватацию можно регули-

ровать путем усиления одного типа взаимодействий или ослабления другого.

Этот процесс схематично изображен на рис. 4.1. В водной среде N-изопропил-

акриламид образует водородные связи с водой посредством боковых амидных

групп. Однако изопропильные группы боковой цепи способствуют структури-

рованию воды за счет гидрофобных взаимодействий. В результате изменения

энтропии структурирования воды способствует гидрофобным полимер–поли-

мерным взаимодействиям [31]. В тех условиях, когда N-изопропилакриламид
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Рис. 4.1. Схематичное изображение фазового перехода сигнал-чувствительного

полимера в результате изменения параметров растворителя



образует случайную спираль, воздействие растворителя на него сильнее, чем

связи между молекулами полимера. При повышении температуры водородные

связи разрываются, и происходит направляемое энтропией высвобождение свя-

занной и структурированной воды, что способствует образованию глобулярной

структуры. При этом взаимодействия полимер–полимер становятся сильнее

взаимодействий растворитель–полимер, и происходит выделение полимерной

фазы. Температура, при которой происходит этот переход, называется нижней

критической температурой растворения (НКТР). Именно такое поведение

N-изопропилакриламида делает его особенно привлекательным материалом

для получения сигнал-чувствительных гидрогелей. Однако стоит заметить, что

в переходе при НКТР следует учитывать не только вклад гидрофильных и гид-

рофобных групп в боковых цепях полимера. Например, полимер, образующий-

ся из N-изопропилметакриламида (НИПМА) [33–38], отличается от N-изопро-

пилакриламида лишь наличием метильной группы, но в воде имеет более

высокое значение НКТР, т. е. обладает более выраженными гидрофильными

свойствами, несмотря на повышенное содержание органических групп.

По-видимому, эта «усиленная гидрофобность» не является следствием

возрастания полярности полимера, а возникает в результате снижения гибкости

цепи. Это изменяет вклад энтропийного фактора в значение свободной энергии

смеси и тем самым повышает НКТР.

4.1.4 . Микрогели и наногели

Свойства устойчивых коллоидных частиц гидрогелей, также называемых

микро- или наногелями, напоминают свойства макрогелей. В частности, микро-

гель на основе N-изопропилакриламида характеризуется температурой фазово-

го перехода, расположенной вблизи значения НКТР родительского полимера

[13, 39] с изменением удельного объема. Кроме того, микрогели обладают и

другими параметрами коллоидных дисперсий, такими как дзета-потенциал [13,

40, 41], а при приготовлении монодисперсных золей способны образовывать

упорядоченные фазы [42–45].

В некоторых исследованиях подробно изучались различия между фазовым

поведением макро- и микрогелей [13, 39, 43, 46–58]. Данных такого рода много,

поэтому мы рассмотрим лишь один пример, иллюстрирующий сложность по-

добных систем. Например, было показано, что температура фазового перехода

микрогелей чуть выше значения НКТР полимерного N-изопропилакриламида

(рис. 4.2), а фазовый переход происходит не так резко [46]. Причина более плав-

ного скачка заключается в большей гетерогенности длин субцепей микрогеля

по сравнению с традиционными макрогелями. При температуре выше темпера-

туры фазового перехода участки частиц с более длинными субцепями сильнее

коллапсируют при более низкой температуре, чем участки с укороченными

субцепями. Таким образом, наблюдаемый фазовый переход в микрогеле можно

рассматривать как суммарный результат фазовых переходов различных подсе-

тей в конкретной частице. Мы также наблюдали подобное поведение

66 Глава 4



микрогелей со структурой типа «ядро–оболочка» при определении градиента

перекрестных сшивок с помощью флуоресцентных зондов [50].

Из-за гетерогенности длин перекрестных сшивок микрогели характеризу-

ются более плавным фазовым переходом по сравнению с фазовым переходом

линейных цепей N-изопропилакриламида.

Использование микрогелей с функциональными группами позволяет не

только контролировать фазовый переход и проводить последующие полимери-

зационные модификации, но и предоставляет возможность инициировать ответ

на изменение pH, ионной силы или освещенности. Однако для создания функ-

циональных микрогелей с помощью химических модификаций важно пони-

мать, каким образом функциональные группы распределяются в структуре по-

лимера. Одна из недавних работ позволяет лучше разобраться в этом вопросе

[59]. Исследователи описывают два способа контроля распределения функцио-

нальных групп. В первом случае остатки акриловой кислоты (АК) включали в

акриламидные/N-изопропилакриламидные микрогели путем гидролиза акрил-

амидных блоков. Второй метод состоял в прямой сополимеризации метакрило-

вой кислоты (МАК) с N-изопропилакриламидом. Топохимическое распределе-

ние кислотных групп в двух полученных полимерах было различным. Еще

одним фактором, влияющим на распределение функциональных групп, являет-

ся температура гидролиза акриламида, а именно находится ли она выше или

ниже значения НКТР для микрогеля. Проведение потенциометрического и кон-

дуктометрического титрования, а также оценка электрофоретической подвиж-

ности микрогелей показали, что при температуре ниже НКТР карбоксильные

группы в основном распределены по всему объему геля, тогда как при темпера-

туре выше НКТР большинство групп сосредоточено вблизи поверхности.

В микрогелях, образованных в результате сополимеризации МАК и N-изопро-

пилакриламида, образуется структура типа «ядро–оболочка», причем молеку-

лы МАК в основном формируют оболочку. Разное распределение карбоксиль-

ных групп в микрогелях, образованных из различных сомономеров, связано
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Рис. 4.2. Температурная зависимость сжатия линейных цепей поли-N-изопропилак-

риламида (�) и перекрестно-сшитых микрогелей (�) в воде



с отличиями в кинетике полимеризации, которое, в свою очередь, объясняется

разной реакционной способностью мономеров. Сополимер акриламида и

N-изопропилакриламида образуется в результате случайного встраивания

мономеров и, следовательно, характеризуется относительно равномерным

распределением их в микрогеле. Напротив, соотношение реакционной

способности МАК и N-изопропилакриламида таково, что последний более

склонен к гомополимеризации, вслед за которой происходит полимеризация

МАК, что приводит к образованию структуры типа «ядро–оболочка».

4.2. Материалы со структурой типа «ядро–оболочка».

Мицеллы из блок-сополимеров

В литературе широко обсуждаются методы получения и поведение гидрогеле-

вых латексов [12, 13]. В этом разделе мы поговорим о синтезе и применении

частиц с более сложной организацией. В качестве примера рассмотрим матери-

алы со структурой типа «ядро–оболочка». Такие гидрогели можно разделить на

два основных класса: в одном случае ядро состоит из негидрогелевого материа-

ла, а оболочка — из гидрогеля, а во втором случае как ядро, так и оболочка по-

строены из гидрогеля. В материалах первого класса в качестве ядра обычно вы-

ступает твердый материал, например полистирол, кремний или наночастицы

золота. Методом эмульсионной полимеризации в отсутствии ПАВ было синте-

зировано полистирольное ядро, содержащее в качестве сополимера небольшую

долю N-изопропилакриламида [60]. Частицы полистирола/N-изопропилакрил-

амида стабилизировали сульфатными группами инициатора полимеризации.

Затем эти ядра использовались в качестве затравки для полимеризации пере-

крестно-сшитой оболочки, состоящей из N-изопропилакриламида. Ее синтез

проводили при 80 °С, в результате чего периферия ядер была сжата и обогаще-

на N-изопропилакриламидом, и на ней в результате преципитации происходила

агрегация N-изопропилакриламида из раствора. В другой работе цепи N-изо-

пропилакриламида прививали к полистирольному ядру, в результате чего обра-

зовывались «волосатые» частицы [61]. Аналогичный подход применялся для

создания структур с кремниевым [62] и золотым ядром [63].

К другому типу материалов со структурой «ядро–оболочка» относятся те,

в которых как ядро, так и оболочка построены из гидрогеля. В нашей исследо-

вательской группе был проведен синтез таких частиц методом двустадийной

преципитационной полимеризацини [10]. При этом полимерную оболочку,

структура и функциональные особенности которой могут быть такимиже, как у

ядра, а могут и отличаться, присоединяют к уже сформированному ядру, что

позволяет контролировать радиальное распределение функциональных групп в

частице. В типичном случае уже сформированные ядра, построенные из N-изо-

пропилакриламида, нагревали до ~70 °С, а затем добавляли раствор мономера

оболочки и инициировали полимеризацию. Поскольку в таком случае темпера-

тура значительно превышала температуру фазового перехода ядра, частицы на-

ходились в коллапсированном состоянии. Они гидрофобны и, следовательно,
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склонны притягивать к себе растущие олигомерные цепи, что способствует

образованию оболочки вокруг ядра.

Приготовленные таким образом частицы со структурой «ядро–оболочка»

обладают очень интересными свойствами [9, 33, 34, 50, 64–67]. Поскольку со-

став оболочки может отличаться от состава ядра, при изменении температуры

такие частицы могут претерпевать несколько фазовых переходов [10, 33, 34].

Более того, в зависимости от плотности перекрестных сшивок в оболочке мо-

жет наблюдаться компрессия или «упаковывание» ядра в результате действия

градиента плотности перекрестных сшивок [64, 65, 67]. Мы также использова-

ли такой подход для синтеза полых капсул гидрогеля (рис. 4.3) [68]. Для этого в

состав ядра включали легко расщепляемые перекрестные сшивки, а в состав

оболочки — стабильные. В качестве расщепляемых перекрестных сшивок ис-

пользовались вицинальные диолы, разлагаемые при добавлении стехиометри-

ческого количества периодата. После расщепления ядра частицы тщательно

отмывали путем центрифугирования. Для подтверждения полой структуры

использовали методы динамического светорассеяния и флуоресценции.

Берндт и Рихтеринг также синтезировали частицы типа «ядро–оболочка»,

используя разные полимеры для оболочки и для ядра [33]. В этом случае ядро

было синтезировано из N-изопропилакриламида, а оболочка состояла из

поли-N-изопропилметакриламида, для которого НКТР в воде составляет 45 °С.

Как и в работе нашей группы, анализ термочувствительности этих частиц пока-

зал, что они претерпевают два перехода, соответствующие НКТР двух полиме-

ров (рис. 4.4). В более поздних исследованиях изучали влияние толщины обо-

лочки и плотности перекрестных сшивок на свойства микрогелей со
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Рис. 4.3.Получение термочувствительных полых микрогелей с помощью окисления

перекрестных сшивок ядра. Воспроизводится в соответствии с [68] с разрешения ав-

торов. ДГЭА — N, N'-(1,2-дигидроэтилен)бисакриламид, Бис — N,N'-метиленбис-

акриламид



структурой «ядро–оболочка», обладающих двумя температурными перехода-

ми. Для анализа был применен метод малоуглового рассеяния нейтронов

[69, 70]. Оказалось, что изменение плотности перекрестных сшивок в оболочке

в основном влияет на размеры самой оболочки, не затрагивая ядра. Однако рост

отношения массы оболочки к массе ядра приводит к увеличению ядра и увели-

чению поверхности контакта ядра и оболочки в диапазоне температур между

двумя значениями НКТР. Это указывает на наличие силы упругости, действую-

щей на ядро со стороны расширяющейся оболочки. При температуре ниже

НКТР окруженное оболочкой ядро не способно набухать в той же степени, как

свободное ядро (без оболочки). Следовательно, расширившаяся оболочка пре-

пятствует набуханию ядра. В другой работе той же группы было показано, что

увеличение толщины оболочки сдвигает фазовый переход ядра в область более

высоких температур, тогда как коллапс ядра может сместить фазовый переход

тонкой оболочки в область более низких температур [71]. Кроме того, в микро-

гелях со структурой «ядро–оболочка» наблюдался еще один температурный

переход, наличие которого объясняют образованием дополнительных водород-

ных связей на границе ядра и оболочки, возникающих в результате сверхком-

пенсации термодинамических сил при фазовом переходе в ядре силами

упругости в оболочке.
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Рис. 4.4. Зависимость гидродинамического радиуса от температуры для микрогелей

с ядром из N-изопропилакриламида и оболочкой из поли-N-изопропилметакрилами-

да при различной концентрации перекрестных сшивок в оболочке. Частицы образца,

содержащие 3,0 мол. % бисакриламида (Бис), претерпевают два фазовых перехода:

первый соответствует НКТР для N-изопропилакриламида, а второй — НКТР для

поли-N-изопропилметакриламида. Воспроизводится в соответствии с работой [33]

с разрешения авторов



Наночастицы гидрогеля также можно получить, используя способность

блок-сополимеров образовывать мицеллы [72]. Мицеллообразующие блок-

сополимеры, например поверхностно-активные вещества, имеют как гидро-

фобные, так и гидрофильные домены. Контролируя полярность растворителя и

концентрацию полимера, можно добиться образования сферических мицелл

блок-сополимеров. В гидрофильных средах гидрофобные блоки образуют

ядро, а гидрофильные участки оказываются экспонированными наружу. Прив-

лекательность этого подхода состоит в многовариантности получаемых комби-

наций, подбираемых таким набором функциональных и структурных единиц

наночастиц, чтобы регулировать расположение и число участков биоконъю-

гации.

Наночастицы, состоящие из мицелл блок-сополимеров, дополнительно

укрепляют перекрестным сшиванием. Например, Жу и Наппер для создания

микрогелей использовали блок-сополимер N-изопропилакриламид/поли-

этиленоксид (ПЭО) [73, 74]. Сначала с помощью цериевой окислительно-вос-

становительной системы в азотной кислоте при 50 °С синтезировали блок-со-

полимер, а затем добавляли N,N’-метиленбисакриламид для образования

перекрестных сшивок в микрогеле. Методом динамического светорассеяния

было показано, что размер частиц микрогеля зависит от концентрации N-изо-

пропилакриламида и ПЭО, а также от скорости нагревания системы при поли-

меризации.

Группа Карен Вули активно изучала мицеллы блок-сополимеров с пере-

крестными сшивками, которые назвали «клецками» (shell cross-linked knedels,

SCK) [72, 75–88]. Размер SCK изменяется в диапазоне от 5 до 200 нм. Их гото-

вят из амфифильных блок-сополимеров, которые самопроизвольно образуют

полимерные мицеллы. Далее мицеллы стабилизируют с помощью перекрест-

ных сшивок между функциональными группами боковых цепей в оболочке, как

показано на рис. 4.5. Сначала появилось сообщение о создании SCK из блок-

сополимера полистирола и поли-4-винилпиридина [75]. Для того чтобы поли-

мер мог образовывать мицеллярные структуры, его гидрофильность повышали

путем реакции азота пиридильной группы с п-хлорметилстиролом. При получе-

нии мицелл полимера стирольные группы в оболочке полимеризовались, обра-

зуя перекрестные сшивки. Размеры и топологию таких частиц можно контроли-

ровать путем изменения длины гидрофильных и гидрофобных блоков. Кроме

того, группа Вули использовала подобный подход для приготовления гидроге-

левых SCK [85, 88], а также наночастиц с легко расщепляемыми ядрами

[77, 81].

Акийоши с соавторами показали, что полисахариды, частично модифициро-

ванные гидрофобными группами холестерина, в воде способны формировать

наночастицы [89]. Размер таких частиц обычно составляет от 20 до 30 нм, при-

чем монодисперсность этих систем подтверждается методами эксклюзионной

хроматографии, динамического светорассеяния и просвечивающей электрон-
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ной микроскопии. Они не являются истинными мицеллами блок-сополимеров,

но родственны им, поскольку в их формировании задействованы примерно те

же физические силы. Впервые о создании таких частиц сообщалось в 1993 г.

Тогда в качестве полимера использовали гидрофобизированный пуллулан, со-

держащий 1,6 групп холестерина на 100 остатков глюкозы [89]. Молекулы та-

кого полимера агрегировали, формируя наночастицы. Их можно рассматривать

в качестве гидрогелей, в которых перекрестные сшивки образуются за счет вза-

имодействия гидрофобных участков. Размер частиц контролируют, меняя ко-

личество гидрофобных групп и структуру полимера. В этой же лаборатории

были созданы термочувствительные пуллулановые частицы с добавками

N-изопропилакриламида. Они способны захватывать и удерживать в гелевой

структуре различные макромолекулы, например белки [90–93]. Процесс само-

произвольной сборки этих полимеров можно контролировать на молекулярном

уровне (ассоциация гидрофобных групп), на уровне наноструктур (ассоциация

гидрофобизированных полимеров), а также на макроскопическом уровне (ассо-

циация наночастиц). Процесс сборки полимерных частиц на основе пуллулана

изображен на рис. 4.6.

Общая стратегия синтеза полимерных наночастиц на основе дипептидных и

трипептидных сополимеров была предложена Вули с соавторами [94]. Они сое-

диняли пептид тритрптицин, обладающий антимикробной активностью, с мак-

роинициаторами для естественной радикальной полимеризации на твердой ре-

зине. Далее происходила радикальная полимеризация с участием нитроксида
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Рис. 4.5. Общая схема синтеза наночастиц со структурой «клецки» (SCK). Стадия

деградации применяется для синтеза полых частиц Воспроизводится в соответствии

с работой [82] с разрешения авторов
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Рис. 4.6. Химическая структура и процесс самопроизвольной сборки модифициро-

ванного пуллулана. Воспроизводится в соответствии с работой [93] с разрешения

авторов



и радикальная полимеризация с переносом атома, в результате чего на твердой

подложке образовались полимерные акриламидные цепи с функциональными

группами тритрптицина на концах. После отщепления от поверхности резины

эти содержащие пептид блок-сополимеры самопроизвольно образовывали ми-

целлярные наночастицы. Дополнительную устойчивость таким мицеллам при-

давали перекрестные сшивки, вводимые с помощью карбодиимида. Мицеллы

обладали антимикробным действием, что говорит о сохранении пептидом био-

логической активности и биодоступности после конъюгации и образования

наночастиц. В той же исследовательской группе методом радикальной поли-

меризации с переносом атома с использованием макроинициатора, связанного

с антигеном, был получен амфифильный диблок-сополимер, обладающий ан-

тигенной активностью [95].

4.3. Биоконъюгированные гидрогели в нанотехнологии

Описанные в предыдущем разделе методы синтеза позволили расширить при-

менение гидрогелевых нано- и микрочастиц для решения сложных биотехноло-

гических и нанотехнологических задач. Мы рассмотрим некоторые из них, уде-

ляя особое внимание применению наносистем на основе сложных гидрогелей.

4.3.1. Доставка лекарств и генов

В последнее время активно ведется работа по созданию коллоидных носителей

лекарственных препаратов. Считается, что целенаправленный перенос лекар-

ства к определенному участку организма с помощью специфического носителя

повышает терапевтическую эффективность препарата, а также снижает систем-

ное побочное действие. Идеальный носитель способен доставлять лекарство

в ткань-мишень, не вызывать иммунного ответа и разлагаться, не образуя ток-

сичных продуктов [96].

Среди носителей-частиц наиболее изученными являются липосомы и поли-

мерные наночастицы. Липосомные носители исследуются очень широко, при-

чем несколько их видов уже имеются в продаже, а многие готовятся к выпуску.

Один из серьезных недостатков липосомных носителей — текучесть. Посколь-

ку липосома ограничена лишь двойным липидным слоем, эффективной достав-

ке содержимого может препятствовать пассивная диффузия вещества через эту

границу [97]. Среди полимерных частиц наиболее изученными являются сопо-

лимеры молочной и гликолевой кислот (ПМГК) [98]. Преимущество этих мате-

риалов заключается в низкой токсичности продуктов деградации, которые уда-

ляются из организма через почки. Однако такая система обладает множеством

недостатков, поскольку у описываемых полимеров есть выраженные гидро-

фобные и иммуногенные свойства, а продукты их деградации имеют кислую

реакцию. Повышение кислотности при разложении полимеров вызывает неспе-

цифическую воспалительную реакцию, что может полностью обесценить все

преимущества системы. В качестве более безопасной альтернативы вирусным
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векторам были предложены невирусные системы доставки генетического мате-

риала, которые в меньшей степени индуцируют иммунный ответ. Для невирус-

ной доставки генов использовались катионные полимеры, например полиэти-

ленимин, полиамидоамин и полилизин, однако ни один из них не обладал

достаточной биосовместимостью, необходимой для использования в условиях

in vivo [99]. Напротив, гидрогелевые наночастицы, возможно, окажутся при-

годными для доставки лекарств и генов в организме, однако изучены такие

системы гораздо хуже. Рассмотрим несколько примеров использования гидро-

гелевых наночастиц в качестве носителей.

С целью создания носителей из биоразлагаемых полимеров Ким с сотрудни-

ками предложили в качестве основного компонента модифицированный глици-

дилметакрилатом декстран, а в качестве перекрестной сшивки — полиэтилен-

гликольдиметакрилат [100]. Частицы готовили методом свободнорадикальной

полимеризации, а затем заполняли гидрофобным препаратом клоназепамом.

Оказалось, что скорость его высвобождения зависит от рН и концентрации фер-

мента декстраназы, расщепляющего декстран и разрушающего частицы. В дру-

гой работе На и Бае применили самоорганизующиеся гидрогелевые частицы из

ацетилированного пуллулана, конъюгированного с сульфонамидом, для изуче-

ния высвобождения адриамицина [101]. В этом случае полимер оказался чув-

ствительным к изменениям рН, что заставляло частицы сжиматься и агре-

гировать при рН < 7. Сжатие частиц вызывало выход лекарства в окружающую

среду.

Пеппас с соавторами использовали гидрогели в качестве носителей для дос-

тавки инсулина. Синтез гидрогелей проводили из метакриловой кислоты и эти-

ленгликоля методом свободнорадикальной полимеризации, инициированной

ультрафиолетовым излучением [102]. Затем получали конъюгат инсулина

и белка трансферрина, и вводили этот комплекс в гидрогель. Необходимость

конъюгации инсулина с трансферрином объясняется способностью конъюгата

проникать через кишечный эпителий. Пеппас с соавторами предложили ис-

пользовать этот комплекс для перорального приема инсулина, поскольку он ме-

нее подвержен протеолитическому расщеплению. Перед конъюгацией прово-

дили реакцию инсулина с диметилмалеиновым ангидридом, а трансферрин

вводили с помощью сукцинимидил 3-(2-пиридилдитио)пропионата. Затем два

продукта реакций взаимодействовали между собой, образуя конъюгат инсули-

на и трансферрина. Исследования показали, что эффективность переноса

конъюгата инсулина в составе гидрогелевых частиц через монослой клеток

Caco-2 в 22 раза превосходит эффективность переноса свободного инсулина.

Приведенные примеры иллюстрируют возможность контроля выхода препа-

рата из гидрогелевых частиц в условиях ex vivo, однако уже известны случаи их

применения в системах in vivo. Например, Хсиу с сотрудниками использовали

наночастицы N-изопропилакриламида для доставки лекарств при лечении глаз

[103]. Были опробованы два подхода. В одном случае применяли раствор линей-

ного полимера, в другом — смесь линейного полимера и полимерных частиц.

Изучали высвобождение адреналина в глазу кролика, а также оказываемое пре-
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паратом цитотоксическое действие. Понижающий внутриглазное давление адре-

налин вводили в глаз с помощьюдвух указанных систем. Оказалось, что длитель-

ность действия системы с линейным полимером составляет около 24 ч,

а смешанная система позволяет продлить действие лекарства до ~32 ч. Следова-

тельно, подобные системы могут представлять интерес для лечения глаукомы.

Как было сказано выше, идеальный носитель не должен вызывать иммунного

ответа со стороны организма хозяина. Поэтому поверхность полимерных частиц

обычно делают гидрофильной, что снижает вероятность опсонизации (т. е. фаго-

цитоза, усиленного адгезией) макрофагами [104]. Например, Гаур с сотрудника-

ми синтезировали гидрогелевые наночастицы (диаметром ~100 нм) из пере-

крестно-сшитого поливинилпирролидона [105]. Гидрофобизации поверхности

частиц добивались путем присоединения полоксамеров и полоксаминов, кото-

рые представляют собой блок-сополимеры полиэтиленгликоля и полипропилен-

гликоля. Эксперименты на мышах in vivo показали, что макрофаги в печени удер-

живали менее 1% введенной дозы препарата, и даже через 8 ч после введения в

крови циркулировало от 5 до 10% частиц. Продление времени циркуляции и от-

сутствие накопления в печени указывают на потенциальную возможность при-

менения подобных частиц для доставки лекарств. Авторы статьи также указыва-

ли, что увеличение размера частиц и повышение гидрофобности усиливало их

захват ретикулоэндотелиальной системой, поскольку оба фактора могут играть

определенную роль в способности организма к распознаванию частиц в качестве

чужеродного материала.

Важнейшим свойством носителя является обеспечение направленной дос-

тавки препарата. Активный транспорт в принципе позволяет усилить захват

и удерживание наночастиц в определенном участке организма. Нами были син-

тезированы микрогелевые частицы со структурой «ядро–оболочка», состоящие

из N-изопропилакриламида с присоединенными остатками фолиевой кислоты,

которые активно движутся к опухолевым клеткам [106]. Фолиевая кислота яв-

ляется удобным лигандом для связывания таких клеток, поскольку многие опу-

холи отличаются повышенным уровнем экспрессии рецепторов фолата. Мы

синтезировали гидрогелевые частицы, в которых ядро из N-изопропилакрил-

амида имело флуоресцентную метку, а оболочка из N-изопропилакриламида

содержала небольшую долю сомономера, несущего первичные аминогруппы.

Далее было проведено ковалентное связывание фолиевой кислоты и аминог-

рупп оболочки, что позволило локализовать лиганд на поверхности частиц.

При их инкубации с раковыми клетками, где происходила повышенная экс-

прессия рецептора фолата, наблюдался эндоцитоз гидрогелевых наночастиц,

опосредованный этим рецептором (рис. 4.7, см. цв. вклейку). Также выясни-

лось, что при температуре выше температуры фазового перехода частицы обла-

дали цитотоксическим действием. Точная причина этого явления неясна. Воз-

можно, происходит агрегация клеток и адсорбция белка на сжатых

гидрофобных частицах N-изопропилакриламида. По-видимому, они сохраняют

термочувствительность в цитозоле, поэтому их удастся использовать для на-

правленной терморегулируемой доставки химиотерапевтических препаратов.
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Еще одним примером активного транспорта может служить перенос микро-

гелей N-изопропилакриламида к клеткам печени [107]. В этой работе Чой с со-

авторами использовали микрогели из сополимера N-изопропилакриламида и

акриловой кислоты, меченные флуоресцеином, связывая их через остаток га-

лактозы, являющейся лигандом асиалогликопротеинов. Галактозилированные

микрогели интернализировались клетками путем взаимодействия между ли-

гандом и рецептором. Более того, поскольку данные частицы являются термо-

чувствительными, был проведен анализ зависимости их захвата от температу-

ры. Эффективность захвата повышалась с ростом температуры, что объясняли

облегчением захвата мелких частиц, хотя повышение гидрофобности также

могло усиливать захват. Группа под руководством Вули изучала SCK с фолие-

вой кислотой, интегринами и пептидами [108–110]. Было показано, что нано-

частицы, несущие короткий пептид, принадлежащий к домену белковой транс-

дукции ВИЧ, обладали способностью связываться с клетками линий CHO

и HeLa
*
.

В работе Кумачевой с соавторами описана структура другого гидрогеля, ко-

торый можно использовать для доставки препаратов к опухолевым клеткам

[111]. В этом случае использовали гидрогелевые частицы из сополимера N-изо-

пропилакриламида и акриловой кислоты с диаметром 150 нм. Частицы конъю-

гировали с трансферрином с помощью карбодиимида. Затем конъюгаты сме-

шивали с клетками HeLa. Рецепторы трансферрина на поверхности таких

клеток опосредовали эндоцитоз наночастиц. В одном случае частицы были за-

полнены родамином 6G (R6G), а в другом — доксорубицином. Анализировали

захват и высвобождение препаратов. Конъюгированные с трансферрином час-

тицы доставляли к клеткам в 100 раз больше R6G, чем обычные микрогели,

а гибель клеток от доксорубицина для конъюгатов значительно превышала тот

же показатель для обычных микрогелей, наполненных доксорубицином

(72,6 ± 5,0% по сравнению с 33,8 ± 2,8%).

Также описаны комбинированные синтетические вирусные системы достав-

ки. Например, Яна с соавторами готовили наночастицы из поливинилпирроли-

дона и включали их в реконструированную оболочку вируса Sendai, содер-

жащую исключительно белки слияния [112]. Эти частицы инкубировали

с клетками гепатобластомы человека, что приводило к интернализации поли-

мерных частиц, подтвержденной флуоресцентным методом. В другой работе

использована способность частиц из полисахарида курдлана к самопроизволь-

ной сборке [113]. Курдлан подвергали гидрофобной модификации путем введе-

ния остатков карбоксилированной сульфонилмочевины. Лигандом для связы-

вания служила лактобионовая кислота, взаимодействующая с клетками HepG2.

Как и ожидалось, степень ненаправленного захвата значительно уступала сте-

пени захвата частиц со специфическим лигандом для клеток HepG2.
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Для доставки генов многие исследователи пытаются использовать катион-

ные полимеры, например, хитозан. Хитозан — природный катионный полиса-

харид, состоящий из D-глюкозамина и N-ацетил-D-глюкозамина. Он отличает-

ся биосовместимостью, низкой иммуногенностью и способностью разлагаться

в условиях биологической системы, что делает его предполагаемым кандида-

том на роль носителя. В присутствии полианионов хитозан может образовы-

вать гидрогелевые наночастицы за счет комплексной коацервации
*
. Например,

была изучена возможность применения наночастиц хитозана с ДНК для достав-

ки генов. Мао с соавторами синтезировали наночастицы хитозана с ДНК и ис-

следовали эффективность трансфекции [99]. Кроме того, эти частицы были

конъюгированы с трансферрином, что повышало эффективность интернализа-

ции, а внутрь частиц включали лекарственные препараты, например хлорохин,

и анализировали высвобождение лекарства. Митра с соавторами использовали

хитозан в качестве оболочки для включения доксорубицина, являющегося

очень токсичным химиотерапевтическим препаратом [114]. Для образования

капсул сначала производили конъюгацию доксорубицина с декстраном. При

смешивании с хитозаном этот конъюгат легко образовывал частицы. Экспери-

менты in vivo показали, что конъюгат хитозана с лекарством циркулировал в

крови дольше, чем свободное лекарство; кроме того, под действием конъюгата

размер опухоли уменьшался в большей степени, чем от свободного лекарства.

Исследуя возможность применения биоконъюгатов наночастиц из мягких по-

лимеров для доставки лекарственных препаратов in vivo, Ланжер с соавторами

использовали биосовместимый и биоразлагаемый блок-сополимер поли(D,L-мо-

лочной и гликолевой кислот) (ПМГК) с полиэтиленгликолем (ПЭГ) [115]. Сопо-

лимеры ПМГК и ПЭГ, имеющие концевые карбоксильные группы, образовыва-

ли наночастицы в присутствии противоракового препарата доцетаксела,

в результате чего лекарство оказывалось включенным в наночастицы. Для на-

правленного транспорта к опухолевым клеткам к концевым карбоксильным

группам на поверхности наночастиц с помощью карбодиимида присоединяли

олигонуклеотидные фрагменты РНК (аптамеры), специфичные по отношению к

мембранному антигену простаты (PSMA), экспрессирующемуся на поверхности

клеток опухоли простаты линии LNCaP. Эксперименты на животных показали,

что наночастицы со связанными аптамерами приводили к полному сжатию опу-

холи после однократного введения в нее максимальной переносимой дозы внут-

ривенно вводимого доцетаксела (рис. 4.8). Для синтеза наночастиц использовали

разрешенные к применению материалы и технологии, что позволяет надеяться

на возможность проведения клинических испытаний биоконъюгатов полимер-

ных наночастиц для лечения раковых заболеваний. Дополнительными преиму-

ществами для клинического использования являются малый размер частиц, лег-

кость синтеза, относительная стабильность и иммуногенная природа лигандов.
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Коацервация (от лат. coacervatio — собирание, накапливание) — расслоение коллоидной

системы с образованием коллоидных скоплений (коацерватов) в виде отдельных жидких слоев

или капель. — Прим. перев.



4.3.2. Аналитическое применение

С учетом возможности создания различных чувствительных гидрогелевых

структур, возникает значительный интерес к их применению в химических и

биологических сенсорных системах. Одним из первых примеров применения

гидрогелевых наночастиц для использования в качестве сенсоров были рН-чувс-

твительные частицы. Простейший метод создания таких сенсоров заключается в

использовании рН-чувствительной группы, например слабой кислоты, которую

можно включить в полимерную сеть. При низком значении рН кислотные груп-

пы протонированы и частицы существуют в конденсированной форме, а при по-

вышении рН, происходит депротонирование кислотных групп, частицы начина-

ют набухать в результате кулоновского отталкивания отрицательно заряженных

групп и изменения свободной энергии смешивания с водой. Аналогичным обра-

зом, заряженные микрогели реагируют на изменение ионной силы, поскольку

противоположно заряженные ионы нейтрализуют заряд геля и заставляют его

сжиматься. Тот же подход использовался для приготовления рН-чувствительных

мицелл из блок-сополимеров с перекрестными сшивками. Кажется, что этот об-

щий принцип пригоден и для синтеза гидрогелевых наночастиц, «чувствующих»

свое окружение, впрочем, лишь небольшое количество работ было посвящено
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Рис. 4.8. Изменение размеров опухоли после однократного введения препарата не-

посредственно внутрь опухоли: солевой раствор (�); ПМГК/ПЭГ без препарата (�);

эмульсия доцетаксела (–); доцетаксел в капсулах ПМГК/ПЭГ (�); доцетаксел в капсу-

лах МПГК/ПЭГ с аптамерами (�). Звездочкой (*) обозначены результаты, отличие

которых от остальных было статистически достоверным. Воспроизводится в соотве-

тствии с работой [115] с согласия авторов



созданию таких частиц в качестве химических сенсоров. Однако в последнее вре-

мя подобные работы начинают появляться. Например, наша исследовательская

группа показала, что гидрогелевые наночастицы могут реагировать на связыва-

ние белка при условии, что это взаимодействие является поливалентным и, сле-

довательно, приводит к повышению плотности перекрестных сшивок микрогеля

[30]. Такой подход был применен для создания обратимых биосенсоров, дей-

ствие которых основано или на взаимодействии антигенов и антител, или на кон-

курентном связывании. Сначала мы инкубировали антигенсодержащие микроге-

ли с антителами, которые реагировали с поверхностью микрогеля. Такие гели

также содержали фотоаффиннуюметку (бензофенон), которуюможно активиро-

вать светом, способствуя присоединению антител к микрогелю. Перекрестные

сшивки, образующиеся в результате соединения антигенов и антител, могут быть

устранены путем добавления свободного антигена, который разрушает сшивки и

заставляет гель набухать. Этот метод был совмещен с технологией получения

микролинз, что позволило быстро регистрировать ответ сенсорного устройства

без использования метки [116].

Кроме того, микрогели использовались для выделения белков из сложных

смесей. Кавагучи с соавторами сообщали о возможности разделения белков с

помощью термочувствительных микрогелей [117]. Они создавали регулярные

микрогели из N-изопропилакриламида и обнаружили, что при температуре

выше температуры фазового перехода с частицами связано больше белка, чем

при температуре ниже этого значения. Более высокое содержание белка объяс-

няли гидрофобными взаимодействиями между белком и дегидратированным

полимером. Элайссари с соавторами применили подход, основанный на куло-

новском взаимодействии. Они использовали положительно заряженные микро-

гели на основе N-изопропилакриламида для экстракции РНК. Взаимодействие

между катионными частицами и отрицательно заряженной РНК ослабевает при

повышении рН, ионной силы и температуры, что указывает на ведущую роль

электростатических сил [118]. Кондо с соавторами провели разделение белков,

используя иммунологический подход. Они синтезировали микрогели, состоя-

щие из стирола/N-изопропилакриламида/глицидилметакрилата. При повыше-

нии температуры и ионной силы полимеры образовывали флокулы. Через

остатки глицидилметакрилата к частицам пришивали молекулы бычьего сыво-

роточного альбумина (БСА) и затем использовали для выделения антител про-

тив БСА из сыворотки. После инкубации с сывороткой частицы отделяли,

учитывая их способность к флокуляции [119]. Эта же исследовательская группа

применяла для разделения и очистки полимеры, содержащие магнетит; отде-

ление частиц происходило под действием магнитного поля [120].

Гидрогелевые наночастицы также использовались для создания молекуляр-

но-импринтированных полимеров (МИП). Принцип действия МИП основан на

распознавании формы молекул. Полимеризацию проводили в присутствии мо-

лекул-матриц, вокруг которых и происходило образование полимерных час-

тиц. После удаления матрицы образовывалась полость такого размера и формы,

в которую укладывалась именно эта молекула. С помощью подобной системы
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можно связывать и определять молекулы или родственные им соединения в

сложных смесях. Йе с соавторами синтезировали гидрогелевые наночастицы

в присутствии теофиллина и �	�-эстрадиола. Чувствительные молекулы рас-

творяли в смеси метакриловой кислоты и триметилолпропантриметакрилата, а

затем вызывали полимеризацию под действием тепла или ультрафиолетового

излучения. Для определения чувствительности и селективности связывания

анализируемого вещества изучали связывание лиганда с радиоактивной меткой

[121]. Эксперименты в условиях конкурентного связывания выявили высокий

уровень селективности по отношению к анализируемому веществу.

Донерт с соавторами показали, каким образом можно использовать биоло-

гический процесс для слежения за реакцией гидрогелей [122]. В структуру геля

включали биологическую систему распознавания; в ответ на действие внешних

сигналов в системе происходили конформационные изменения, которые,

в свою очередь, приводили к изменению объема гидрогеля. Белок кальмодулин

(КМ) претерпевает различные конформационные превращения: при связыва-

нии ионов Ca
2+
принимает форму гантелей, а при взаимодействии с некоторы-

ми пептидами и лекарствами, например с фенотиазинами, переходит в более

сжатую форму. Кальмодулин включали в гидрогель путем создания генно-ин-

женерного белка, с остатком цистеина на С-конце, который затем связывали с

аллиламином для достижения необходимой ориентации белка в сети гидрогеля.

Чтобы включить в полимерную сеть фенотиазин, синтезировали его производ-

ное, содержащее акрилатную группу. Свободнорадикальная полимеризация

белка и лекарства (акриламидный мономер) с перекрестной сшивкой (бис-

акриламид) приводила к образованию гидрогеля с желаемой структурой. Он

обратимо сжимался и набухал в зависимости от концентрации Ca
2+
в системе.

При насыщении гидрогеля ионами Ca
2+
в КМ происходили конформационные

изменения, в результате которых участок связывания фенотиазина становился

доступным для иммобилизованного лекарства; в результате взаимодействия

возникали дополнительные перекрестные сшивки и гель сжимался. При удале-

нии ионов Ca
2+
гель вновь набухал, во-первых, потому что производное лекар-

ства исчезало из участка взаимодействия, и, во-вторых, из-за того, что способ-

ность полимера реагировать с водой изменялась в результате модификации

гидрофобной поверхности белка. Кроме этого, оказалось, что данный гидро-

гель откликался и на концентрацию фенотиазинов. При обработке свободным

фенотиазином (хлорпромазином) гель набухал, что было вызвано конкурент-

ным связыванием свободного лекарства, вытесняющего иммобилизованный

препарат из участка взаимодействия с конъюгированным КМ. Подобные гид-

рогелевые биоматериалы, содержащие белки или лекарства, могут быть полез-

ны для создания микроактуаторов и микроструйной техники.

Мията с соавторами продемонстрировали свойства гелей, реагирующих на

присутствие опухолевых маркеров [123]. Гели готовили методом молекулярно-

го импринтинга (рис. 4.9). В этом случае получали структуры, реагирующие на

специфический опухолевый маркер альфа-фетопротеин (АФП) — гликопроте-

ин, использующийся для диагностики первичного рака печени по анализу
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Рис. 4.9. Схема приготовления гидрогеля, реагирующего на присутствие в среде

опухолевого маркера: а — синтез чувствительного гидрогеля; б—демонстрация по-

ведения геля в присутствии опухолевого маркера. Воспроизводится в соответствии с

работой [123] с разрешения авторов



сыворотки крови. Лектин (конконавалин А) и поликлональные антитела против

АФПконъюгировали с N-сукцинимидилакрилатом для образования способных

к полимеризации винильных групп; гель возникал за счет сополимеризации та-

ких групп с акриламидом в присутствии матрицы АФП. В результате образовы-

вался комплекс лектин–АФП–антитело, а после удаления АФП оставался им-

принтированный гель (гель с отпечатком АФП). Оказалось, что он сжимается в

присутствии АФП, поскольку образование комплекса лектин–АФП–антитело

приводит к образованию перекрестных сшивок. Неимпринтированные гели

слабо разбухали в растворе АФП. Кроме того, было показано, что этот гель

специфичен к гликопротеину: в растворе овальбумина гель не сжимался, а на-

бухал.

4.3.3. Биоматериалы

Возможно, самое общее определение биоматериалов было сформулировано на

согласительной конференции Национальных институтов здравоохранения

США. В этом определении под биоматериалом понимается «любое вещество

(кроме лекарства) или комбинация веществ, имеющих природное или синтети-

ческое происхождение, которое может использоваться на протяжении любого

промежутка времени в качестве целой системы или ее части, предназначенное

для лечения, увеличения или замены определенной ткани, органа или функции

организма» [124]. Исследования в области биоматериалов часто связаны с по-

иском биосовместимых систем с целью создания имплантатов или хирургичес-

ких инструментов, которые бы в меньшей степени повреждали организм. Мно-

гочисленные работы посвящены синтезу гидрогелей для покрытия

поверхностей имплантатов или инструментов. С появлением чувствительных

гидрогелей многие исследователи начали работать над созданием «умных»

биоматериалов, способных чувствовать изменения в окружающей среде и реа-

гировать на них заданным образом. В этом разделе мы рассмотрим некоторые

примеры такого применения, обращая особое внимание на гидрогелевые нано-

частицы.

Как упоминалось выше, Кавагучи с соавторами детально изучали взаимо-

действия микрогелей с белками [117, 125, 126]. Например, они исследовали

влияние температуры на неспецифическую адсорбцию белков на термочувс-

твительных микрогелях. Еще была исследована активность ферментов, кова-

лентно связанных с микрогелями, в частности трипсина и пероксидазы с микро-

гелями из N-изопропилакриламида и изучена активность ферментов как

функция температуры [127]. Ферментативная активность снижалась с повыше-

нием температуры, поскольку уменьшались размеры пор геля. Это приводило к

падению скорости диффузии субстрата к ферменту. В аналогичной системе ис-

пользовали частицы геля с присоединенной небольшой молекулой убихинона;

в этом случае наблюдалась похожая температурная зависимость. Другая иссле-

довательская группа изучала адсорбцию белка р24, входящего в состав капсида

ВИЧ-1, на полимерных частицах, чье ядро состояло из полистирола, а оболоч-
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ка— из N-изопропилакриламида [128]. Как и предполагалось на основании бо-

лее ранних экспериментов, происходило усиление адсорбции при температуре

выше температуры фазового перехода для N-изопропилакриламида; это связа-

но с гидрофобными взаимодействиями. В аналогичном исследовании изучали

фагоцитоз частиц из сополимера стирола с акриламидом как функцию гидро-

фобности. Выяснилось: фагоцитоз гранулоцитами усиливался с повышением

содержания полистирола, что опять же связывали с усилением гидрофобных

взаимодействий с гранулоцитами [129]. Кимхи и Бьянко-Пелед рассматривали

зависимость адсорбции малых молекул (аспарагиновой кислоты и валина) на

микрогелях N-изопропилакриламида как функцию температуры; с этой целью

они использовали метод изотермической титрационной калориметрии [130].

Выяснилось, что аспарагиновая кислота прочно связывается с полимерными

частицами при 25 °С за счет образования водородных связей, а валин активно

взаимодействует при 37 °С за счет гидрофобных сил.

Создаются и более сложные системы, использующие преимущества биоло-

гических катализаторов. Например, Огава с соавторами синтезировали микро-

гели N-изопропилакриламида, содержащие в боковой цепи остатки винилим-

идазола, которые способны набухать и сжиматься при изменении рН [28].

Методом физической иммобилизации в гель включали уреазу, катализирую-

щую гидролиз мочевины до аммиака и СО2. По мере протекания гидролиза рН

среды повышался. Следовательно, в присутствии мочевины полимерные части-

цы сжимались из-за повышения рН и депротонирования имидазольной группы.

При удалении субстрата частицы набухали до исходного размера, поскольку

локальное значение рН выравнивалось со значением рН в толще раствора. Для

демонстрации потенциальной применимости подобной биомеханической сис-

темы авторы работы включили полимерные частицы в мембрану. В один из

резервуаров вносили мочевину, и при набухании полимерных частиц прони-

цаемость мембраны повышалась.

Важным свойством многих имплантатов на основе биоматериалов является

способность клеток адсорбироваться и пролиферировать на их поверхности.

Понятно, что даже материалы с низкой поверхностной энергией и, следователь-

но, со слабой способностью к неспецифическому связыванию белка в клеточ-

ной культуре или после имплантации с течением времени начинают загряз-

няться. Следовательно, необходимо проанализировать процесс заражения

биоматриалов и выработать новые стратегии для контроля адсорбции клеток на

синтетических поверхностях. Поэтому кроме упомянутого выше анализа ад-

сорбции белка Кавагучи с сотрудниками также изучили связывание клеток с

термочувствительными частицами [117]. Сначала они поместили микросферы

N-изопропилакриламида на подложку для получения двумерного чипа, сквозь

который пропускали культуральную среду. При 37 °С клетки производили

больше активных соединений кислорода, чем при 25 °С. Это означало, что при

повышенной температуре они находились в условиях более сильного механи-

ческого стресса. Кроме того, при нагревании от 25 до 37 °С образование актив-

ных соединений кислорода происходило более успешно, чем просто при инку-
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бации при 37 °С. Авторы работы объяснили это реакцией на динамический

процесс сжатия. Для изучения влияния механического стресса на клетки они

применили еще одну систему, основанную на взаимодействии рецепторов с ли-

гандами [117]. В нашей группе были созданы частицы со сниженной способ-

ностью связывать белок, что достигалось с помощью полиэтиленгликоля (ПЭГ)

[131]. Мы использовали частицы с ядром и оболочкой из N-изопропилакрила-

мида, присоединяя ПЭГ либо к ядру, либо к оболочке с помощью сополимери-

зации ПЭГамонометакрилата. Ослабление адсорбции белка наблюдалось при

введении ПЭГ как в ядро, так и в оболочку частиц. Методом ЯМР и анализом

адсорбции белка было показано, что при повышении температуры фаза цепо-

чек ПЭГ отделяется от поверхности частиц и гидрофильность полимера

ослабляет адсорбцию белка. Для частиц, содержащих ПЭГ в ядре, цепочки ПЭГ

способны проникать сквозь оболочку, снижая поверхностную энергию сжатых

частиц.

Создание материалов, способных взаимодействовать с клетками и белками,

играет важную роль в разработке приспособлений для введения лекарственных

препаратов и имитации внеклеточного матрикса. В литературе описаны гидро-

гели, реагирующие на присутствие протеаз. Например, Мур с коллегами созда-

ли гидрогелевые частицы, разлагаемые �-химотрипсином [132]. Техника полу-

чения конъюгатов основана на реакции переноса дисульфидных групп в

кислых условиях, которая позволяет синтезировать перекрестные сшивки, со-

держащие пептидные последовательности. Метакриламид с чувствительной к

химотрипсину последовательностью (CYKC) включали в полиакриламидные

гидрогели. Гидрогели с CYKC в качестве перекрестной сшивки полностью раз-

рушались за 20 мин в присутствии химотрипсина, тогда как гидрогели с нечувс-

твительными к химотрипсину перекрестными сшивками (CSKC) оставались

целыми (рис. 4.10). Ким и Хили также синтезировали гели N-изопропилакрила-

мида с пептидными перекрестными сшивками. Такие гели можно использовать

для имитации внеклеточного матрикса; пептид расщепляется металлопротеи-

назой, что постепенно приводит к эрозии геля. Схематично данный процесс

представлен на рис. 4.11 [133].

В качестве еще одного примера частиц со структурой типа «ядро–оболоч-

ка», потенциально пригодных для использования в качестве биоматериала,

приведем созданную нами систему, в которой оболочка служит границей меж-

ду белком и раствором, а лиганд сосредоточен в ядре [134]. Мы синтезировали

ядро, к которому присоединили молекулы биотина, а затем заключили все в

оболочку, содержащую разлагаемые перекрестные сшивки. Сначала плотность

перекрестных сшивок достаточно высока, так что размер пор геля меньше раз-

мера молекул белка авидина. По мере разложения перекрестных сшивок сред-

ний размер пор увеличивался, что позволяло авидину достичь ядра, где он свя-

зывался с биотином (рис. 4.12). Анализ зависимости проницаемости оболочки

от размера молекул белка показал, что чем крупнее белок, тем большее число

перекрестных сшивок должно расщепиться для связывания в ядре. Представ-

ляет интерес топология подобных систем; кроме того, они могут служить
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моделью частиц с функциональной оболочкой, реагирующей на тот или иной

биологический или химический сигнал, который разрушает стабилизирующие

ее перекрестные сшивки.
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Рис. 4.10. Изменение диаметра гидрогелей с CYKC (�) и CSKC (�) в качестве пере-

крестных сшивок в присутствии 0,5 мг/мл �-химотрипсина. Тирозинсодержащие

гидрогели разлагались за 20 мин, тогда как серинсодержащие гидрогели не разлага-

лись. Воспроизводится в соответствии с работой [132] с разрешения авторов

Рис. 4.11. Разрушение гидрогеля с пептидными перекрестными сшивками под дей-

ствием матриксной металлопротеиназы 13 (коллагеназы-3). Аминокислоты (АК)

обозначены с помощью однобуквенного кода. Воспроизводится из [133] с разреше-

ния авторов



4.4. Заключение

В конце XX столетия считалось, что нанотехнологии могут задействовать ис-

ключительно «твердые материалы», однако в последнее время мнение измени-

лось, и в этой области все шире начинают применяться полимерные материалы.

В данной главе мы рассмотрели различные типы гидрогелевых наночастиц

и возможности их применения. Число исследовательских работ в этой области

постоянно растет, и становится ясно, что подобные материалы могут оказаться

полезными как сами по себе, так и в качестве мостика, соединяющего тра-

диционные наноструктуры с биологическими системами. Например, чувс-

твительные к внешним сигналам гели могут найти применение в качестве

биочувствительных структур, позволяющих запрограммированно управлять

биологическими системами.

Над этими проблемами работает много научных групп, но нам кажется, что

большая часть потенциальных ресурсов подобных систем еще не исследована.

Для синтеза сложных гидрогелевых наноструктур существуют новые возмож-

ности, связанные как с синтезом коллоидных систем (например, с контролируе-

мым размером и формой), так и с новыми методами лигирования для контроли-

руемого синтеза биоконъюгатов. Подобные попытки рационального дизайна

многофункциональных структур помогут расширить существующие возмож-

ности применения гидрогелей и открыть новые области их использования.

Спектр таких потенциальных возможностей лишь начинает вырисовываться.

Исследования в области взаимосвязи структуры и функции гидрогелевых час-

тиц привели к созданию первых наноматериалов заданного назначения. Эти

пионерские работы предоставляют новые данные, необходимые для планиро-

вания экспериментов по созданию материалов следующего поколения. В то же

время возникает необходимость подробного изучения цитотоксичности, имму-
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Рис. 4.12. Схема проницаемых микрогелей со структурой типа «ядро–оболочка».

Проницаемость оболочки для белка зависит от плотности перекрестных сшивок. Вос-

производится в соответствии с работой [134] с разрешения авторов



ногенности и фармакокинетических свойств подобных веществ с целью их при-

менения в биотехнологии. И наконец, решение задач дизайна, синтеза и тести-

рования материалов для клинического использования (устройства для введения

лекарств, имплантаты, биосенсоры и другие анализирующие системы, а также

химиотерапевтические препараты направленного действия) потребует тесного

сотрудничества химиков, биохимиков, инженеров и врачей.
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5.1. Введение

Развитие различных отраслей науки и технологии в значительной степени рас-

ширило наши знания в области биологии и медицины. Почти все без исключе-

ния компоненты биологических систем имеют размеры порядка нескольких до-

лей микрометра, поэтому проведение анализа и различных модификаций на

этом уровне может позволить воздействовать и управлять такими системами.

Приставка «нано» изменила взгляд людей на окружающий мир. Нанотехноло-

гия — междисциплинарная область исследований, занимающаяся конструиро-

ванием, синтезом, анализом и применением материалов и устройств, размеры

которых находятся в нанометровом диапазоне [1, 2].

За несколько последних десятилетий нанотехнологии стали использоваться

в организации направленной доставки лекарственных препаратов, создании

биомикроэлектромеханических систем, биосенсоров, микрожидкостей, микро-

чипов, в получении изображений биологических объектов, а также в тканевой

инженерии [3]. Разработка систем доставки лекарств, основанная на нанотех-

нологических методах, происходит чрезвычайно интенсивно, поскольку такие

системы открывают широчайшие возможности для диагностики и лечения за-

болеваний. Объем инвестиций в эти исследования растет год от года, и некото-

рые системы доставки лекарств уже производятся коммерческими предприя-

тиями.

Способы контролируемой и направленной доставки лекарств, созданные

с применением нанотехнологических методов, вызывают повышенный инте-

рес со стороны государственных научных центров и частных предприятий.

В соответствии с опубликованными в 2002 г. статистическими данными [1] эти

исследования проводят такие крупнейшие организации, как NIH, NSF иNASA
*
.

Эта область исследований начинала развиваться как одно из подразделений
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Национальной нанотехнологической инициативы в 2001 г. с бюджетом около

116 млн долларов США; к концу 2007 г. бюджет должен был достичь 82 млрд

долларов [4] и по прогнозам будет продолжать расти [5]. Кроме того, фармацев-

тические компании начали вкладывать средства в проекты, направленные на

модификацию существующих систем доставки лекарств. В Соединенных Шта-

тах спрос на подобные системы быстро растет, и они уже заняли определенную

нишу в области инновационных технологий. В настоящее время примерно в

150 компаниях есть активно действующие исследовательские группы, работа-

ющие над созданием направленных и контролируемых систем доставки ле-

карств, и это число, безусловно, будет увеличиваться и в ближайшем будущем,

что способствует скорейшему развитию медицины, пониманию функциониро-

вания человеческого организма и причин различных патологических состоя-

ний [6].

Традиционно под нанотехнологиями для создания систем доставки лекарств

подразумевали синтез носителей с размером в нанометровом диапазоне, кото-

рые бы использовались главным образом для повышения биодоступности пре-

паратов и ослабления их побочного действия путем удерживания молекул

лекарства или его транспортировки в определенные участки организма. В по-

следнее время стали появляться системы, предназначенные не только для тера-

певтических целей, но и диагностики заболеваний [7]. Кроме традиционного

использования для доставки лекарств такие «наноинструменты» можно приме-

нять в медицинской диагностике, основываясь на методах визуализации при

флуоресценции [8] или магнитно-резонансной томографии (МРТ) [9], а также

в фототермических методах лечения онкологических заболеваний [10]. Совре-

менные исследователи все чаще обращаются к изучению полифункциональных

наночастиц, используемых в терапевтических и транспортных целях, и для

получения изображения тканей или органов [11–13].

5.2. Преимущества систем доставки лекарств

на основе наночастиц

Существует несколько способов доставки в организм стабильных и эффектив-

ных лекарственных препаратов. Чаще всего лекарства принимают внутрь перо-

рально, вводят через кожу (трансдермально) или через нос (капли и средства

для ингаляций) [14]. Самым простым и распространенным способом приема ле-

карств является прием через рот, однако этот путь не лишен недостатков.

В частности, он снижает биодоступность препаратов. Например, пероральный

прием белков и пептидов неэффективен из-за экстремальных значений рН в пи-

щеварительной системе и необходимости прохождения через различные орга-

ны; кроме того, большие дозы препаратов могут нарушать работу кишечника

[15]. Назальный и трансдермальный пути неудобны для пациентов, к тому же

они снижают эффективность действия препаратов [16]. К другим недостаткам

традиционных способов приема лекарств относится невозможность точного
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воспроизведения количества высвобождаемого препарата за определенный

промежуток времени, плохая растворимость, а также невозможность направ-

ленной доставки препаратов к тканям-мишеням без побочного действия на здо-

ровые ткани [6]. Поэтому системы доставки лекарств на основе наносистем

имеют множество преимуществ и позволяют избежать многих проблем, связан-

ных с традиционными методами приема препаратов.

5.2.1. Направленная доставка

Нанотехнологические системы доставки лекарств позволяют направлять пре-

параты к специфическим участкам организма и определенным клеткам так, что

расположенные поблизости здоровые клетки не подвергаются действию лекар-

ства [17, 18]. Например, для направленной доставки противоопухолевых пре-

паратов в составе наночастиц-переносчиков используются внешние побуди-

тельные причины (сигналы) — ультразвук или магнитное поле. Для доставки

и интернализации лекарств также применяются трансферрин [19], фолат [20]

или различные антитела [21]. Направленная доставка лекарственных препара-

тов позволяет в значительной степени снизить общую токсичность и сущест-

венно повысить эффективность действующего вещества [6].

5.2.2. Контролируемая доставка

Основанные на нанотехнологических принципах системы доставки лекарств по-

зволяют вводить в организм токсичные лекарственные препараты и комплексы,

а также ДНК и вирусные векторы в оптимальной дозировке и с определенными

временными интервалами [16]. Профиль высвобождения препарата зависит от

строения системы доставки. Путем подбора подходящего материала для синтеза

наночастиц можно изменять профиль выхода лекарства [22]. Кроме того, нано-

технологии позволяют модифицировать свойства материалов на атомном уровне

и создавать носители с контролируемой скоростью доставки [23].

5.2.3. Увеличение скорости циркуляции

и объема распределения

В силу того что размер частиц влияет на скорость выведения лекарства, нано-

контейнеры могут повысить время (скорость) циркуляции лекарства в организ-

ме. Крупные частицы удаляются значительно быстрее мелких. Кроме увеличе-

ния продолжительности циркуляции, наночастицы позволяют расширить

область распределения препаратов по сравнения с более крупными носителя-

ми. При введении больших частиц в организм модельного животного они в

большей концентрации обнаруживаются в селезенке и печени, чем в органе-ми-

шени. Мелкие же частицы с высокой вероятностью захватываются другими

клетками организма, включая и клетки-мишени [24].
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5.2.4. Растворимость лекарств

Методы нанотехнологий помогают осуществлять направленную доставку всех

типов лекарств. В частности, применение нанотехнологии особенно эффектив-

но для проникновения в ткани малорастворимых веществ. Мицеллы, которые

обычно формируются из амфифильных материалов, имеют гидрофобное ядро,

окруженное гидрофильным внешним слоем— оболочкой. Гидрофобные моле-

кулы легко включаются внутрь ядра, а гидрофильная оболочка облегчает про-

хождение наночастиц через водные среды. Это позволяет увеличивать распре-

деление гидрофобных веществ в водных средах организма [25–27].

5.2.5. Внутриклеточные системы доставки лекарств

Способ доставки лекарства, помещенного внутрь клетки, имеет несомненное

достоинство: токсическое действие препаратов снижается, а эффективность до-

зировки повышается [28]. Гидрофобные нанопереносчики легко проникают че-

рез клеточные мембраны [29]. Эндоцитоз частиц зависит от их размера и типа

ткани. Максимальный размер частиц, способных проникать через клеточную

мембрану, составляет 500 нм. Интернализация наноматериалов в клетках также

зависит от способности вещества активироваться и направляться в ядро или ми-

тохондрии [30].

Наибольший интерес представляет включение в клетки гидрофобных и ге-

нетических компонентов. К типичнымметодам интернализации наночастиц от-

носятся прямая диффузия сквозь клеточную мембрану за счет градиента кон-

центрации, перенос через потенциалчувствительные каналы и опосредованный

рецепторами эндоцитоз. Системы доставки препаратов на основе липидов или

мицелл предоставляют различные возможности для инкапсулирования или свя-

зывания специфических гидрофильных и гидрофобных компонентов, что при-

водит к образованию наночастиц с модифицированной поверхностью, способс-

твующей эндоцитозу [30].

5.2.6. Прохождение через биологические мембраны

Слабое проникновение лекарств через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ),

систему желудочно-кишечного тракта и сосудистый эндотелий является серь-

езной проблемой. Традиционные методы доставки лекарственных препара-

тов — внутривенное введение, пероральный прием или трансдермальный спо-

соб введения микрочастиц— не подходят для случаев, когда лекарство должно

проникнуть через ГЭБ или желудочно-кишечный тракт, что связано с физиоло-

гическими условиями (разные значения рН или ограничения по размерам час-

тиц). Методы нанотехнологии позволяют создавать системы доставки ле-

карств, для которых биологические мембраны не являются препятствием. Эти

разработки включают исследования наноматериалов на основе металлов, поли-

мерных носителей лекарственных препаратов и систем доставки на основе

липидов.
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5.2.7. Увеличение площади поверхности

Чем мельче частицы, тем больше их удельная площадь поверхности. Это также

используется для создания эффективных систем доставки лекарственных пре-

паратов с применением наночастиц, позволяющих повысить нагрузку по пре-

парату и эффективность его высвобождения.

5.3. Активация и направленная доставка

лекарственных препаратов

5.3.1. Активация и доставка под действием

физико-химических сигналов

5.3.1.1. рН-чувствительные переносчики

рН-чувствительные переносчики играют важную роль в химиотерапии, а также

в доставке молекул в клетки путем эндоцитоза. Дело в том, что опухолевые

клетки и эндосомы, участвующие во внутриклеточном транспорте веществ,

обычно имеют более низкое значение рН, чем нормальная интерстициальная

жидкость [31]. Таким образом, рН-чувствительные системы доставки идеально

подходят для проникновения в клетки лекарств, генов, белков и других веществ

[20, 31–36].

Действие некоторых рН-чувствительных систем зависит от взаимодействий

между лекарством и материалом носителя, особенно образования связей, рас-

щепляющихся в кислой среде. Например, Бае с соавторами сообщали о созда-

нии полимерных мицелл для доставки адриамицина [37]. Адриамицин присое-

диняли к полимерной матрице с помощью расщепляемой в кислой среде

гидразоновой связи. Быстрое и активное высвобождение адриамицина проис-

ходило при значениях рН ниже 3,0; тогда как при рН 7,4 процесс шел значитель-

но медленнее [37]. В аналогичных исследованиях с доксорубицином (DOX)

было показано, что выход лекарства из полимерных мицелл также связан с на-

личием расщепляемых в кислой среде связей между полимером и лекарством.

При рН 7,4 высвобождение препарата было минимальным, а при рН 5,0 оно зна-

чительно усиливалось [31, 38].

Чувствительные к изменению рН взаимодействия между молекулами ве-

щества самого лекарства также могут играть определенную роль в регуляции

его выхода из рН-чувствительных систем доставки. Так, при изучении высво-

бождения лекарства из содержащих доксорубицин частиц оказалось, что неко-

торые молекулы доксорубицина, включенные в полимерные мицеллы, образу-

ют димерыDOX–DOX за счет азометиновой связи [38]. Выход освобожденного

лекарства происходил главным образом в начальной фазе, а димер высвобож-

дался на более поздней стадии. Кроме того, выход димера зависел от изменения

рН. В кислой среде азометиновая связь в димере расщепляется, что влечет за со-

бой появление дополнительного количества мономера. Таким образом, образо-
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вание лабильной в кислой среде связи DOX–DOX может влиять на поведение

рН-чувствительных полимерных мицелл, содержащих доксорубицин [38].

Еще один путь создания рН-чувствительных систем доставки состоит в ис-

пользовании свойств материала, из которого выполнена система, например, ам-

фифильных и титруемых липидов.

Для синтеза рН-чувствительных липосом применяют комбинации катион-

ных и анионных липидов, конъюгированных со слабыми основными (катион-

ными) или слабыми кислотными (анионными) амфифильными веществами.

Обычно при нейтральном значении рН липосомы несут отрицательный заряд

и устойчивы в нейтральных или щелочных средах. При снижении рН амфи-

фильный компонент двойного слоя протонируется до тех пор, пока слой не те-

ряет свой заряд. Это нарушает электростатическую стабилизацию липосом,

в результате чего они начинают агрегировать и сливаться с расположенными

поблизости мембранами. Значение рН, при котором липосомы теряют устойчи-

вость, зависит от ряда факторов, включая соотношение анионных и катионных

липидов, а также pKa титруемого компонента. Ши с соавторами объединили

в одной системе рН-чувствительные липосомы и метод направленной доставки

лекарств, основанный на использовании взаимодействия антиген–антитело

[32]. К рН-чувствительным липосомам присоединяли лиганды, связывающиеся

с рецепторами фолата. Была показана способность таких систем доставлять

лекарства и гены в злокачественные клетки [32].

рН-чувствительные полимеры обычно содержат ионизируемые компонен-

ты, способные выступать в роли доноров или акцепторов протонов. Слабые по-

ликислоты, такие как, например, полиакриловая кислота (ПАК), при низких

значениях рН являются акцепторами протонов, а при нейтральных значениях

рН высвобождают их; обратная ситуация наблюдается для слабых полиоснова-

ний, например поли(4-винилпиридина) [39]. Чувствительные к изменению рН

системы доставки на основе наночастиц обычно содержат слабые поликислоты

или полиоснования в сочетании с гидрофобными веществами. Когда ионизи-

руемый компонент заряжен, за счет электростатических взаимодействий нано-

частицы сохраняются и распределяются в растворе. При изменении рН изменя-

ется заряд ионизируемого компонента. Это приводит к тому, что гидрофобные

взаимодействия начинают играть более важную роль, чем электростатические.

В результате наночастицы агрегируют и сливаются друг с другом и с мембра-

нами соседних клеток. Деформация наночастиц приводит к высвобождению

заключенного в них лекарства [33, 35, 39].

Одним из наиболее развитых направлений применения рН-чувствительных

полимерных наночастиц является доставка противоопухолевых препаратов к

очагам развития опухоли. В частности, Лианг с соавторами создали рН-чув-

ствительные наночастицы, состоящие из конъюгата ацетата пуллулана и суль-

фонамида и содержащие 5-фторурацил [33]. Ацетат пуллулана— гидрофобный

компонент, а сульфонамид — слабая кислота, растворимость которой зависит

от рН. 5-Фторурацил — химиотерапевтический препарат, который часто ис-

пользуется для лечения онкологических больных. Свойства исходных веществ
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обеспечивают возможность самопроизвольной сборки наночастиц и включе-

ние в них 5-фторурацила. Выяснилось, что наночастицы агрегируют при сни-

жении рН от 7,5 до 6,0. Значение рН в опухолевых тканях обычно составляет

около 6,8. Исследования показали, что высвобождение лекарства происходит

значительно активнее при более низких величинах рН (от 6,0 до 6,8), чем при

более высоких (от 7,4 до 8,2). Снижение рН приводит к деионизации сульфона-

мида, что повышает гидрофобность частиц и вызывает их структурные измене-

ния и агрегацию. Поэтому высвобождение 5-фторурацила происходит значи-

тельно активнее при рН 6,8 (в опухолевых клетках), чем при рН 7,4 (в здоровых

клетках). Данное исследование показывает потенциальную возможность

использования рН-чувствительных переносчиков для направленной доставки

химиотерапевтических препаратов к опухолевым тканям [33].

В большинстве разрабатываемых в настоящее время рН-чувствительных

системах высвобождение лекарственных препаратов происходит при низких

значениях рН, однако некоторые системы были специально сконструированы

для выхода лекарства при повышенных значениях рН. Так, Мейсснер с соав-

торами сообщали о создании рН-чувствительных наночастиц для доставки

такролимуса — эффективного лекарственного средства для лечения синдрома

раздраженного кишечника [35]. Наночастицы синтезировали из рН-чувстви-

тельного полимера Eudragit P-4135F (EP4135F). В отличие от обсуждавшихся

выше частиц данные частицы были устойчивы при низких значениях рН и вы-

свобождали препарат при более высоких рН. Это объясняется рН-зависимым

разложением полимерной матрицы, которая распадалась значительно быстрее

при рН 7,4, чем при рН 6,8, что позволяет использовать наночастицы для дос-

тавки такролимуса к двенадцатиперстной кишке [35].

5.3.1.2. Термочувствительные переносчики

Некоторые переносчики лекарств изготавливают путем включения в полимер

термочувствительных компонентов. Такие полимеры характеризуются крити-

ческой температурой растворения (КТР). При этой температуре термочувстви-

тельный полимер претерпевает фазовый переход. Полимеры, растворимые

в воде ниже определенной температуры и претерпевающие расслоение фаз при

более высокой температуре, характеризуются нижней критической темпера-

турой растворения (НКТР). Обратная ситуация наблюдается для полимеров

с верхней критической температурой растворения. В большинстве случаев для

направленной доставки лекарств применяют полимеры с НКТР. Чаще всего

в качестве матрицы используют какой-либо поли(N-замещенный акриламид),

например поли-N-изопропилакриламид. В воде этот полимер претерпевает об-

ратимый фазовый переход при НКТР около 32
o
С.Модификации полимера поз-

воляют изменять значение НКТР [39].

Термочувствительные полимеры можно включать в системы доставки ле-

карственных препаратов по-разному. Один путь заключается в создании нано-

частиц со структурой типа «ядро–оболочка», внешняя поверхность которых
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состоит из термочувствительного полимера. Например, были созданы поли-

мерные мицеллы из амфифильных блок-сополимеров N-изопропилакриламида

и стирола [40]. Термочувствительный N-изопропилакриламид использовали

для синтеза оболочки, а из стирола формировали внутреннее гидрофобное

ядро. Такие наночастицы подвергаются обратимому фазовому переходу при

температуре около 32
o
С. Другими словами, мицеллы остаются незатронутыми

при температуре ниже НКТР, агрегируют, образуя мутный раствор при повы-

шении температуры выше НКТР, и вновь распределяются в растворе при пони-

жении температуры ниже НКТР. В данные мицеллы был включен противоопу-

холевый препарат адриамицин; при этом свойства системы практически не

изменялись. Это означает, что подобные носители можно использовать для

направленной доставки гидрофобных препаратов [40].

Была изучена температурная зависимость поведения привитых сополиме-

ров N-изопропилакриламида и с другими полимерами. Значение НКТР и спо-

собность высвобождать лекарственный препарат можно варьировать путем из-

менения состава привитых сополимеров. В упоминавшейся выше работе [40]

были описаны сополимеры N-изопропилакриламида со значениями НКТР око-

ло 26 °С и 39 °С. В другой публикации сообщалось о синтезе наночастиц из

поли(N-изопропилакриламид/N,N-диметилакриламида) с молекулой холесте-

рина на конце, а также из поли(N-изопропилакриламида/N-гидроксиметил-

акриламида) со вставками холестерина. Эти наночастицы использовали для

доставки гидрофобных лекарственных препаратов, включая циклоспорин А

и индометацин. Присутствие гидрофильных компонентов, таких как N,N-диме-

тилакриламид и N-гидроксиметилакриламид, повышало значение НКТР поли-

мерной системы [36]. Аналогичным образом, сополимеры N-изопропилакрили-

мида с метакриловой кислотой (МАК) при нейтральном значении рН имели

более высокое значение НКТР, чем простые полимеры N-изопропилакрилами-

да [34]. Кроме того, в обоих исследованиях было показано, что при физиологи-

ческом значении рН высвобождение лекарственного препарата происходит ак-

тивнее при температуре выше НКТР [34, 36].

Были созданы наночастицы, поведение которых регулируется двумя внеш-

ними сигналами. Например, Ло с соавторами сообщали о создании «умных» на-

ночастиц, реагирующих на изменения как рН, так и температуры [34]. Эти час-

тицы были синтезированы из привитых сополимеров поли(D,L-молочной

кислоты) с поли(N-изопропилакриламид/метакриловой кислотой), а также по-

лимолочной кислоты с N-изопропилакриламид/МАК путем диализа раствора

против органического полимера, а не дистиллированной воды. Идея использо-

вания сополимеров N-изопропилакриламид/МАК заключалась в том, чтобы по-

высить значение НКТР и сделать частицы зависимыми от изменения рН. При

нейтральных значениях рН молекулы МАК ионизированы, что предотвращает

агрегацию наночастиц. Значение НКТР при нейтральном рН было выше 37 °С.

При снижении рН происходила постепенная деионизация молекул МАК, что

приводило к уменьшению НКТР и агрегации наночастиц. Данные наночастицы

использовали для доставки гидрофобного и гидрофильного веществ — пирена
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и 5-фторурацила соответственно. В обоих случаях высвобождение лекарства

зависело от значений рН и температуры [34].

5.3.1.3. Фотохимический способ регуляции

Фотохимический метод, названный «фотохимическая интернализация», изна-

чально был предложен для увеличения включенных в цитозоль макромолекул

[41, 42]. Методика основана на использовании фотосенсибилизаторов, локали-

зованных преимущественно в эндосомах и лизосомах клеток, которые раз-

рушают эти структуры под действием света, что приводит к высвобождению

захваченных при эндоцитозе макромолекул в цитозоль. Такая технология спе-

циально разрабатывалась для доставки в клетки лекарств и генов [43]. Под дей-

ствием света, направленного в опухолевую ткань, фотосенсибилизатор уси-

ливает захват клетками гидрофильных противоопухолевых препаратов,

например блеомицина, которые легко метаболизируются [44]. Подобный под-

ход позволяет в значительной степени повысить биодоступность лекарства и

эффективность его доставки, усиливая тем самым терапевтическое действие.

Кроме того, фотосенсибилизаторы вводят в липосомы, используемые для

направленного транспорта противоопухолевых препаратов [45–47], или в поли-

мерные мицеллы [48], предназначенные для проникновения к очагам злока-

чественного роста. Поскольку такие препараты светочувствительны, их надо

хранить в темных местах. В ходе лечения опухолевые ткани подвергают воз-

действию света, что заставляет фотосенсибилизатор уничтожать раковые клет-

ки. Подобный метод лечения называют «фотодинамическая терапия».

5.3.1.4. Доставка лекарственных препаратов под действием

магнитного поля

При этом способе транспорта лекарств магнитный материал, обычно магнетит

(Fe2O3), включают в полимерную капсулу, содержащую лекарственный препа-

рат. Магнитные частицы помогают доставить лекарство в необходимое место,

а медленное разрушение полимерного носителя обеспечивает продолжитель-

ное высвобождение препарата [49]. Кроме того, разрушению опухолевой ткани

способствует нагревание металлических магнитных наночастиц после их про-

никновения в раковые ткани или клетки [50].

5.3.1.5. Доставка лекарственных препаратов с помощью ультразвука

Ультразвук традиционно используют в медицинской диагностике, в частности

как метод получения изображений. Однако относительно недавно его стали при-

менять для направленной доставки лекарств. Этот способ, названный «сонофо-

рез», позволяет проводить высокомолекулярные лекарственные препараты через

некоторые барьеры организма, например через кожу. Данная технология была

успешно применена для доставки лекарств в генной терапии, химиотерапии,

а также при лечении тромбозов [51]. Суть метода состоит в использовании кон-

трастного агента, который достигает опухоли с помощью микропузырьков.

Микропузырьки образуются в результате пропускания газов через раствор.
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Благодаря новым достижениям, ученые научились создавать нанопузырьки из

подходящих полимеров, двойных липидных слоев или газов [52].

5.3.2. Направленная доставка лекарств

Наночастицы можно связывать со специфическими молекулами, которые обес-

печивают целевую доставку частиц к нужному участку организма. Часто в роли

этих молекул применяют пептиды или пептидные фрагменты. Для повышения

вероятности связывания с соответствующими клеточными рецепторами на по-

верхности наночастиц можно разместить несколько молекул с функциями. Это

используется тогда, когда клетки-мишени активно экспрессируют на своей по-

верхности рецепторы данных молекул. Использование молекул целевой на-

правленности также имеет значение для внутриклеточного транспорта ле-

карств за счет опосредованного рецепторами эндоцитоза [19, 20, 32, 40, 53–58].

Чаще всего в качестве таких молекул в системах транспорта лекарственных

препаратов применяют моноклональные антитела, фолат, трансферрин и пеп-

тидные лиганды — так называемые аптамеры. В этом разделе мы рассмотрим

возможности использования этих веществ для направленной доставки лека-

рственных препаратов.

5.3.2.1. Моноклональные антитела

В последнее десятилетие активно велась работа по созданию моноклональных

антител, способных специфически связываться с рецепторами на поверхности

раковых клеток. Применение антител помогает уничтожать опухоль без причи-

нения вреда здоровым тканям [59].

В нескольких лабораториях были созданы биспецифические антитела [60].

Метод основан на слиянии двух типов независимых антител (одно антитело свя-

зывается с опухолевыми клетками, а второе — с лекарственным препаратом)

посредством сульфгидрильной или малеимидной групп. Модифицированные

методики позволили сконструировать специфические системы доставки ле-

карств, где антитело и препарат связаны со спейсером или с полимером, которые

впоследствии расщепляются. Эти же системы использовали для связывания од-

ного плеча биспецифических антител с клетками-мишенями, а другого плеча —

с клетками-киллерами или Т-клетками, уничтожающими опухоль [30]. Антитела

взаимодействуют со специфическими клетками организма и «тянут» за собой по-

лимерную цепь с присоединенным лекарством [61]. Распад цепи приводит к ин-

тернализации лекарственного препарата, который разрушает опухоль.

5.3.2.2. Фолат в качестве лиганда

Рецепторы фолата связывают фолат и конъюгаты фолата с лекарствами. Далее

молекулы фолата путем эндоцитоза захватываются клетками, имеющими дан-

ные рецепторы. Внутри эндосомы в клетке-мишени создается кислая среда. Для

доставки к соответствующим клеткам фолат конъюгировали с целым рядом

соединений. Такие системы доставки лекарственных препаратов обладают
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несколькими преимуществами. Во-первых, сродство рецепторов фолата к фо-

латсодержащим соединениям очень высоко, что обеспечивает избирательность

связывания. Во-вторых, интернализация фолатсодержащих соединений клет-

ками-мишенями происходит без опасных для организма дополнительных воз-

действий [20, 32].

К настоящему времени было опробовано действие конъюгатов фолата с ра-

диоактивными фармацевтическими агентами, контрастными соединениями

для МРТ, белками, олигонуклеотидами, рибозимами, наночастицами с лекар-

ственными препаратами и другими терапевтическими агентами. Конъюгаты

фолата показали хорошие результаты в лечении онкологических заболеваний,

поскольку опухолевые клетки экспрессируют большое количество рецепторов

фолата [32]. Были созданы конъюгаты фолата с химиотерапевтическими препа-

ратами: таксолом, мейтанзином, нитрогетероциклическим бис(галоэтил)фос-

форамидитом, а также 5-фтор-2’-дезоксиуридин-монофосфатом [20].

5.3.2.3. Трансферрин в качестве лиганда

Трансферрин — переносящий железо гликопротеин, находящийся в сыворотке

крови. Рецепторы трансферрина в большом количестве экспрессируются на

эритробластах и опухолевых клетках. После связывания с рецепторами транс-

феррина несущие трансферрин частицы захватываются клеткой путем эндоци-

тоза и хранятся в эндосомах. рН-среда в эндосомах заставляет трансферрин вы-

свобождать связанное с ним железо [57].

Для доставки плазмидной ДНК в клетки К562 группой исследователей [57]

были созданы полимерные наночастицы, содержащие полиэтиленгликоль со

связанным трансферрином. Было показано, что при использовании такой сис-

темы сначала происходило резкое увеличение содержания плазмидной ДНК, за

которым следовало ее контролируемое высвобождение на протяжении не-

скольких дней, причем за первую неделю высвобождалось от 67,1 до 81,3% ин-

капсулированного вещества. Захват наночастиц происходил в результате опос-

редованного рецепторами эндоцитоза; доказательством служило снижение

эффективности связывания наночастиц, содержащих ПЭГ/трансферрин, в при-

сутствии свободного трансферрина [57].

Трансферрин также способствует проникновению частиц через гематоэнце-

фалический барьер (ГЭБ). Виссер с соавторами использовали ПЭГ-содержащие

липосомы, конъюгированные с трансферрином, для доставки лекарств к эпите-

лиальным клеткам капилляров головного мозга, несущим рецепторы трансфер-

рина [19]. Липосомы нагружали пероксидазой хрена в качестве модельного

лекарственного препарата и инкубировали с эпителиальными клетками. Срав-

нивали поведение липосом, содержащих ПЭГ и трансферрин, с липосомами без

трансферрина при 37 и 4
o
С. При 37

o
С липосомы с трансферрином в 2–4 раза

сильнее связывались с клетками-мишенями, чем липосомы без трансферрина.

Этот результат показывает потенциальную возможность использования транс-

ферринсодержащих липосом для доставки пептидов в эндотелиальные клетки

ГЭБ [19].

Применение нанотехнологии для доставки лекарств в организме 105



5.3.2.4. Аптамеры

Аптамеры — олигонуклеотидные последовательности ДНК или РНК, исполь-

зующиеся в качестве лигандов. Уникальная структура этих последовательнос-

тей обеспечивает высокую специфичность связывания с мишенью, как и для

антител. Применение аптамеров в качестве лигандов имеет ряд преимуществ.

Обычно их размер составляет доли микрометра, и они характеризуются хоро-

шей биосовместимостью. Процедура SELEX (подробности см. в работе [55])

позволяет проводить синтез, селекцию, очистку и ампмлификацию аптамеров

для широкого круга мишеней. Большинство аптамеров не вызывают иммунной

реакции, циркулируют в крови длительное время и стабильны в условиях

in vivo. Дополнительно повысить устойчивость аптамеров можно с помощью

химической модификации [53, 54].

В работах [53] исследовалось поведение синтезированных конъюгатов нано-

частиц с аптамерами, способных связываться с клетками рака простаты. Поли-

мерные наночастицы, содержащие меченный родамином декстран, конъюгиро-

вали с аптамерами РНК, которые взаимодействовали с мембранным

простатоспецифическим антигеном, присутствующим в опухолевых клетках

простаты в большем количестве, чем в здоровых клетках. Конъюгированные на-

ночастицы интенсивнее захватывались клетками с рецепторами мембранного

простатоспецифического антигена, нежели клетками без данных рецепторов. Та-

ким образом, было показано, что биоконъюгаты наночастиц с аптамерамиможно

использовать для направленной доставки лекарственных препаратов в опухоле-

вые клетки [53]. В последующих исследованиях наночастицы нагружали проти-

воопухолевым препаратом доцетакселом и конъюгировали с аптамерами, связы-

вающимися с мембранным простатоспецифическим антигеном. Были проведены

эксперименты in vivo на модели опухоли простаты у мышей. Конъюгаты нано-

частиц, несущие противоопухолевый препарат, с большей эффективностью по-

давляли рост опухоли, чем неконъюгированные наночастицы с лекарством, инъ-

екции свободного лекарства или пустые наночастицы. Таким образом,

применение аптамеров для доставки лекарственных препаратов к опухолевым

клеткам может значительно повысить эффективность лечения [55].

5.3.2.5. Лектины

Некоторые биологически активные молекулы, предназначенные для перораль-

ного приема, должны быть защищены от протеолиза в желудочно-кишечном

тракте (ЖКТ). Один из способов защиты— включение препаратов в состав на-

ночастиц, устойчивых к действию протеаз. Однако такие частицы могут

препятствовать прохождению лекарства сквозь слой клеток кишечного эпите-

лия, что необходимо для их проникновения в кровь. Эту проблему удается ре-

шать путем покрытия наночастиц лектинами, способными связываться с клет-

ками кишечного эпителия. Лектины — белки, обладающие способностью

взаимодействовать с определенными сахарами. Они устойчивы в кислой среде

и не подвергаются ферментативному расщеплению. Кроме того, некоторые из

них, например агглютинин из проростков пшеницы, способны связываться со
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слизистой оболочкой кишечника [56, 62]. Рассел-Джонс с соавторами исполь-

зовали покрытые лектинами наночастицы для создания лекарственных препа-

ратов для перорального приема [56]. Присутствие лектинов способствовало

захвату наночастиц клетками эпителия. Таким образом, лектины облегчают

транспорт биоразлагаемых наночастиц сквозь стенки кишечника и их проник-

новение в кровоток [56, 62].

5.3.2.6. Модифицированные и искусственные пептидные лиганды

Для направленной доставки лекарств и в диагностических целях применяют

и другие пептидные лиганды. Некоторые из них представляют собой модифи-

кации природных пептидов. Например, Нах с соавторами описали применение

короткого пептида AWBP, связывающегося со стенками артерий, для доставки

генов в клетки артериальной стенки [58]. Пептид AWBP присоединяли к син-

тетической пептидной цепи, которую затем конъюгировали с полимерным

нановектором для транспорта к клеткам-мишеням. Выяснилось, что конъюги-

рованные с AWBP частицы захватывались клетками-мишенями в результате

опосредованного рецепторами эндоцитоза [58].

Другие лиганды, например пептидные лиганды RGD, были получены пол-

ностью синтетически. Эти молекулы, образованные замкнутыми в кольцо по-

следовательностями Arg–Gly–Asp, специфически взаимодействуют с опреде-

ленными интегринами. Лиганды RGD можно использовать для избирательного

связывания интегринов, расположенных на клетках-мишенях. Например, Мит-

ра с соавторами получили комплекс полимеров с RGD для связывания интегри-

на �
�3 [63]. Данный интегрин присутствует на лиминальной поверхности со-

судов растущей опухоли только в процессе ангиогенеза. Использование

лигандов RGD помогает разрушить сосудистую сеть злокачественной ткани с

помощью химиотерапевтических средств, ослабляя рост опухоли. В другой ис-

следовательской группе были созданы синтетические пептиды, напоминающие

рилизинг-фактор лютеинизирующего гормона (LHRH), для доставки конъюга-

тов лекарств с полимерами к опухолевым клеткам яичников [64]. На этих клет-

ках происходит избыточная экспрессия рецепторов LHRH, которых нет на

клетках большинства здоровых тканей. Таким образом, синтетические лиганды

LHRH можно включить в систему доставки лекарственного препарата для на-

правленного воздействия на опухолевые клетки яичников без воздействия на

здоровые клетки.

5.3.2.7. Другие лиганды

Кроме упоминавшихся выше лигандов для транспорта лекарств применяются и

другие небольшие молекулы. Инсулин, пептиды NGR и NGF, а также ингиби-

рующий желатиназу пепетид CTTHWGFTCL способны специфически связы-

ваться с мишенью. Эти лиганды конъюгировали с самыми разнообразными пе-

реносчиками лекарств — от липосом и полимерных наночастиц до квантовых

точек; все они могут применяться для связывания со специфическими клетками

и тканями в терапевтических и диагностических целях [6].
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5.4. Полифункциональные системы

на основе наночастиц

Применение нанотехнологий в биомедицине не сводится только лишь к созда-

нию систем доставки лекарств. Ученые решают задачу синтеза полифунк-

циональных наночастиц (рис. 5.1), которые были бы способны не только

переносить препарат, но и выполнять другие функции. Для создания поли-

функциональных наночастиц разработано несколько подходов. Наиболее рас-

пространенным методом является одновременное присоединение нескольких

молекул с разными функциями, а также сочетание лекарственных препаратов

с наиболее перспективными системами доставки.

5.4.1. Поливалентные носители

Некоторые системы позволяют одновременно переносить несколько соедине-

ний, что достигается путем инкапсулирования, конъюгации или сочетания обо-

их методов. Это относится к полимерным системам, включая конструкции на

основе дендримеров и углеродных нанотрубок.
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5.4.1.1. Дендримеры

Дендримеры — идеальные системы для выполнения нескольких функций, по-

скольку они способны включать в себя лекарственные препараты за счет кова-

лентных и нековалентных взаимодействий. Разветвленная структура дендриме-

ров позволяет присоединять к ним сразу несколько веществ. Кроме того,

дендримеры, которые являются одномолекулярными мицеллами, могут пере-

носить вещества, заключая их в свое гидрофобное ядро. Таким образом,

полифункциональную систему создают путем включения одного типа молекул

в ядро мицеллы и присоединения другого типа молекул к ее поверхности. Так,

например, были синтезированы дендримерные переносчики, содержащие кон-

трастное вещество флуоресцеинизотиоцианат, а затем получены их конъюгаты

с фолатом, что позволяет доставлять такие структуры к раковым клеткам. Далее

конъюгированные дендримеры связывали с лекарственными препаратами ме-

тотрексатом и таксолом. Подобные системы на основе дендримеров выполня-

ют две функции: позволяют обнаруживать злокачественные клетки и доставля-

ют к ним противоопухолевый препарат. При этом используется возможность

осуществления ковалентных взаимодействий и нековалентного связывания [65,

66]. Также были созданы небольшие дендримерные переносчики для доставки

гадолиния — контрастного вещества для МРТ. Возможно, в будущем к поверх-

ности таких переносчиков удастся присоединять различные химические вещес-

тва, что позволит одновременно решать задачи диагностики и лечения [6].

5.4.1.2. Полимерные нанопереносчики

Нанопереносчики, образованные из линейных полимеров, например сополиме-

ра молочной и гликолевой кислот (ПМГК) или поликапролактама (ПКЛ), также

обладают способностью к поливалентным взаимодействиям. Одно вещество

можно включить в гидрофобное ядро мицелл или внутрь матрицы полимерной

наносферы, а другое— связать с модифицированной поверхностью этих струк-

тур. В роли таких веществ выступают лиганды для прикрепления к мишени, ле-

карства или другие полимеры, изменяющие способность системы высвобож-

дать заключенный в ней препарат. В результате можно создавать полимерные

переносчики, соединяющие функцию визуализации с доставкой лекарства или

способные одновременно переносить несколько препаратов, либо одновремен-

но транспортировать лекарства и биологические молекулы, например пептиды

или нуклеиновые кислоты. Кроме того, модификация поверхности позволяет

использовать полимерные мицеллы в качестве покровных материалов для тка-

невой инженерии. Исследования с пиреном в виде модельного лекарства пока-

зали, что покрытие полимерных мицелл помогает контролировать высвобожде-

ние лекарственного препарата с поверхности мицеллы [27]. Таким образом,

можно покрывать искусственные ткани мицеллами, нагруженными лекарства-

ми или ростовыми факторами, для контролируемого высвобождения этих ве-

ществ, предотвращающих заражение или усиливающих регенерацию тканей.
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5.4.1.3. Углеродные нанотрубки

Углеродные нанотрубки (УНТ) представляют собой свернутые графитовые

листы. Они бывают однослойными или многослойными. Оба типа трубок могут

иметь различную структуру и чистоту [67–69]. В обзоре Бьянко с соавторами

[67] подробно обсуждаются возможности применения УНТ для доставки ле-

карств, пептидов и генов.

Углеродные нанотрубки модифицируют с помощью ковалентных или неко-

валентных взаимодействий с целью повышения их биосовместимости, раство-

римости и емкости по отношению к лекарственному препарату. Большинство

исследований в области создания полифункциональных УНТ направлено на

изучение возможностей ковалентного присоединения различных молекул. Для

повышения растворимости и емкости по препарату обычно производят моди-

фикацию поверхности внешней стенки трубки, а карбоксильные группы, как

правило, прикрепляют к концам УНТ. Дополнительные модификации внешней

стенки трубки приводят к созданию функциональных и растворимых носите-

лей. К таким поверхностям ковалентно можно привязывать антигены для сое-

динения с клеткой-мишенью, флуоресцентные зонды, лекарственные препа-

раты, пептиды и другие биологические молекулы [67–70].

Присоединение к одной трубке нескольких веществ позволяет создавать по-

лифункциональные системы. Например, Ву с соавторами с помощью множес-

тва ковалентных взаимодействий создали УНТ, которую можно использовать

как для доставки лекарственных препаратов, так и для получения изображений.

К аминогруппам на поверхности нанотрубок ковалентно присоединяли

противогрибковый препарат амфотерицин В. Кроме того, к поверхности тру-

бок прикрепляли молекулу флуоресцеина — флуоресцентный зонд. Для обес-

печения успешного присоединения обоих заместителей использовали схему

ортогональной защиты. Было показано, что связанные молекулы сохраняют

свою функциональность при захвате клетками млекопитающих: флуоресцеин

сохранял оптические свойства, а амфотерицин — противогрибковую актив-

ность [70].

5.4.2. Свойства исходного материала

Некоторые материалы, например металлы и керамика, обладают свойствами,

позволяющими использовать их в клинической практике: многие металлы лег-

ко намагничиваются, нагреваются или флуоресцируют при наложении магнит-

ного или электрического полей [71]. Керамика обладает интересными струк-

турными свойствами, которые делают возможным ее использование в тканевой

инженерии [72]. Такие материалы можно применять для транспортировки био-

логически активных молекул. Создаваемые на их основе системы доставки ле-

карственных препаратов полифункциональны, что продиктовано самой приро-

дой вещества нанопереносчика.

110 Глава 5



5.4.2.1. Электрические свойства

Способность металлических частиц проводить электрический ток позволяет

использовать их для доставки и активации биологических молекул. Несколько

исследований было посвящено функциональной модификации наночастиц зо-

лота с помощью окислительно-восстановительных ферментов. Золото усилива-

ет перенос электронов, повышая активность ферментов. Таким образом, его

частицы способны одновременно выступать в роли переносчиков ферментов

и проводников электронов, необходимых для проявления ферментативной ак-

тивности [71, 73]. Нанопроволоки на основе наночастиц золота и окислитель-

но-восстановительных ферментов также могут использоваться в качестве высо-

коточных биосенсоров [73].

Изучению потенциала переноса электронов в блок-сополимерах было по-

священо несколько исследований [74]. Полимерные мицеллы, образованные

такими сополимерами, могут использоваться для доставки и активации фер-

ментов, подобно наночастицам золота.

5.4.2.2. Оптические свойства

Оптические свойства некоторых металлов позволяют создавать системы на

основе наночастиц, которые используются как для получения изображений

клеток и тканей, так и для доставки лекарственных препаратов. Квантовые точ-

ки представляют собой небольшие полупроводниковые кристаллы; они приме-

няются для получения изображений, начиная с 1980-х гг. Квантовые точки

конъюгировали с множеством биологических молекул, включая пептиды, анти-

тела и олигонуклеотиды. Такие частицы используют для получения изображе-

ний живых тканей, в том числе опухолевых клеток и генов. Кроме того, иногда

к квантовым точкам присоединяют молекулы лекарственных препаратов, что

позволяет создать систему, одновременно служащую для получения изображе-

ний и для доставки лекарств [75].

5.4.2.3. Магнитные свойства

Магнитные металлические наночастицы активно используются в магнитно-ре-

зонансной томографии (МРТ). Например, в качестве контрастного агента для

МРТ применяют оксид железа, соединенный с декстраном. Кроме того, части-

цы оксида железа связывали с инсулином для ослабления интернализации ток-

сичных магнитных частиц. Возможно, в будущем такие частицы удастся соеди-

нить с молекулами лекарственных препаратов, что позволит создать магнитные

наночастицы, пригодные как для получения изображений, так и для доставки

лекарств [4, 6].

5.4.2.4. Термальные свойства

Некоторые металлы можно нагревать путем передачи энергии магнитного поля

или света и применять для разрушения опухолей методом гипертермии [76].

Возможно, что наночастицы золота или другого металла, содержащие противо-
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опухолевые препараты, в будущем можно использовать для устранения опухо-

лей за счет не только действия лекарства, но и тепловой обработки [76–78].

5.4.2.5. Структурные свойства

Керамические наночастицы активно применяют для воссоздания костной тка-

ни или биосовместимых покрытий в тканевой инженерии. Однако эти частицы

способны выполнять и другие функции. В частности, была изучена возмож-

ность направленной доставки ванкомицина и гентамицина с помощью нано-

капсул гидроксиапатита и нанокристаллов сульфата кальция. Такие системы

можно использовать для обеспечения прочности костной ткани и лечения ин-

фекции данной ткани — остеомиелита [79]. Сообщалось также о включении

ростовых факторов в керамические наночастицы для использования в тканевой

инженерии. В этом случае керамические частицы выполняют двоякую функ-

цию — обеспечивают прочность ткани и способствуют регенерации кости под

действием факторов роста [72].

5.4.2.6. Полимерные мицеллы в качестве нанореакторов

Полимерные мицеллы способны захватывать металлические наночастицы; это

свойство используют для создания контрастного агента для МРТ и других мето-

дов получения изображений. Некоторые полимеры могут присоединять соли ме-

таллов и взаимодействовать с ними с образованием хелатных комплексов. В ре-

зультате мицелла служит в качестве реактора для производства металлических

частиц [74]. Микросреда, создаваемая в ядре полимерной мицеллы, может быть

модифицирована так, чтобы выступать в роли микрореактора для синтеза или ак-

тивации биологически активных веществ, лекарств или факторов роста.

5.5. Заключение

Изменение свойств вещества на атомном уровне позволяет расширять спектр

возможных применений биомедицинской инженерии, включая направленную

доставку лекарственных препаратов. За последние годы появились новые воз-

можности для синтеза наночастиц на основе дендримеров, липосом, мицелл,

а также металлов и полимеров. Последние достижения в области молекулярной

биологии позволяют получать новые лиганды, разрабатывать новые способы

визуализации и диагностические устройства, которые являются основой успеха

в создании систем доставки лекарственных препаратов. Эффективность тера-

певтических методов в будущем значительно повысится благодаря созданию

полифункциональных нанотехнологических систем.

Применение достижений нанотехнологии в медицине привлекает внимание

правительств и индустриального сектора многих стран. В 2004 г. мировой объ-

ем финансирования нанотехнологических отраслей достиг приблизительно

3 млрд долларов США, а по прогнозам на следующие десятилетия ежегодный

объем финансирования возрастет в несколько раз. На рынке лекарственных
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средств уже появились препараты, доставка которых в организме происходит

с помощью методов нанотехнологии, некоторые из лекарств уже проходят кли-

нические испытания. Эти вещества изменят современные методы лечения, а по-

добные технологии будет и в дальнейшем привлекать внимание исследовате-

лей, государственных фондов и частных инвесторов.
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6.1. Введение

Традиционные лекарства представляют собой небольшие молекулы, а среди

новых все чаще встречаются макромолекулы, например белки или пептиды.

Конечно, в эффективном лечении важнейшую роль играют терапевтические

свойства препарата, но очень важно правильно разработать систему его достав-

ки в организме. Кроме того, в генной терапии, которая, возможно, произведет

революционный переворот в современной медицине, для лечения или предот-

вращения заболеваний используются нуклеиновые кислоты. Однако развитие

генной терапии в значительной степени сдерживается отсутствием эффектив-

ной и безопасной системы доставки генов.

В последние сорок лет ведется активная работа по созданию систем транс-

порта лекарств и нуклеиновых кислот. Они должны обладать хотя бы одним из

перечисленных ниже качеств: повышать терапевтическое действие препарата,

быть удобными для пациента и снижать стоимость лечения. Специфические за-

дачи, которые решаются при создании нового метода доставки препарата, мо-

гут различаться, но чаще всего целью синтеза таких систем является транспорт

лекарств непосредственно к пораженным органам, тканям или клеткам, сниже-

ние побочного действия (инфекция, системная токсичность или нежелательная

иммунная реакция), повышение биодоступности препарата, оптимизация фар-

макокинетики, минимизация риска и дискомфорта при приеме, возможность

самостоятельного применения препарата и уменьшение участия медицинского

персонала, а также снижение стоимости лекарства [1]. Основным стимулом ак-

тивного развития систем доставки лекарственных препаратов и генов является

появление лекарств на основе белков, пептидов и нуклеиновых кислот. Эти ве-

щества могут оказывать мощное действие, однако они дороги и нестабильны.

Их доставка к определенным тканям или клеткам эффективным, контролируе-

мым, безопасным и удобным для пациента способом является основной зада-

чей исследований в этой области.

Относительно недавно ученые начали активно заниматься разработкой поли-

мерных систем транспорта, которые обладают интересными структурными свой-
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ствами и размерами в нанометровом диапазоне. Полимеры — макромолекулы,

построенные из ряда идентичных или похожих повторяющихся звеньев, образу-

ющих протяженные цепи. Состав, структура и свойства полимеров чрезвычайно

разнообразны. Некоторые их характеристики — биосовместимость, возмож-

ность биологического разложения, разнообразные механические свойства, а так-

же легкость производства и модификаций, делают полимеры весьма перспектив-

ными для создания систем доставки. Кроме природы самого материала в синтезе

такой структуры большую роль играет размер частиц. Живую клетку можно рас-

сматривать как совокупность действия наномеханизмов (ионных каналов, рибо-

сом и т. п.), и здесь важно, что размеры большинства лекарств и генов как раз на-

ходятся в нанометровом диапазоне. Кажется очевидным, что системы доставки

на основе наночастиц с большой эффективностью могут взаимодействовать как

с биологическими структурами, так и с лекарствами или генами.

В этой главе рассматриваются три типа полимерных наноструктур, исполь-

зующихся для транспортных целей: наночастицы, мембраны с размером пор в

несколько нанометров и нановолокна. Сначала мы коснемся вопросов, связан-

ных с созданием полимерных наноструктур и возможностями их применения

для доставки лекарств и генов, а затем кратко остановимся на перспективах

этой быстро развивающейся новой области исследований.

6.2. Наночастицы для доставки лекарств и генов

Наночастицы достаточно активно изучаются в рамках разработки систем дос-

тавки лекарств или генов, и некоторые препараты на основе наночастиц, такие

как Доксил или Абраксан, уже находят применение в клинической практике.

Чрезвычайно важной характеристикой наночастиц является их размер (мы об-

судим этот вопрос подробнее в следующем разделе). Но поскольку системы

доставки работают в биологических жидкостях, и синтез большинства наночас-

тиц происходит в водных средах, то еще одну важную роль в синтезе, структу-

ре, свойствах и функционировании наночастиц играет растворимость полиме-

ров в воде. Поэтому далее мы проанализируем классификацию наночастиц на

основании растворимости в воде образующего их полимера. Иногда для полу-

чения наночастиц используют одновременно несколько типов полимеров. В та-

ких случаях классификация производится по тому полимеру, который в боль-

шей степени определяет метод синтеза и свойства наночастиц.

6.2.1. Роль размера наночастиц в системах доставки

лекарств и генов

Традиционно лекарства вводят в организм в виде свободных молекул. Это наи-

более простой путь, однако для его применения существуют многочисленные

ограничения, например для цитотоксических химиотерапевтических препара-

тов или лабильных химических веществ. В последние годы ведется активное

изучение частиц, размер которых составляет несколько микрометров (микро-
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частицы), для использования в качестве носителей лекарств или генов. Напри-

мер, пористые микрочастицы диаметром 20 мкм использовали для доставки ле-

карства в легкие путем ингаляции [2], а частицы размером более 40 мкм— для

эмболизационной терапии [3]. На шкале размеров между свободными молеку-

лами лекарств и микрочастицами размещаются частицы с размерами от 10 до

1000 нм. Преимущества систем на основе частиц такого размера перед свобод-

ными препаратами и микрочастицами заключаются в лучшей защите лекарства

(гена), возможности доставки малорастворимых препаратов, продолжительном

времени высвобождения, длительной циркуляции, направленного действия на

органы (или ткани, или клетки), проникновении внутрь клеток, а также в пре-

одолении защитных барьеров организма. Ниже мы рассмотрим эти преимущес-

тва подробнее.

6.2.1.1. Защита лекарства (гена)

Для достижения высокой эффективности действия препарата, а также для удоб-

ства пациента обычно стремятся достичь длительного высвобождения препара-

та (гена) из наночастиц. Однако многие лекарства, особенно белки, пептиды

и нуклеиновые кислоты, в организме подвергаются быстрому выведению или

расщеплению. Таким образом, до высвобождения подобных веществ необхо-

димо обеспечить их защиту от расщепления и нежелательных взаимодействий.

Кроме того, она необходима для достижения направленного действия препара-

тов при внутривенном или пероральном введении, поскольку до проникнове-

ния к органу-мишени лекарствам предстоит преодолеть ряд биологических или

физиологических барьеров.

6.2.1.2. Доставка малорастворимых соединений

Многие лекарства плохо растворяются в воде, что влечет за собой их низкую

биодоступность или вызывает необходимость применения в форме, оказываю-

щей серьезное побочное действие. Одним из примеров может служить пакли-

таксел — противоопухолевый препарат, который очень плохо растворяется в

воде. В настоящее время его вводят пациентам в растворителе Cremophor EL,

нередко вызывающем острую реакцию гиперчувствительности. Кроме того,

многие потенциально активные терапевтические средства не проходят началь-

ных стадий испытаний из-за низкой растворимости, что сводит на нет много-

численные усилия разработчиков [4]. В этом случае включение плохораствори-

мых молекул лекарственного вещества в наночастицы может оказаться

довольно простым и общим решением проблемы.

6.2.1.3. Продолжительное высвобождение

Для достижения оптимального терапевтического действия и для удобства паци-

ента во многих случаях необходимо добиваться продолжительного времени

высвобождения препарата. В экспериментах с крысами-диабетиками было по-

казано, что подкожные инъекции нагруженных инсулином полимерных нано-

частиц размером 85–185 нм оказывают значительно более длительное гипогли-
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кемическое действие, чем свободный инсулин [5]. В другом исследовании при

внутримышечном введении наночастиц сополимера полимолочной и гликоле-

вой кислоты размером 600 нм, несущих плазмидную ДНК, удавалось достичь

продолжительной экспрессии гена [6]. Хотя микрочастицы также позволяют

увеличить продолжительность циркуляции лекарства, в крови в качестве

депо-препаратов можно использовать только наночастицы [7].

6.2.1.4. Длительное время циркуляции

Лекарства, предназначенные для внутривенного введения, должны длительное

время находиться в крови. Это является обязательным условием направленной

доставки и продолжительного высвобождения. Верхний предел размера цирку-

лирующих жестких частиц ограничивается диаметром мельчайших капилляров

и составляет около 5 мкм. Частицы с размерами в несколько микрометров быстро

захватываются ретикулоэндотелиальной системой в отличие от частиц, не пре-

вышающих 200 нм, которые могут циркулировать в крови более продолжитель-

ное время, благодаря соответствующим свойствам своей поверхности [7, 8].

6.2.1.5. Направленная доставка

Целевая доставка препарата — один из важнейших принципов лекарственной

(генной) терапии. Направленное действие наночастиц происходит на разных

уровнях — от органов и тканей до отдельных клеток и даже внутриклеточных

областей. Проникновение к органам и тканям может достигаться за счет разно-

го размера пор сосудистой системы. Например, кровеносные сосуды печени

имеют поры размером от 106 до 175 нм [9]. Таким образом, направленная дос-

тавка препаратов к ним достигается за счет соответствующего размера частиц и

определенных свойств их поверхности. Многие типы опухолей характеризуют-

ся крупными сосудистыми порами — от 380 до 780 нм. Поэтому циркулирую-

щие наночастицы размером от 100 до 300 нм могут проходить через них и на-

капливаться в опухолевой ткани за счет эффекта усиления проницаемости и

удерживания [10]. Кроме того, присоединение специфических лигандов позво-

ляет производить доставку наночастиц практически к любому доступному типу

клеток с известными клеточными рецепторами.

6.2.1.6. Усиление захвата клетками

В то время как фагоцитирующие клетки с большей эффективностью взаимо-

действуют с частицами размером в микрометровом диапазоне, нефагоцити-

рующие клетки, которые обычно являются мишенью действия лекарств, пре-

имущественно поглощают нанометровые частицы. Было показано, что

наночастицы размером 100 нм захватывались клетками линии Caco-2 в 2,5 и

6 раз эффективнее, чем частицы размером 1 и 10 мкм соответственно [11].

Аналогичные результаты были получены в экспериментах с другой клеточной

линией [12]. Анализ трансфекции генов также показал, что ДНК-содержащие

частицы размером меньше 100 нм переносились в клетки COS-7 в 27 раз эффек-
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тивнее, чем частицы размером более 100 нм [13]. Кроме того, величина нано-

частиц влияет на способ их интернализации [14], что позволяет следить за ними

даже тогда, когда они находятся внутри клетки. Это особенно важно для дос-

тавки лекарств или генов, которые должны функционировать в определенном

участке клетки.

6.2.1.7. Преодоление защитных барьеров организма

Малый размер наночастиц облегчает их прохождение через разные барьеры

организма. Наиболее распространенным способом введения препаратов явля-

ется пероральный прием, однако он не подходит для лекарств, разлагающихся в

ЖКТ и плохо проникающих через кишечный эпителий. Полимерные наночас-

тицы могут не только защитить содержащиеся в них лекарства от расщепления

и продлить их пребывание в ЖКТ, но и позволяют им проникать сквозь слизис-

тую оболочку кишечника [15]. Таким способом удалось повысить биодоступ-

ность гепарина, инсулина, пептидов и паклитаксела [5, 16–18]. Гематоэнцефа-

лический барьер (ГЭБ) — еще одна преграда, которую не могут преодолевать

лекарства. Он образуется за счет тесного контакта между эндотелиальными

клетками капилляров и защищает центральную нервную систему (ЦНС) от воз-

действия опасных веществ, находящихся в крови. Большинство препаратов не

могут проникать в ЦНС. Таким образом, преодоление ГЭБ— важная проблема

при создании лекарств для лечения опухолей головного мозга. Исследования

показали, что наночастицы способны проникать сквозь ГЭБ [19], а по послед-

ним данным наночастицы с диаметром менее 100 нм преодолевают ГЭБ гораз-

до более эффективно, чем частицы большего размера [20].

6.2.2. Наночастицы из нерастворимых в воде полимеров

Наночастицы из нерастворимых в воде полимеров могут образовываться как из

уже готовых полимеров, так и из мономеров. Полимолочная кислота (ПМК)

и сополимер молочной и гликолевой кислот (ПМГК) — гидрофобные высоко-

молекулярные соединения, которые используются достаточно часто, посколь-

ку являются биосовместимыми, биоразлагаемыми и допущены FDA
*
к приме-

нению в составе лекарственных средств. Чтобы придать поверхности

наночастиц необходимые свойства, которые определяют возможность их взаи-

модействия с биологическими системами и позволяют использовать в качестве

переносчиков лекарств или генов, в их состав обычно вводят амфифильные со-

полимеры. В частности, гидрофильный полимер полиэтиленгликоль (ПЭГ)

сополимеризуют с различными гидрофобными полимерами, в результате чего

образуются амфифильные блок-сополимеры, такие как ПЭГ–ПМК или

ПЭГ–ПМГК. Обычно их используют для получения покрытых полиэтиленгли-

колем (пэгилированных) наночастиц. Наночастицы изготавливают и из многих
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других гидрофобных полимеров или их производных, например поликапролак-

тама (ПКЛ) или полиалкилцианоакрилата. Ниже рассмотрено несколько мето-

дов получения наночастиц из гидрофобных полимеров.

6.2.2.1. Образование наночастиц путем преципитации полимера

Образование эмульсии/выпаривание растворителя

В этом методе полимер растворяют в несмешивающемся с водой органическом

растворителе, дихлорметане, хлороформе или этилацетате. В нем же растворя-

ют или диспергируют лекарственный препарат. При добавлении такого раство-

ра к большому объему воды с последующей гомогенизацией образуются систе-

ма с мелкими капельками полимера — так называемая эмульсия типа масла в

воде. Для стабилизации капелек в качестве эмульгаторов обычно используют

поверхностно-активные вещества, например поливиниловый спирт. После вы-

паривания органического растворителя остаются твердые полимерные нано-

частицы. Для инкапсулирования водорастворимых лекарственных препаратов

их обычно растворяют в воде и эмульгируют в масляной фазе, что приводит к

образованию эмульсии воды в масле. Затем эту эмульсию воды в масле вновь

эмульгируют в воде, в результате чего образуется эмульсия вода–масло–вода

[21]. Именно таким методом были синтезированы наночастицы из ПЭГ-сопо-

лимера молочной и гликолевой кислот размером 200 нм, содержащие белковые

и пептидные препараты [7]. Для образования эмульсии с наночастицами обыч-

но применяют ультразвук или высокоскоростную гомогенизацию. В модифи-

цированном методе с образованием эмульсии и выпариванием растворителя к

органической фазе добавляют смешиваемый с водой умеренно полярный рас-

творитель, например ацетон. Смешивание органической фазы с водой приво-

дит к спонтанному образованию капелек нанометрового диаметра, возможно,

за счет снижения поверхностного натяжения на границе водной и органической

фаз а также за счет турбулентности, возникающей при быстрой диффузии аце-

тона в воде. Этот метод был использован для создания наночастиц из сополиме-

ра молочной и гликолевой кислот размером 200–300 нм, содержащих 5-фтор-

урацил [22].

Вытеснение растворителя

В отличие от описанной выше методики в этом случае для растворения полиме-

ра и лекарственного препарата применяют смешиваемый с водой растворитель,

например этанол или ацетон. Лекарственный препарат должен быть нераство-

рим или очень плохо растворим в воде. При вливании раствора в воду происхо-

дит быстрая диффузия органического растворителя в воде, что приводит к пре-

ципитации полимера и лекарства в виде наночастиц. Для облегчения их

образования и стабилизации можно использовать поверхностно-активные ве-

щества: полоксамер 88, триблок-сополимер полиэтиленоксид/полипропилен-

оксид/полиэтиленоксид или соевый лектин [23]. Одним из примеров примене-

ния такой технологии является синтез наночастиц из сополимера молочной и

гликолевой кислот размером 100 нм, содержащих модельный лекарственный
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препарат кумарин-6 [24]. Для увеличения емкости наночастиц по отношению к

липофильным препаратам в органическую фазу добавляют растворитель масел.

У образующихся при этом наночастиц есть масляное ядро, окруженное поли-

мерной оболочкой; такие структуры называют нанокапсулами. С помощью

данного метода были синтезированы нанокапсулы из полимолочной кислоты

размером 180 нм, содержащие галофантрин [23].

Высаливание

При этом способе раствор полимера и лекарства в смешивающемся с водой рас-

творителе, например ацетоне, добавляют к насыщенному водному раствору

соли, в частности к хлориду или ацетату магния, содержащему поливиниловый

спирт [25]. Хотя ацетон смешивается с водой, при механическом воздействии

из-за эффекта высаливания органического растворителя образуется эмульсия

типа масло в воде. При добавлении в систему чистой воды происходит диффу-

зия ацетона из масляной фазы в водную и образуются твердые полимерные

наночастицы. С помощью данного приема удалось получить наночастицы из

полимолочной кислоты, содержащие лекарственные препараты, с диаметром

от 230 до 730 нм [25]. В другом исследовании были получены наночастицы из

полимолочной кислоты и сополимера молочной и гликолевой кислот со сред-

ним размером частиц менее 200 нм [26].

Метод с использованием сверхкритического жидкого CO2

Сверхкритический диоксид углерода (скCO2) представляет определенный ин-

терес для создания частиц с целью доставки лекарств, поскольку он нетокси-

чен, негорюч, недорог и безвреден для организма и окружающей среды [27].

Сверхкритический диоксид углерода используют в качестве растворителя для

одновременного растворения лекарств и полимеров. Если такую смесь распы-

лять через форсунку в камере с низким давлением, образуются содержащие ле-

карственный препарат полимерные микрочастицы [28]. Этот метод привлека-

телен тем, что не требует применения органического растворителя, однако

возможности его ограничены из-за плохой растворимости высокомолекуляр-

ных полимеров в скCO2. Однако низкая растворимость полимеров в скCO2 ис-

пользуется в технике, называемой методом сверхкритического антираствори-

теля. В этом случае лекарство и раствор полимера в органическом растворителе

распыляют в камере с скCO2. Быстрая экстракция органического растворителя

фазой скCO2 приводит к осаждению наночастиц, содержащих лекарственный

препарат [29].

6.2.2.2. Образование наночастиц путем полимеризации мономеров

С помощью данной технологии синтезируют наночастицы из полиалкилциано-

акрилата (ПАЦА) — биоразлагаемого полимера, используемого в качестве

адгезивного материала в хирургии. Для приготовления наночастиц алкилциа-

ноакрилатный мономер, например изобутилцианоакрилат или изогексил-

цианоакрилат, добавляют к кислому водному раствору при интенсивном пере-

мешивании, в результате чего образуется эмульсия. Затем происходит
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полимеризация. В качестве стабилизатора коллоидных частиц используют по-

верхностно-активные вещества, декстран 70 или полисорбаты. Образуются на-

ночастицы с диаметром в диапазоне размеров от 70 до 350 нм [5, 20, 30]. В час-

тицы из полиалкилцианакрилатов были введены многие лекарства (на старте

полимеризации или после ее завершения), и они показали хорошие результаты

в системах доставки лекарственных препаратов. В частности, включая в такие

наночастицы доксорубицин, удается преодолеть проблему множественной ле-

карственной устойчивости при лечении опухолевых заболеваний, которая пре-

пятствует эффективной химиотерапии [30, 31]. Наночастицы ПАЦА, содержа-

щие инсулин, оказывают более продолжительное гипокликемическое действие

путем введения под кожу, а также лучше всасываются при пероральном прие-

ме, чем свободный инсулин [5]. Противоопухолевое действие антисмысловых

олигонуклеотидов также значительно возрастало при их введении в организм в

составе наночастиц [32].

6.2.3. Наночастицы из водорастворимых полимеров

Водорастворимые полимеры широко применяются при синтезе наночастиц для

доставки лекарств или генов. Такие полимеры могут быть природного или син-

тетического происхождения, среди них встречаются сополимеры весьма слож-

ного строения. Растворимость полимеров в воде позволяет проводить синтез

наночастиц без использования токсичных органических растворителей, кото-

рые способны денатурировать белки. Многие гидрофильные полимеры в воде

имеют заряд и могут взаимодействовать с ионными лекарственными препара-

тами, что позволяет контролировать их связывание и высвобождение. Многие

из таких полимеров содержат химически активные группы, их можно модифи-

цировать, присоединяя функциональные молекулы. С другой стороны, так как

полимеры растворимы в воде, их цепи должны быть связаны друг с другом, что-

бы удерживать отдельные наночастицы в изолированном виде. В зависимости

от того, используется ли для синтеза наночастиц заранее сформированный по-

лимер или смесь мономеров, наночастицы из водорастворимых полимеров под-

разделяют на три группы: преформированные полимеры с перекрестными

сшивками, самособирающиеся блок-сополимеры и полимеризованные моно-

меры.

6.2.3.1. Образование наночастиц из перекрестно-сшитых полимеров

Метод образования перекрестных сшивок используется при синтезе наночас-

тиц для доставки лекарственных препаратов из различных гидрофильных поли-

меров. Процесс обычно начинают с растворения полимера в воде, промежуточ-

но образуются различные фазы в ходе ионного гелеобразования, эмульгации,

вытеснения растворителя, комплексной коацервации или индуцированной

солью десольватации. Далее в результате образования перекрестных сшивок

формируются наночастицы. В некоторых случаях обходятся без промежуточ-

ной стадии, и в результате возникновения перекрестных сшивок в полимере
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сразу появляются наночастицы. Перекрестные сшивки могут образовываться

за счет химических связей или физических взаимодействий.

Образование перекрестных сшивок путем химического связывания исполь-

зовалось для получения желатиновых и полиэтилениминовых наночастиц для

доставки лекарств и генов. Желатин— белковый продукт, который обычно по-

лучают путем частичного гидролиза коллагена. Это вещество принято считать

безопасным, и оно уже долго используется в пищевой и фармацевтической про-

мышленности. Желатин — амфотерный полиэлектролит, имеющий положи-

тельный заряд в кислых средах. При синтезе наночастиц на начальном этапе

часто в результате эмульгации, вытеснения растворителя, комплексной коацер-

вации или десольватации образуется отдельная фаза. Далее следует этап пере-

крестного сшивания с помощью глутарового альдегида или глиоксаля. В жела-

тиновые наночастицы включали такие противоопухолевые препараты, как

доксорубицин [33], паклитаксел [34], цитарабин [35] и метотрексат [36], а так-

же офтальмологические препараты— гидрохлорид пилокарпина и гидрокорти-

зон [37]. Было изучено распределение в организме нагруженных паклитаксе-

лом желатиновых наночастиц [34]. Кроме того, с помощью этого метода в

желатиновые наночастицы включали плазмиднуюДНК [38, 39]. В одном иссле-

довании нагруженные геном наночастицы из желатина и пэгилированного же-

латина со средним диаметром 200 нм вводили внутривенно или внутрь опухоли

подопытным мышам, у которых наблюдался высокий уровень экспрессии ре-

портерных генов [39]. Относительно недавно были получены желатиновые на-

ночастицы, конъюгированные с антителами, связывающимися с клетками

Т-клеточного лейкоза человека и нативными Т-лимфоцитами, что указывает на

потенциальную возможность использования желатиновых наночастиц для на-

правленной доставки лекарств и генов к специфическим типам клеток [40, 41].

Наночастицы из полиэтиленимина готовили путем образования перекрестных

сшивок с полиэтиленоксидом в эмульсионной системе типа вода в масле [42].

Образующиеся наночастицы, названные наногелями, имели диаметр 20–220 нм

и до введения в них лекарственного препарата обладали слабым положитель-

ным зарядом при рН 7,0 [43]. Катионную природу наногелей использовали для

образования комплексов с отрицательно заряженными лекарственными препа-

ратами, ретиноевой кислотой, индометацином, олигонуклеотидами и анало-

гами нуклеозидов [42–45]. Для осуществления направляемой рецепторами

доставки лекарственных препаратов наногели конъюгировали с фолатом,

трансферрином или инсулином [44, 45]. Выяснилось, что частицы наногеля с

лекарством способны проникать сквозь поляризованный монослой эпителиаль-

ных клеток кишечника человека и сквозь слой эндотелиальных клеток капилля-

ров мозга быка. В экспериментах in vivo было показано, что при внутривенном

введении мышам наногеля с олигонуклеотидами накопление частиц происхо-

дит значительно активнее, чем при введении в свободном виде [45]. Эти данные

указывают на потенциальную возможность применения перорального способа

приема наногелей для доставки малорастворимых и высокомолекулярных пре-

паратов, а также на способность препаратов проникать через ГЭБ.
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Поскольку многие водорастворимые полимеры являются полиэлектролита-

ми, для индуцирования перекрестных сшивок часто используют ионные

взаимодействия. Так, наночастицы на основе альгината получают путем обра-

зования перекрестных сшивок между анионом альгината (из альгината натрия)

и катионами кальция и (или) хитозаном либо поли-L-лизином. Например, нано-

частицы альгината диаметром около 235 нм, содержащие несколько противоту-

беркулезных препаратов, вводили морским свинкам через легкие [46]. При та-

ком способе введения биодоступность и длительность действия лекарств

оказались значительно выше, чем при пероральном приеме свободных препа-

ратов. Этим же методом были получены наночастицы альгината, содержащие

плазмидную ДНК и олигонуклеотиды [47–49]. Тот же прием использовли и для

хитозана — недорогого, биоразлагаемого, биосовместимого и биоадгезивного

полисахарида, который в водных средах с кислым значением рН имеет высо-

кую плотность положительно заряженных первичных аминогрупп. Кальво с со-

авторами синтезировали наночастицы хитозана, используя для образования пе-

рекрестных сшивок анионы триполифосфата [50]. Такие наночастицы

обладают большой емкостью по отношению к белкам, бычьему сывороточному

альбумину [51], токсоидам столбняка и дифтерии [50, 52] или инсулину [53, 54].

С помощью данного метода в наночастицы хитозана также были включены им-

муносупрессорный препарат циклоспорин А [55] и противоопухолевое сред-

ство доксорубицин [56]. Использование подобных систем дало положительные

результаты при назальном и внутриглазном способах введения [53, 55].

Плазмидная ДНК — полимерная молекула с высокой плотностью отрица-

тельно заряженных групп в воде. Она может выступать как в роли терапевти-

ческого агента для доставки генов, так и в качестве перекрестной сшивки для

связывания хитозана или полиэтиленимина. Леонг с соавторами провели син-

тез наночастиц из водных растворов хитозана и ДНК путем простого смешива-

ния в присутствии сульфата натрия [57]. Наночастицы самопроизвольно обра-

зовывались в растворе и имели небольшое распределение по размерам в

интервале от 100 до 300 нм. При пероральном введении мышам наночастиц хи-

тозана, содержащих ген аллергена, наблюдалась более выраженная иммуниза-

ция, чем при введении незащищенной ДНК [58]. В другом исследовании нано-

частицы из хитозана и ДНК доставлялись в печень крыс путем вливания в

желчные протоки и портальную вену. При этом наблюдался сравнительно вы-

сокий уровень экспрессии генов при низкой токсичности [59].

Возможно, наиболее интенсивно и широко изучаемым полимером для соз-

дания невирусных систем доставки генов является полиэтиленимин (ПЭИ).

При нейтральных значениях рНПЭИнесет на себе большой положительный за-

ряд, поэтому в водных средах он связывается с ДНК, образуя комплексы

ПЭИ–ДНК. Морфология комплексов в значительной степени зависит от соот-

ношения зарядов ПЭИ и ДНК, которое, в свою очередь, определяется соотно-

шением числа атомов азота в ПЭИ и числа фосфатных групп в ДНК (отношение

N/P), как показано на рис. 6.1. Компактные наночастицы ПЭИ/ДНК, называе-

мые полиплексами, образуются в определенном диапазоне значений N/P —
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обычно от 3 до 20. Для переноса генов лучше использовать именно эти наночас-

тицы. Кроме первичных аминогрупп ПЭИ также имеет большое количество

вторичных и третичных аминогрупп. После захвата наночастиц внутрь клеток

путем эндоцитоза эти аминогруппы, возможно, могут выступать в роли «про-

тонной губки», приводя в конечном итоге к выходу наночастиц из эндосом и

последующему их расщеплению в лизосомах [60, 61]. ПЭИ не только обладает

способностью связывать ДНК и выходить из эндосом, он легко подвергается

дополнительной модификации, что повышает его биосовместимость и увели-

чивает эффективность трансформации [62, 63]. Для доставки генов в условиях

in vivo ПЭИ связывали с ПЭГ, что позволило повысить растворимость полиме-

ра в воде, снизить его иммуногенность и увеличить время циркуляции. Для свя-

зывания с рецепторами использовали конъюгаты ПЭИ с галактозой [64], фола-

том [65], трансферрином [66] и антителами [67]. Применение наночастиц

ПЭИ/ДНК дало хорошие результаты во многих исследованиях на модельных

животных. В частности, был достигнут высокий уровень экспрессии генов в

легких в результате введения данных наночастиц самыми разными способами,

включая внутривенное введение [68], закапывание в нос [69], введение в тра-

хею [70] и в легкие [71], что свидетельствует о высоком потенциале этой систе-

мы для борьбы с кистозным фиброзом легких. Путем внутримышечных инъек-

ций наночастиц ПЭИ/ДНК удалось добиться экспрессии терапевтического гена
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Рис. 6.1. Изображения комплексов, образованных разветвленным ПЭИ (25 кДа) и

ДНК фага лямбда в воде при соотношении N/P 1 : 10 (а), 3 : 1 (б), 30 : 1 (в) и 300 : 1 (г).

Компактные наночастицы ПЭИ/ДНК формируются при соотношении N/P 3 : 1. Полу-

чено методом атомно-силовой микроскопии (в полуконтактном режиме); размеры

снимков: 1 мкм � 1 мкм



bcl-2 в нейронах ЦНС [72]. Кроме того, внутривенное введение покрытыхbcl-2 в нейронах ЦНС [72]. Кроме того, внутривенное введение покрытых

трансферрином наночастиц ПЭИ/ДНК мышам с индуцированными опухолями

приводило к преимущественной экспрессии перенесенных генов в отдаленных

опухолях по сравнению с основными органами [73]. Такая же экспрессия тера-

певтических генов в опухолях наблюдалась после внутрибрюшинной инъекции

комплексов ПЭИ/ДНК [74].

6.2.3.2. Образование наночастиц в результате

самопроизвольной сборки блок-сополимеров

В водной среде блок-сополимеры могут самопроизвольно образовывать поли-

мерные мицеллы со структурой «ядро–оболочка». Такие сополимеры должны

содержать гидрофильные сегменты, образующие внешнюю оболочку. С этой

целью чаще всего используются ПЭГ или полиэтиленоксид (ПЭО). При попада-

нии этих мицелл в кровь внешняя оболочка обеспечивает стерическое отталки-

вание от белков плазмы и позволяет избежать быстрого выведения ретикулоэн-

дотелитальной системой. Другие сегменты полимерной структуры должны

формировать в водной среде твердое ядро. Для этого подходят многие полиме-

ры, например ПМК, ПМГК, поликапролактам, полиглутамовая кислота, поли-

этиленимин или полибензиласпартат. Формированию и стабилизации ядра спо-

собствуют электростатические и гидрофобные взаимодействия, образование

химической связи и комплексов полимера с металлами [75]. Химический сос-

тав, размер молекулы, а также длина блоков, составляющих сополимер, легко

изменяемы, что позволяет модифицировать структуру и свойства полимерных

мицелл. Еще важнее, что к концам внешних гидрофильных сегментов возмож-

но присоединять различные лиганды. Это обеспечивает доставку таких струк-

тур к определенным клеткам или тканям [76].

Полимерные мицеллы обычно имеют диаметр от 10 до 50 нм [77]. Это мень-

ше, чем размер большинства других наночастиц, используемых для транспорта

лекарственных препаратов, поэтому полимерные мицеллы с меньшей вероят-

ностью распознаются и захватываются ретикулоэндотелиальной системой.

Кроме того, они особенно удобны для пассивного связывания с опухолевыми

тканями с малым диаметром капилляров [10]. Полимерные мицеллы отличают-

ся узким диапазоном размеров, что важно для контроля их распределения и вы-

свобождения лекарств. Молекулы препаратов захватываются в ядро мицелл

и тем самым защищаются от гидролитического и ферментативного расщепле-

ния. Различные типы лекарств в составе полимерных мицелл проходили испы-

тания в условиях in vivo и in vitro. Для нескольких противоопухолевых средств,

включая доксорубицин [76], цисплатин [75], паклитаксел [78] и камптотецин

[79], наблюдалось повышение противоопухолевой активности по сравнению

с действием свободных препаратов. Кроме того, полимерные мицеллы способ-

ны проникать через кишечный эпителий и высвобождать плохо растворимые

в воде лекарства на протяжении длительного времени [80]. Положительные

результаты также были получены при использовании полимерных мицелл для

доставки олигонуклеотидов [81].
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6.2.3.3. Образование наночастиц путем полимеризации мономеров

Пеппас с соавторами разработали метод свободнорадикальной преципитации

(дисперсии) для синтеза гидрогелевых наночастиц из перекрестно-сшитой по-

лиметакриловой кислоты (ПМАК) с привитым полиэтиленгликолем (ПЭГ).

Поскольку полиметакриловая и полиакриловая кислоты (ПАК) представляют

собой рН-чувствительные полимеры, наночастицы из привитых сополимеров

ПМАК/ПЭГ и ПАК/ПЭГ обладают способностью сильно изменяться в размере

при изменении рН: от 200 нм при рН 2,0 до 2 мкм при рН 6,0 [82, 83]. Была изу-

чена способность гидрогелевых наночастиц из ПМАК/ПЭГ доставлять инсулин

при пероральном приеме. Инсулин помещали внутрь наночастиц за счет набу-

хания полимера при увеличении рН. В желудке из-за низкого значения рН же-

лудочного сока наночастицы сжимались, и инсулин оказывался физически

включенным внутрь наночастиц и защищенным от действия кислоты. При вы-

ходе наночастиц в кишечник (а именно там происходит наиболее активное вса-

сывание лекарств и питательных веществ), где значение рН около 8, наночасти-

цы набухали и высвобождали инсулин. При пероральном введении

инсулинсодержащих наночастиц крысам-диабетикам наблюдалось значитель-

ное снижение уровня глюкозы в сыворотке крови по сравнению с контрольны-

ми животными [83].

6.3. Нанопористые мембраны для доставки лекарств

6.3.1. Общий обзор устройств на основе нанопористых

структур для длительного высвобождения лекарств

В последнее время отмечается большой интерес к использованию депо-систем

для длительного высвобождения лекарственных препаратов в организме.

В клинической практике находят применение такие противоопухолевые препа-

раты на основе полимеров, как Lupron depot и Gliadel wafer. Интересным при-

мером служат многолуночные чипы, предназначенные для контролируемого

высвобождения сразу нескольких препаратов [84, 85]. Еще один подход к реше-

нию этой задачи — использование нанопористых структур. С помощью новей-

ших микротехнологий удалось создать силиконовые мембраны с рядами оди-

наковых нанопор, имеющих форму каналов [86, 87]. Размер пор абсолютно

одинаков на всем протяжении мембраны, точно контролируется и составляет

всего 7 нм. Из таких мембран создают капсулы, способные заключать в себя ле-

карство, причем кинетику высвобождения инкапсулированного препарата

можно контролировать изменением размера пор. Силиконовые нанопористые

мембраны также используют для создания биокапсул, изолирующих островко-

вые клетки, пересаженные для лечения диабета [88]. Регулирование ведичины

пор позволяет свободно проходить небольшим молекулам: воде, кислороду,

питательным веществам и инсулину, образуемому инкапсулированными клет-

ками, и при этом не пропускать более крупные и опасные частицы, например
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антитела хозяина или другие компоненты иммуной системы. Были изучены им-

мунозащитные свойства нанопористых мембран из оксида алюминия с часты-

ми порами диаметром 46–75 нм, образованными методом анодирования [89].

Предполагается, что имплантированные в организм больного инкапсулирован-

ные клетки будут производить инсулин в зависимости от уровня глюкозы в кро-

ви, причем без необходимости применения иммуносупрессоров.

Оба описанных выше метода позволяют создавать химически инертные и

прочные нанопористые мембраны с одинаковой и точно определяемой структу-

рой пор, однако ни силикон, ни оксид алюминия не разлагаются в биологичес-

ких системах. После имплантации и использования их необходимо хирургичес-

ки удалять. Напротив, такие полимеры, как ПМГК, могут быть полностью

биоразлагаемыми и биосовместимыми. По сравнению с силиконовыми матери-

алами, производимыми с помощью микро- или нанотехнологических подхо-

дов, полимерные материалы дешевы, а для создания полимерных микро- или

нанопористых структур, включая нанопористые мембраны, разработано мно-

жество недорогих методов. Ниже мы рассмотрим способы производства поли-

мерных нанопористых мембран, включая новейшие разработки, а также обсу-

дим возможности их применения для доставки лекарственных препаратов.

В заключение мы остановимся на способах изготовления таких систем.

6.3.2. Полимерные нанопористые мембраны

для доставки лекарственных препаратов

Травление — хорошо отработанный способ создания нанопор в полимерной

пленке путем быстрого ее бомбардирования тяжелыми ионами с последующим

селективным травлением для удаления полимера из латентных отпечатков [90].

Сначала для образования нанопор таким способом использовали поликарбонат

и полиэтилентерефталат, однако затем стали применять и другие полимеры,

включая полипропилен, поливинилдиенфторид и полиимиды. Диаметр образу-

ющихся нанопор составляет от десятка до сотен нанометров, а плотность их

расположения — от 1 до 10
10
/см

2
. По сравнению с методом инверсии фаз, этот

метод позволяет получать поры почти одинакового диаметра в широком диа-

пазоне размеров. Было отмечено продолжительное высвобождение лекар-

ственного препарата через поликарбонатные мембраны с порами размером

200–300 нм [91].

Создание нанопор путем инверсии фаз основано на диффузии жидкости

между обогащенной и обедненной полимером фазами [92]. Внутри мембраны

обогащенная полимером фаза образует твердую матрицу, а обедненная фаза

формирует поры. Средний размер пор и распределение по размерам можно кон-

тролировать путем изменения экспериментальных условий. Метод инверсии

фаз прост и дешев. Однако его недостатком является довольно большой раз-

брос диаметра пор. Эта технология применялся при изготовлении пористых

мембран для контролируемой доставки лекарственных препаратов [93, 94].
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Несколько лет назад для создания полимерной нанорешетки был применен

новый способ импринтинга защищенной матрицы [95]. Сначала провели трав-

ление пучка оптических волокон для синтеза чипа с рядами конусов с очень

тонкими остриями. Далее такой наночип использовали как образец для созда-

ния негативной полидиметилсилоксановой матрицы путем нанопечати. На сле-

дующей стадии получали наночип из поливинилового спирта. Наконец, на по-

следнем этапе наночип из поливинилового спирта покрывали пленкой из

ПМГК с помощью центрифугирования. Скорость центрифугирования и кон-

центрацию полимера тщательно контролировали, чтобы острия чипа мини-

мально продырявливали пленку. В результате растворения матрицы из поливи-

нилового спирта в воде получили пленку из ПМГК с рядами конических

выпуклостей с нанопорами (рис. 6.2). Геометрию пор можно контролировать

разными способами. Например, диаметр поры уменьшается от 3 мкм до 200 нм

и менее путем вытягивания оптических волокон. Это позволяет создавать плен-

ки с высокой плотностью пор. Угол острия конуса зависит от разницы скорости

травления волокна и окружающего его материала оболочки. Диаметр тонкого

конца конуса определяют форма конуса и глубина импринтинга. Диаметр осно-

вания конуса зависит от формы конуса и толщины слоя полимера. Для точного

воспроизведения такой нанорешетки требуется полное смачивание поверхнос-

ти раздела между образцом и наносимым полимером (т. е. между оптическим

волокном и полидиметилсилоксаном, между застывшим полидиметилсилокса-

ном и раствором поливинилового спирта в воде и между высохшим поливини-

ловым спиртом и раствором ПМГК). По сравнению с другими методами созда-

ния полимерных нанопористых материалов этот способ позволяет достигать

очень высоких значений плотности пор и хорошую однородность пор по разме-

ру, причем не только из биоразлагаемого полимера, но и из многих других по-

лимеров. В настоящее время ведутся работы по включению таких нанопорис-

тых мембран в функциональные системы.
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Рис. 6.2. Электронная микрофотография нанорешетки из сополимера молочной и

гликолевой кислот. Размер пор 250 нм



Чтобы включить нанопористую мембрану в систему доставки лекарствен-

ных препаратов, была предпринята попытка создания микроустройства, напо-

минающего капсулу, как показано на рис. 6.3. Устройство состоит из двух час-

тей: резервуара с лекарством и полимерной нанопористой мембраны. Процесс

изготовления устройства включает в себя три этапа: 1) микропроизводство ре-

зервуара для лекарства и загрузка лекарства; 2) производство нанорешетки и ее

установка на микропористой мембране; 3) сборка двух частей в единое целое.

Все устройство, включая резервуар для лекарства, микропористую подложку и

нанорешетку, изготовлено из биосовместимых и биоразлагаемых полимеров.

Таким образом, подобная конструкция может использоваться для импланта-

ции. С целью связывания различных молекул с полимерами, включая ПМГК,

была создана безвредная для биологических систем и окружающей среды тех-

нология, основанная на использовании СО2 [96]. Процесс можно проводить при

комнатной температуре, кроме того, нет необходимости в использовании орга-

нических растворителей. Ферменты и даже целые клетки выдерживают связы-

вание с полимером и остаются активными после завершения процедуры [97].

Возможно создать устройство любой величины — от нескольких микрометров

до нескольких сантиметров — в зависимости от конкретной задачи. Кроме

того, размер пор нанорешетки также варьируется, что позволяет контролиро-

вать скорость высвобождения лекарства. Для повышения механической проч-

ности нанопористой мембраны к ПМГК добавляли наноглину [98]. Одним из
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Рис. 6.3. Схема сборки микроустройства с нанопористой мембраной для контроли-

руемого высвобождения лекарственного препарата



предполагаемых применений такого устройства является продолжительное вы-

свобождение �-интерферона в опухолевых тканях.

6.4. Электроспиннинг как метод получения

полимерных нановолокон для доставки

лекарственных препаратов

Кроме наночастиц и нанопористых мембран существует еще один класс поли-

мерных наноструктур, привлекших внимание исследователей, занимающихся

разработкой систем доставки лекарственных препаратов. Это нановолокна (бо-

лее подробно они обсуждаются в следующей главе). В настоящее время для по-

лучения нановолокон чаще всего используют метод электропрядения (электро-

спиннинг). Он состоит в приложении высокого напряжения (несколько тысяч

вольт на сантиметр) к капилляру, заполненному жидким полимером (раствором

или расплавом), который выталкивается в направлении противоположного

электрода, играющего роль коллектора. Струя жидкости искривляется и закру-

чивается по спирали. Закручивание, испарение растворителя, а также значи-

тельное утоньшение за счет ускорения струи полимера под действием электри-

ческих сил приводят к образованию полимерных волокон нанометровой

толщины [99]. Этот метод достаточно универсален и позволяет включать в одно

волокно множество ингредиентов путем их диспергирования в исходном раст-

воре или суспензии. Для производства содержащих белки нановолокон со

структурой «стержень–оболочка» был применен метод коаксиального электро-

спиннинга [100]. Так удалось получить нановолокна из целого ряда полимеров,

включая ПЭО/ПЭГ [101], ПМГК [102–104], поликапролактама [105], хитозана

[106], поливинилового спирта [107] и желатина [108], которые широко приме-

няются для создания систем доставки лекарств. По сравнению с другими спосо-

бами получения нановолокон, например самосборкой и синтезом матрицы,

электроспиннинг — простой и экономичный метод, пригодный для производ-

ства очень длинных волокон из различных полимеров.

Из полученных таким путем нановолокон можно создавать нетканый мате-

риал (рис. 6.4), который по своей морфологии напоминает внеклеточный мат-

рикс природных тканей организма. Внеклеточный матрикс характеризуется

большой пористостью, большим распределением пор по размерам и широким

спектром механических свойств. Эти характеристики оказывают важное влия-

ние на структуру и функции тканей и органов. Нановолокна могут служить пре-

красной основой для роста клеток и формирования тканей. По этой причине по-

добные нановолокна активно изучаются с целью создания структурных

элементов для тканевой инженерии [109] и для заживления ран [102, 104, 105].

Кроме того, в нановолокна обычно включают биологически и терапевтически

активные вещества: антибиотики [102, 104, 110], противогрибковые препараты

[110], гепарин для предотвращения пролиферации гладкомышечных клеток со-

судов [105], белки [100, 107] и плазмидную ДНК [103]. В настоящее время
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исследования в области создания нановолокон для доставки лекарственных

препаратов направлены на демонстрацию возможности связывания лекарств,

изучение влияния иммобилизованных препаратов на свойства нановолокон,

а также на исследование процесса высвобождения лекарств из них. Уже полу-

чены некоторые интересные результаты, которые указывают на потенциаль-

ную возможность использования нановолокон в качестве носителей для дос-

тавки лекарственных препаратов.

6.5. Заключение

Поскольку люди продолжают страдать от серьезных болезней: рака, диабета, бо-

лезни Альцгеймера и сердечно-сосудистых заболеваний, активизируется поиск

новых препаратов, действие которых основано на последних достижениях гено-

мики и протеомики. Однако для полного раскрытия потенциала современных те-

рапевтических средств необходимы новые подходы к решению проблемы на-

правленной доставки лекарств и генов. В настоящее время активно развиваются

нанотехнологии с применением полимеров. Возможность использования нано-

полимеров для доставки лекарств и генов стимулировала создание широчайшего

спектра полимерных наноструктур. Среди них в ближайшие годы наиболее ин-

тенсивно изучаемыми объектами, по-видимому, останутся полифункциональ-

ные наночастицы. Кроме терапевтического действия они должны выполнять

функции защиты лекарственного средства, направленной доставки, контролиру-

емого высвобождения препарата, реагировать на сигналы, проникать через раз-

личные барьеры организма, способствовать визуализации клеток или тканей
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Рис. 6.4. Электронная микрофотография поликапролактамовых нановолокон, полу-

ченных методом электроспиннинга. Печатается с любезного разрешения Джона Лан-

нутти из департамента материаловедения и инженерии Университета штата Огайо



in vivo. Основным структурным материалом наночастиц, вероятно, останутся по-

лимеры, которые могут использоваться в сочетании со многими функциональ-

ными материалами, например магнитными частицами, квантовыми точками

и биомолекулами с дополнительными возможностями. Однако простого смеши-

вания многочисленных компонентов внутри частицы, размер которой находится

в нанодиапазоне, недостаточно для достижения необходимой функциональнос-

ти. Важно осуществить правильную организацию взаимодействия компонентов

внутри продуманно сконструированной структуры. Примером подобной кон-

струкции служит вирус, который можно рассматривать в качестве наномеханиз-

ма, задуманного, созданного и оптимизированного природой специально для

доставки генетического материала. Вирус состоит из белков, нуклеиновых кис-

лот и других компонентов, которые определенным образом упорядочены в орга-

низованной пространственной структуре, необходимой для реализации ряда по-

следовательных действий. Для доставки генов были созданы вирусные векторы,

однако их применимость ограничена из-за высокой токсичности и иммуноген-

ности. В качестве векторов следующего поколенияможно рассматривать «искус-

ственные вирусы». Они напоминают вирусы, но созданы из синтетических мате-

риалов и способны переносить генетическую информацию, не оказывая

токсического и иммуногенного действия. Конструирование функционального

искусственного вируса— чрезвычайно интересная задача. Традиционный метод

восходящего проектирования, проводимый в объеме раствора для получения

наночастиц, не позволяет создать структуру со всеми необходимыми свойства-

ми. По-видимому, для синтеза искусственных вирусов придется обратиться к

наноинженерным технологиям, позволяющим производить манипуляции с еди-

ничными молекулами. С большой вероятностью, кроме наночастиц будут возни-

кать и другие полифункциональные системы доставки лекарств и генов, размер

которых находится в нанометровом диапазоне. Элементами таких систем могут

быть нанопоры (для контролируемого высвобождения препаратов), микро- или

наносенсоры (для диагностики заболеваний), лиганды (для направленной дос-

тавки препаратов), а также функциональные наночастицы (для получения изо-

бражений и внешней активации). Эффективность подобных систем будет зави-

сеть от глубины понимания сути заболеваний, а также от комплексного

использования достижений инженерии, науки и медицины.
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7.1. Введение

Наиболее распространенные способы введения лекарственных препаратов, пе-

роральное и внутривенное, не всегда эффективны. Недостатками этих традици-

онных методов являются низкая биодоступность препарата в участке-мишени,

токсическое воздействие на здоровые ткани, а также его преждевременный рас-

пад в организме [1]. После введения лекарства обычным путем его концентра-

ция в крови быстро увеличивается, затем в результате метаболизма снижается,

и через какое-то время терапевтическое действие препарата заканчивается [2].

Однако важнейшим условием лечения любым препаратом является соблюде-

ние интервала между максимально допустимой концентрацией, определяемой

токсичностью, и минимальной концентрацией, ниже которой терапевтическое

действие отсутствует. Этот диапазон часто называют терапевтическим интер-

валом [3]. В контролируемых системах доставки лекарств, предназначенных

для длительного лечения, уровень активного компонента в крови практически

не изменяется и долгое время находится в терапевтическом интервале. Но

активные компоненты — лекарства, белки, нуклеиновые кислоты, вводимые

перорально или внутривенно, могут быть преждевременно метаболизированы

или расщеплены кислотой или ферментами в желудочно-кишечном тракте.

Время циркуляции таких молекул можно повысить, заключив их в оболочки

подходящих высокомолекулярных соединений. Гидрофобные лекарства не

растворяются в крови и не достигают органа-мишени, что снижает их терапев-

тическое действие. Для повышения эффективности воздействия данных

веществ их обычно заключают в капсулы, образованные гидрофильным носи-

телем [4]. Системы доставки должны обеспечивать такое распределение лекар-

ства в организме, при котором основная фракция препарата взаимодействует

исключительно с тканью-мишенью на клеточном или субклеточном уровне и,

кроме того, определенное время обеспечивается необходимая фармакоки-

нетика. Таким образом, системы направленной доставки лекарств позволят

частично или полностью преодолеть ограниченную растворимость, неопти-

мальное биораспределение, низкую селективность, неблагоприятную фармако-

кинетику и повреждение здоровых тканей. Лекарства в этих системах находят-

ГЛАВА 7

РАЗРАБОТКА НАНОСИСТЕМ
ДЛЯ ДОСТАВКИ ЛЕКАРСТВ В ОРГАНИЗМЕ

Никхил Дубе, Джойдип Дутта и Дхирендра С. Катти

Перевод с англ. Т. Мосоловой



ся в инкапсулированной форме: в виде нано- или микроструктур или макроско-

пических высвобождающих лекарство имплантатов. Это позволяет контроли-

ровать выход препарата, повышает эффективность терапевтического действия

и снижает побочные эффекты. В настоящее время создано множество систем,

позволяющих включать и высвобождать лекарственные препараты — от клас-

сических малых молекул до крупных фрагментов ДНК и белков.

Основное преимущество систем доставки лекарств— способность изменять

фармакокинетику и биораспределение в организме [5]. Скорость высвобожде-

ния препарата из системы определяет его терапевтическое действие. Она зави-

сит от свойств носителя, свойств самого лекарства и устройства системы дос-

тавки. Помимо этого, на скорость выхода активного компонента влияют

и внешние факторы: рН, ионная сила, температура, магнитные свойства среды

и ультразвук. Воздействие последнего фактора зависит от типа системы достав-

ки. Основу механизма высвобождения препарата могут составлять: диффузия

препарата, расщепление материала носителя, набухание носителя с последую-

щей диффузией лекарства или сочетание перечисленных выше процессов [3].

Направленная доставка позволяет активному компоненту достигать участ-

ка-мишени, не влияя на здоровые ткани и органы. Биораспределение лекарства

можно улучшить путем активного или пассивного связывания с мишенью.

Примером пассивного связывания является естественная тенденция к концен-

трированию нагруженных лекарством частиц в системе мононуклеарных фаго-

цитов, в частности в макрофагах печени и селезенки, и повышенная проницае-

мость и удерживание лекарств (EPR-эффект) в солидных опухолях [5]. При

активной доставке, определяемой влиянием специфических лигандов, локали-

зованное действие препаратов достигается за счет специфического связывания

с антигенами клеточной поверхности или с рецепторами. Лекарства комбини-

руют с антителами или лигандами, обладающими сродством к определенному

типу клеток, которые обеспечивают активный перенос препарата. Например,

многие опухолевые клетки при раке печени, почек и молочной железы отлича-

ются повышенным уровнем экспрессии рецепторов фолиевой кислоты [6]. Сле-

довательно, к поверхности частиц, несущих лекарственный препарат, можно

привить остатки фолиевой кислоты, что приведет к более активному накопле-

нию лекарства в злокачественных клетках по сравнению с нормальными. Сис-

темы направленной доставки фармацевтических препаратов весьма полезны

для лечения ряда заболеваний [7–9].

Развитие нанотехнологий произвело революционные изменения в разработ-

ке этих систем. В «наномире» оперируют объектами, размер которых находит-

ся в диапазоне от 0,1 до 100 нм, и понимание структуры материалов и их пове-

дения в масштабе нановеличин может значительно ускорить развитие систем

доставки лекарств [10]. Усовершенствование биомедицинских устройств поз-

волит найти прежде неизвестные методы борьбы с раком и сердечно-сосудис-

тыми заболеваниями. Благодаря особым свойствам нано- и микропереносчики

заняли особую нишу в технологиях создания лекарственных препаратов. Какие

же свойства обеспечивают уникальность наносистем для доставки лекарств?
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7.2. Наносистемы для доставки лекарств

Системы доставки лекарств значительно повысили эффективность многих су-

ществующих препаратов и способствовали появлению новых технологий. Раз-

мер частиц, использующихся в таких системах, может находиться в макро-

(> 1 мм), микро- или нанодиапазонах. Множество исследований было посвяще-

но разработке макроскопических имплантатов и систем доставки лекарств [11,

12]. В литературе широко обсуждаются различные микротехнологии для созда-

ния данных систем, а также возможности совмещения систем доставки ле-

карств с макросенсорами и имплантатами [11, 12]. По сравнению с микро- и

макросистемами, наносистемы обладают целым рядом преимуществ. Благода-

ря малому размеру наноструктуры легко поглощаются различными клетками

организма путем эндоцитоза и, таким образом, свободно проникают сквозь

клеточную мембрану. Средний диаметр человеческих клеток составляет

10–20 мкм, а размер клеточных органелл не превышает нескольких сотен нано-

метров. Уникальность наноустройств состоит в возможности взаимодействия

с биомолекулами на поверхности и внутри клеток без отрицательного влияния

на их свойства и поведение [13]. Переносчики более крупного размера не всегда

могут достичь тканей и органов-мишеней, в частности преодолеть гематоэнце-

фалический барьер, разветвленную сеть легочных альвеол или слой плотно

прилегающих клеток кожного эпителия [14]. Напротив, наноструктуры, имею-

щие размеры клеточных органелл, могут проходить сквозь фенестрированный

эпителий кровеносных сосудов, накапливаться в интерстициальном простра-

нстве и захватываться клетками при эндоцитозе [15]. Следовательно, нанопере-

носчики могут с высокой эффективностью доставлять молекулы лекарственно-

го вещества к тем клеткам и тканям, куда не проникают более крупные частицы.

С помощью нанопереносчиков удается доставлять множество терапевтичес-

ких агентов, включая гидрофильные и гидрофобные лекарственные препараты,

пептиды, нуклеиновые кислоты, вакцины и другие биологические макромоле-

кулы [16–40]. Подобно микропереносчикам, нанопереносчики вводят в орга-

низм через рот, кожу, нос, глаза, вены или непосредственно в опухолевую

ткань.

В этой главе обсуждаются синтез, свойства и применение различных нано-

систем доставки лекарственных препаратов: наночастиц, нановолокон, дендри-

меров, липосом, нанотрубок, фуллеренов, наногелей, нанокристаллов, вирус-

ных векторов и вирусоподобных частиц.

7.3. Полимерные наночастицы

Полимерные наночастицы заинтересовали исследователей благодаря возмож-

ности их использования для контролируемой и направленной доставки ле-

карственных препаратов. Наночастицы обычно изготавливают из кремния [16,

17], углерода [18], металлов (например, золота [19] или платины [20]), а также

из полимеров [21]. Среди перечисленных материалов полимеры заметно выде-
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ляются по своим структурным и функциональным характеристикам. Они пред-

оставляют более широкие возможности по методам синтеза и типам биологи-

чески активных агентов, которые предполагается инкапсулировать. Некоторые

полимерные носители обладают биосовместимостью, способностью к биологи-

ческому разложению и рассасыванию и другими свойствами, необходимыми

для переносчиков лекарств, а также возможностью их простой функциональ-

ной модификации [3]. Инкапсулирование лекарства в полимерный носитель

позволяет лучше контролировать фармакокинетику препарата [21]. Доступ-

ность широкого спектра таких соединений, а также возможность изменять ско-

рость высвобождения лекарств делает полимерные наночастицы кандидатами

на роль терапевтических агентов для лечения многих заболеваний. Этот раздел

посвящен рассмотрению свойств полимерных наночастиц и возможности их

применения в системах доставки. Данные наночастицы получают из различных

синтетических полимеров: полимолочной кислоты (ПМК) [22], полигликоле-

вой кислоты (ПГК) [23], сополимера молочной и гликолевой кислот (ПМГК)

[24], полиакрилатов [25], поликапролактама (ПКЛ) [26] и полиэтиленоксида

(ПЭО) [27], а также природных полимеров, например альбумина [28], желатина

[29], альгината [30], коллагена [31] и хитозана [6].

Есть несколько методов синтеза полимерных наночастиц. Среди эмульсион-

ных технологий можно назвать метод простой эмульсии или эмульсии типа

масло в воде [24–26, 32–34], двойной эмульсии (вода в масле в воде) [35–35],

а также эмульгирование методом диффузии растворителя [38–40]. Кроме того,

для приготовления наночастиц для доставки лекарств иногда применяют са-

мопроизвольную сборку сополимеров с образованием полимерных мицелл

[41–43], распылительную сушку [44] и высаливание [45, 46]. Полимерные нано-

частицы также могут образовываться в результате полимеризации мономеров.

В этом случае наиболее распространенный способ синтеза— эмульсионная по-

лимеризация, в ходе которой наночастицы равномерно распределяются в вод-

ной фазе и стабилизируются молекулами эмульгатора [47, 48]. Выбор метода

синтеза наночастиц, содержащих терапевтический препарат, зависит от многих

факторов, включая тип полимера, свойства лекарства, взаимодействие между

лекарством и полимером, а также от целей эксперимента [49]. В этой главе не

рассматриваются все существующие методы синтеза наночастиц. За получени-

ем дополнительной информации советуем обратиться к многочисленным

статьям и обзорам по данной теме.

7.3.1. Структура и свойства

Наиболее важными характеристиками наночастиц, определяющими их актив-

ное использование в системах доставки лекарственных препаратов, служат раз-

мер, эффективность инкапсулирования и дзета-потенциал.

Размер и форма. Размер наночастиц чрезвычайно важен для их успешного

использования в системах доставки. Для быстрого растворения в организме

и проникновения в артериальную кровь нужны очень маленькие частицы

Разработка наносистем для доставки лекарств в организме... 145



[50, 51]. С другой стороны, более крупные частицы медленнее растворяются и

лучше связываются с системой мононуклеарных фагоцитов [34]. Размер поли-

мерных частиц зависит от концентрации и молекулярной массы полимера,

а также от концентрации поверхностно-активного вещества (ПАВ) [37, 52].

Форма наночастиц определяет механизм высвобождения лекарственного пре-

парата. В его основе могут быть разложение полимерной матрицы, диффузия

препарата или сочетание обоих процессов [3]. В компактных частицах выход

лекарства контролируется расщеплением полимерной матрицы, а для частиц

с порами и каналами в большей степени определяется диффузией [53].

Инкапсулирование лекарств. Эффективность включения лекарства в поли-

мерный наноконтейнер в значительной степени определяют метод синтеза по-

лимера, физико-химические свойства препарата, природа полимера и ПАВ,

а также взаимодействия между полимером, лекарством и ПАВ [32–34]. Для

включения терапевтического агента в наночастицы в основном используют два

приема. Первый— включение в процессе приготовления частиц; второй— ин-

кубация с ранее сформированными частицами [54]. В первом случае лекарство

оказывается соединенным с полимерной матрицей химической связью или

включенным в полимер за счет физических сил; во втором происходит физи-

ческая адсорбция молекул лекарства на поверхности наночастиц. Количество

включенного препарата обычно больше при его введении в реакционную смесь

в ходе формирования частиц, однако в этом случае нельзя исключить измене-

ние его свойств под воздействием компонентов реакционной среды [54].

Дзета-потенциал. Еще одной важнейшей характеристикой наночастиц слу-

жит дзета-потенциал. Он является мерой стабильности частиц. Частицы, дзе-

та-потенциал которых выше +30 мВ или ниже –30 мВ, обычно считают ус-

тойчивыми [55]. У заряженных частиц по мере повышения дзета-потенциала

усиливается взаимное отталкивание, что приводит к образованию устойчивых

частиц с более узким распределением по размерам. Нестабильность частиц, как

правило, вызывает их агрегацию. Для контроля дзета-потенциала и, следова-

тельно, улучшения стабильности наночастиц часто используют модификацию

поверхности [56].

7.3.2. Применение наночастиц

для создания систем доставки лекарств

Терапевтическую эффективность системы доставки лекарственных препаратов

оценивают по выходу препарата из наночастиц. Высвобождение лекарства

можно регулировать путем изменения свойств полимеров и лекарственных

веществ, а также изменением внешних условий: рН, температуры и магнитной

напряженности. Большие возможности варьирования факторов, влияющих на

профиль высвобождения лекарства, позволили применять подобные системы в

различных биомедицинских областях. Рассмотрим несколько ярких примеров

терапевтического применения наночастиц.
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Химиотерапия при онкологических заболеваниях. Проведение химиотера-

пии часто ограничивается токсичностью лекарственных препаратов. Она связа-

на с недостаточной избирательностью действия лекарства на опухолевые клет-

ки по сравнению с нормальными клетками, что приводит к побочным

эффектам. Полимерные наночастицы, используемые в качестве носителей про-

тивоопухолевых агентов, повышают терапевтическое действие и снижают ток-

сичность препаратов. Для направленного влияния на раковые клетки чаще все-

го применяется пассивное [57, 58] или активное нацеливание [59, 60]. Один из

методов активного нацеливания состоит в использовании наночастиц-невиди-

мок, или стелс-наночастиц (от англ. stealth—хитрый, замаскированный), кото-

рые не опсонизируются и не распознаются макрофагами [61]. Для получения

частиц-невидимок поверхности наночастиц придают гидрофильные свойства.

Гидрофильное покрытие препятствует связыванию белков, активации компле-

мента и захвату ретикулоэндотелиальной системой за счет стерического оттал-

кивания [62]. В целях увеличения времени циркуляции наночастиц в крови и их

преимущественного накопления в опухолевых тканях, в качестве оболочки

чаще всего используют ПЭГ [63–65] и ПЭО [66–68].

Доставка лекарств в головной мозг. Гематоэнцефалический барьер (ГЭБ)

непреодолим для большинства антибиотиков, противоопухолевых агентов

и многих препаратов, воздействующих на центральную нервную систему. ГЭБ

образуют эндотелиальные клетки капилляров мозга. Он служит основной

поверхностью раздела между кровью имозгом [69]. Эндотелиальные клетки кро-

веносных сосудов головного мозга характеризуются плотными межклеточными

контактами, препятствующими любому параклеточному транспорту. Наличие

данных контактов и отсутствие межклеточного транспорта значительно ограни-

чивают перенос полярных соединений через эндотелий сосудов мозга. Диффузия

лекарств из крови в головной мозг очень сильно зависит от способности биологи-

чески активных молекул проникать сквозь липидные мембраны [70].

Полимерные наночастицы обладают рядом преимуществ перед свободными

лекарствами. Во-первых, прочная матрица носителя защищает препарат от рас-

щепления, что повышает вероятность его проникновения в мозг [71]. Во-вто-

рых, природа полимера может способствовать направленному и контролируе-

мому переносу лекарства в мозг [71, 72]. Для активного транспорта через

эндотелиальные клетки капилляров головного мозга применялись лектины

[73], полисорбат-80 [74], аполипопротеин Е [75], трансферрин [76] и пептиды

[79]. Оказалось, что они облегчают проникновение лекарственных препаратов

через ГЭБ. Свойства поверхности наночастиц можно изменять так, чтобы они

не распознавались макрофагами ретикулоэндотелиальной системы и, следова-

тельно, с большой вероятностью проникали в головной мозг [71]. Полагают,

что транспорт заключенных в наночастицы лекарств через ГЭБ происходит пу-

тем эндоцитоза эндотелиальными клетками, выстилающими капилляры крове-

носных сосудов головного мозга [80].

Доставка генов. Для эффективной доставки генов необходимо ввести

в клетку-мишень плазмидную ДНК, добиться ее транскрипции и трансляции
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информации в соответствующий белок. В генной терапии используют два

основных типа векторов — основанных на вирусных и невирусных системах

соответственно. Вирусные системы характеризуются высокой эффективнос-

тью трансфекции, но обладают онкогенным потенциалом и иммуногенностью

[81]. Поэтому все чаще начинают применяться невирусные системы доставки,

преимуществами которых являются простота синтеза, направленный транс-

порт, пониженная иммуногенность и неограниченный размер вектора [82].

Например, для создания невирусных систем доставки генов используют кати-

онные полимеры. Обычно комплексы поликатионов с ДНК очень устойчивы

[81, 82]. Скажем, хитозан [83–85] и полиэтиленимин [86, 87] широко применя-

ют при синтезе наночастиц с целью инкапсулирования ДНК и в дальнейшем ис-

пользуют как векторы для доставки генов. Катионные полиэлектролиты взаи-

модействуют с отрицательно заряженной ДНК и образуют полиэлектролитные

комплексы [86]. В составе данных комплексов ДНК лучше защищена от рас-

щепления нуклеазами, что способствует эффективной трансфекции. Примене-

ние полимерных наночастиц для безопасной и направленной доставки генов

определяется химической структурой поликатионов, размером и составом ком-

плексов, свойствами нацеливающих лигандов, количеством плазмидной ДНК и

рН трансфекционной среды.

7.4. Нановолокна

Волокна с диаметром менее 1 мкм принято называть нановолокнами. Однако

в большинстве исследований по применению нановолокон для доставки ле-

карств используются волокна с диаметром от нескольких нанометров до сотен

нанометров [89]. При этом длина нановолокна может достигать тысячи метров.

Нановолокна изготавливают из углерода [90], металлоорганических соедине-

ний [91], неорганических соединений [92, 93] и органических полимеров [94].

Преимущества использования нановолокон для доставки активных веществ в

организм связаны с большой удельной площадью поверхности, контролируе-

мым размером пор и возможностью управления кинетикой высвобождения ин-

капсулированных препаратов путем изменения состава и структуры волокон

[95]. Свойства многих полимеров — возможность биоразложения, биосовмес-

тимость и легкость обработки—объясняют ихширокое использование в систе-

мах доставки лекарств [96]. Поэтому в следующих разделах будут описаны ме-

тоды синтеза и возможности применения именно полимерных нановолокон.

7.4.1. Синтез

Есть несколько методов синтеза нановолокон: вытягивание [97, 98], матричный

синтез [99–102], самопроизвольная сборка [103–107], разделение фаз [108] и элек-

троспиннинг [109–112]. Среди перечисленных способов наиболее удобным для

использования в системах доставки лекарств оказался электроспиннинг, поэтому

ниже будет рассмотрен именно этот метод. Для изучения деталей других методов

синтеза советуем читателю обратиться к прекрасным обзорам [96, 113, 114].
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Электроспиннинг — сравнительно гибкий, простой, недорогой и быстрый

метод [110]. Свойства инкапсулируемого активного агента, небольшой молеку-

лы лекарства или макромолекулы, например белка или нуклеиновой кислоты,

определяют выбор синтетического или природного полимера [109]. Кроме

того, электроспиннинг, по-видимому,— единственный метод, который удается

масштабировать для промышленного производства нановолокон [113].

Для проведения синтеза раствор полимера помещают в шприц с присоеди-

ненной иглой [109]. Обычно к раствору полимера прикладывается высокое на-

пряжение, в результате на молекулах полимера возникает заряд. Положитель-

ный выход источника напряжения соединяют с иглой шприца, наполненного

полимерным раствором, а отрицательный— заземляют. В ходе процесса конец

иглы также находится под напряжением. Выходящие изшприца капли раствора

заряжаются, а взаимное отталкивание молекул полимера в каплях создает силу,

противоположно направленную действию поверхностного натяжения на

острие иглы. При некотором критическом напряжении электрического поля

капли начинают удлиняться, образуя на конце иглы так называемые конусы

Тейлора [110]. При превышении некоторого критического напряжения элек-

трические силы в жидкости превосходят силы поверхностного натяжения, и

вместо конуса образуется тонкая струя полимера. Эта струя направляется к за-

земленному коллектору, причем ее направление от конца иглы к коллектору не

соответствует прямой — струя изгибается и искривляется, в результате ее диа-

метр постепенно уменьшается [109]. Поскольку струя движется в воздухе, про-

исходит испарение растворителя, и образующиеся нити полимера собираются

в коллекторе подобно нетканым волокнам. Главную роль в процессе образова-

ния нановолокна из струи полимера играет вязкость раствора (или расплава)

[112]. Если растворы обладают низкой вязкостью, струя полимера распадается

на капли. Такой процесс называют электрораспылением [115]. Для получения

длинных волокон требуются вязкие полимеры и длинноцепочечные молекулы

[113]. Влияющие на электроспиннинг факторы разделяют на три категории.

К первой относятся свойства раствора: вязкость, проводимость/полярность

и поверхностное натяжение; ко второй — параметры процесса: приложенное

напряжение, расстояние от конца иглы до коллектора, диаметр конца иглы, ско-

рость подачи полимера и гидростатическое давление на раствор полимера;

к третьей — внешние параметры: температура, скорость движения воздуха

и влажность в камере электроспиннинга [116].

Подробнее с процессом электроспиннинга и влиянием различных парамет-

ров на свойства полимерных нановолокон можно ознакомиться в работах

[109, 116 и 117].

7.4.2. Применение нановолокон

Полимерные нановолокна применяются достаточно широко, в том числе для

фильтрации воздуха на промышленных предприятиях [118], создания защит-

ной одежды с определенным размером пор [119], в тканевой инженерии [96]
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и для доставки лекарств и генов [98, 111]. Нетканые полимерные волокна мож-

но использовать в тканевой инженерии в качестве матрицы, к которой прикреп-

ляются клетки, образующие новые ткани. «Идеальная» матрица имитирует

внеклеточный матрикс (ВКМ), окружающий клетки в естественных условиях.

В этом случае структура и форма нетканых волокон должны быть максимально

похожи на ВКМ [96]. Исследования показали, что при наличии полноценной

культуральной среды клетки, высеваемые на биоразлагаемые полимерные на-

новолокна, способны прикрепляться, пролиферировать и сохранять свой фено-

тип [120]. Матрицы из нановолокон, полученные методом электроспиннинга,

используются как носители гидрофобных и гидрофильных лекарственных пре-

паратов, а также крупных молекул, например ДНК и белков, и их высвобожде-

ние можно контролировать путем изменения структуры, пористости и состава

матрицы [113]. Благодаря малому диаметру, нановолокна характеризуются

большой удельной площадью поверхности. Преимуществом доставки актив-

ных веществ с помощью полимерных нановолокон является увеличение ско-

рости растворения биопрепарата с возрастанием удельной площади поверхнос-

ти носителя [117]. Кроме того, большая удельная площадь поверхности

позволяет модифицировать нановолокна с помощью специфических лигандов

и антител. Таким образом, нановолокна с инкапсулированными биологически

активными компонентами можно использовать в терапевтических целях для

активного транспорта к клеткам и тканям-мишеням [121]. Рассмотрим подроб-

нее вопросы, связанные с применением полимерных нановолокон для доставки

лекарств, которые поделены на две части в соответствии с типом терапевтичес-

кого агента: низкомолекулярных лекарств или макромолекул.

Нановолокна для доставки лекарств. Кенави с сотрудниками синтезирова-

ли нановолокна из полимолочной кислоты (ПМК) и сополимера полиэтилена

с поливинилацетатом (ПЭВА) методом электроспиннинга и использовали их

в качестве носителей в системах доставки лекарств [120]. В качестве модельно-

го препарата они выбрали тетрациклин. Оказалось, что скорость высвобожде-

ния лекарства в буфере «Tris» выше для волокон из ПЭВА, чем для волокон из

ПМК/ПЭВА (50 : 50) или просто из ПМК. Это связано с определенной кристал-

лической структурой ПМК, затрудняющей диффузию лекарства. В аналогич-

ном исследовании Зенг с коллегами получали нановолокна из ПМК, содержа-

щие противотуберкулезный препарат рифампин [121]. Свойства нановолокон и

кинетику высвобождения препарата изучали в буфере «Tris» в присутствии раз-

личных ионных и неионных ПАВ. Лекарство хорошо включалось в волокна,

и его резкого выброса не происходило. Высвобождение препарата объясняли,

главным образом, расщеплением ПМК в присутствии протеиназы К, воздей-

ствующей на полимер, а не диффузией препарата. Зонг с сотрудниками сообща-

ли о создании пучков нановолокон ПМК, содержащих гидрофильный антибио-

тик мефоксин, часто применяемый для предотвращения инфекции после

хирургического вмешательства [114]. Лекарство полностью высвобождалось

из матрицы за 48 ч. Наиболее активно данный процесс протекал первые три

часа. В аналогичном исследовании Ким с соавторами синтезировали наново-
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локна ПМГК, содержащие мефоксин [122]. Из-за ограниченного физического

взаимодействия между мефоксином и матрицей ПМГК большая часть препара-

та концентрировалась на поверхности нановолокон. Поэтому молекулы лекар-

ства легко смывались с поверхности в водном растворе, что приводило к быс-

трому выходу практически всего препарата в самом начале эксперимента. Для

достижения пролонгированного высвобождения лекарства к смеси мефоксина

и полимера добавляли амфифильный блок-сополимер ПЭГ/ПМК. В этом слу-

чае некоторые молекулы лекарства включались в гидрофильный блок

ПЭГ/ПМК, что предотвращало быстрый выброс препарата. Фармакологичес-

кую активность выходящего мефоксина оценивали по его действию на клетки

Staphylococcus aureus. Высвобождавшийся из нановолокон антибиотик эффек-

тивно ингибировал рост бактерий. Куи с коллегами исследовали влияние диа-

метра волокон и исходного содержания лекарства на профиль его высвобожде-

ния из нановолокон ПМК, полученных электроспиннингом [123]. В качестве

модельного препарата использовался анальгетик парацетамол. Оказалось, что

профиль высвобождения лекарства из пучков нановолокон имеет две характер-

ные области: за активным начальным выбросом препарата следовал период вы-

свобождения с постоянной скоростью. Поры, образующиеся в результате диф-

фузии молекул парацетамола из внешнего слоя волокон, способствовали

последующему равномерному выходу лекарства из внутренних слоев. Перво-

начальный активный выброс препарата усиливался с увеличением исходного

содержания парацетамола в волокнах. При низкой концентрации лекарства в

волокнах образовывалось меньше пор, формируемых при начальной диффузии

препарата, что впоследствии приводило к замедлению его высвобождения. Это

исследование подтвердило возможность изменения кинетики выхода лекарства

из нановолокон. Катти с соавторами [124] включали антибиотик широкого

спектра действия цефазолин в нановолокна ПМГК. При этом изучалось влия-

ние параметров процесса электроформования волокон на их форму и диаметр.

Веррек с коллегами синтезировали полиуретановые нановолокна методом

электроспиннинга и помещали в них нерастворимые в воде лекарственные пре-

параты в аморфном состоянии [125]. Модельными препаратами были итракона-

зол и кетансерин. Изучалась взаимосвязь между соотношением лекарство/поли-

мер и концентрации полимера со строением волокна. Оказалось, что диаметр

волокна уменьшается при увеличении соотношения лекарство/полимер и сниже-

нии концентрации полимера. Высвобождение итраконазола происходило равно-

мерно — без резкого начального выброса. Длительность выхода лекарства

увеличивалась с повышением его исходной концентрации, а механизм высво-

бождения определялся диффузией из полимерной матрицы. Выход кетансерина

был неравномерным: наблюдалась высокая начальная скорость выхода препара-

та по сравнению с таковой у итраконазола. Различие в поведении обоих препара-

тов объясняется различной растворимостью и скоростью диффузии в матрице.

Роузен с сотрудниками исследовали образование эродируемых нановолокон, со-

держащих стероид из полибис(карбоксифенокси)метана (ПКФМ) методом раз-

деления фаз [126]. В профиле высвобождения стероида наблюдался индукцион-
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ный период, когда эрозии не происходило, затем следовал почти линейный

выход препарата. Оказалось, что в физиологических условияхПКФМполностью

разлагается до мономеров, и лекарство высвобождается со скоростью, подходя-

щей для терапевтических целей. Таким образом, ПКФМможет служить прототи-

пом полиангидрида для использования в системах доставки лекарств, основан-

ных на биологической эрозии матрицы. Другая исследовательская группа

методом электроспиннинга синтезировала нановолокна из ПВА [127]. Были ис-

пользованы четыре модельных лекарства с различной растворимостью. Свойства

препаратов определяли структуру нановолокон и кинетику высвобождения

включенных в них соединений. Выяснилось, что скорость выхода и количество

свободного препарата в основном определяются его молекулярной массой, при-

чем оба параметра уменьшались с возрастанием молекулярной массы.

Хуанг с соавторами предложили модифицировать метод электроспиннинга

для синтеза нановолокон ПКЛ с коаксиальной структурой типа «ядро–оболоч-

ка» [128]. В этом случае ядро содержало раствор лекарства, а оболочка — рас-

твор полимера. В качестве моделей использовали антиоксидант ресвератрол и

антибиотик гентамицин. Строение образующихся волокон зависело от концен-

трации включенных препаратов и их взаимодействия с полимером. Высвобож-

дение лекарств было постепенным, без активного выброса, что указывает на

успешное внедрение препаратов в матрицу. Кинетика выхода лекарственных

средств определялась, главным образом, разложением матрицы ПКЛ, а не

диффузией препаратов. Таким образом, данное исследование показало воз-

можность синтеза нановолокон со структурой «ядро–оболочка» методом

электроспиннинга, а также перспективность использования подобных систем

для доставки лекарственных препаратов.

Жианг с коллегами провели электроформование привитого сополимера хи-

тозана с полиэтиленгликолем (ПЭГ/ХЗ и ПМГК) с целью создания нановоло-

конных матриц и выяснили возможность использования этих систем для дос-

тавки лекарственных препаратов [130]. В качестве модели был выбран

ибупрофен. Изучали кинетику высвобождения препарата и сопоставляли дан-

ные с анализом взаимодействия лекарства и полимера. Ибупрофен связывали с

полимером двумя способами— за счет ковалентного взаимодействия с ПЭГ/ХЗ

или за счет электростатических сил между заряженными карбоксильными

группами ибупрофена и аминогруппами хитозана. Из волокон ПМГК препарат

высвобождался с активным выбросом в начале, а из волокон ПЭГ/ХЗ/ПМГК он

выходил более медленно и равномерно. Причиной этого, по-видимому, служит

наличие электростатических или ковалентных взаимодействий между

лекарством и полимером внутри нановолокон из ПЭГ/ХЗ/ПМГК, ограни-

чивающих диффузию лекарства из матрицы.

Нановолокна для доставки макромолекул. Большая удельная площадь

поверхности и высокая проницаемость пористых нановолокон позволяют рас-

сматривать их как кандидатов на роль носителей для направленной и пролонги-

рованной доставки в организм белков, ферментов, факторов роста и нуклеино-

вых кислот. При синтезе нановолокон для использования в качестве матрицы
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при доставке макромолекул необходимо учитывать структурную устойчивость

и биохимические свойства активного вещества. Пучки нановолокон должны

обеспечивать контролируемый направленный транспорт биологических макро-

молекул длительное время [119]. Кроме того, матрица служит защитой актив-

ного компонента от действия биологической системы до его высвобождения.

Во многих исследованиях показана возможность применения метода электро-

спиннинга для создания полимерных нановолокон для этой цели [131–138].

Установлено, что биологическая активность макромолекул и их способность

проникать в клетки после высвобождения из полимерного носителя сохраняют-

ся. Некоторые аналогичные исследования обсуждаются ниже.

Луу с соавторами получили матрицу из нановолокон, состоящую из ПМГК

и триблок-сополимераПМК/ПЭГ/ПМК, и изучили возможность включения в нее

молекул ДНК [131]. Оказалось, что повышение концентрации амфифильного со-

полимера приводит к утолщению нановолокон и, следовательно, к замедлению

высвобождения ДНК. После электроформования волокон структурная целост-

ность включенной в матрицу ДНК полностью сохранялась. Способность ДНК,

высвобождаемой из матрицы, проникать внутрь клеток оценивали с помощью

преостеобластов. Результаты исследования показали, что выходящая из волокон

плазмида pCMV� проникала в клетки, где ген �-галактозидазы успешно экспрес-

сировался и транслировался. В похожем исследовании Лианг с коллегами вклю-

чали плазмиду pCMV� в волокна со структурой «ядро–оболочка» [132]. ДНК

конденсировали в диметилформамиде, а затем включали образующиеся плотные

глобулы в триблок-сополимер ПМК/ПЭГ/ПМК; оболочкой служила ПМГК.

Смесь инкапсулированной ДНК и ПМГК подвергали электроформованию, в ре-

зультате образовывалась матрица из нановолокна. Оболочка полимолочной кис-

лоты защищала ДНК от расщепления во время электроформования. Биологичес-

ки активная плазмидная ДНК контролируемо высвобождалась из матрицы

и сохраняла способность проникать в клетки преостеобластов in vitro.

В исследовании Зенга с соавторами была изучена кинетика выхода бычьего

сывороточного альбумина (БСА) из нановолокон ПВА [133]. Образованные по-

средством электроспиннинга волокна покрывали гидрофобной оболочкой из

поли-п-ксилена (ППК) для контроля выхода белка из волокон. Покрытые ППК

нановолокна обеспечивали более медленное высвобождение БСА (скорость

выхода зависела от толщины покрытия), чем нановолокна из ПВА без покры-

тия. В этом же исследовании оценивали активность модельного фермента лю-

циферазы, после его высвобождения из волокон. Фермент выходил из матрицы

медленно, и его структура по данным гель-электрофореза не изменилась.

Жианг с коллегами создали нановолокна типа «ядро–оболочка», где оболочка

состояла из ПКЛ, а ядро — из ПЭГ; в ядро также заключали БСА и лизоцим.

Нановолокна синтезировали методом электроспиннинга, при этом два полиме-

ра формовались одновременно. Это позволило синтезировать коаксиальные во-

локна. Толщина слоя ядра и оболочки, а также скорость высвобождения белка

контролировали с помощью изменения скорости подачи растворенного поли-

мера. Электроформование не повлияло на структуру и стабильность белков.
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Та же исследовательская группа изучала возможность доставки макромолекул

с использованием нановолокон из декстрана [135]. Данные волокна одинаковой

толщины синтезировали, применяя различные растворители: воду, диметил-

сульфоксид и диметилформамид. После электроформования волокон струк-

тура и активность включенных в них БСАи лизоцима сохранялись. Таким обра-

зом, показана принципиальная возможность включения растворимых в воде

макромолекул в нановолокна с целью их использования в системах доставки

лекарств.

Одним из важнейших биохимических компонентов для тканевой инжене-

рии являются факторы роста. Они необходимы для контроля роста и пролифе-

рации клеток, а также для стимулирования образования тканей. Факторы роста

можно доставлять в исходном виде или индуцировать их экспрессию с по-

мощью соответствующих генов. У данных соединений небольшое время полу-

жизни, они быстро разлагаются или выводятся, что снижает их биологическое

действие [136]. Во многих исследованиях предпринимались попытки создания

нановолокон-матриц для включения факторов роста; результаты таких экспе-

риментов показали потенциальную возможность применения подобных систем

доставки с сохранением биологической активности включенного компонента

[137–149]. Для изучения возможностей транспортировки факторов роста с

целью терапевтического использования при заболеваниях нервной системы

применяли созданные электроспиннингом нановолокна из сополимера капро-

лактона и этилэтиленфосфата [137]. В волокна включали человеческий фактор

роста нервов (ФРН); продолжительное высвобождение активного вещества пу-

тем диффузии продолжалось три месяца. Результаты исследования показали,

что выходящий ФРН стимулировал рост нейронов in vitro. Подобные системы,

обеспечивающие длительное высвобождение ФРН, могут оказаться весьма по-

лезными, поскольку in vivoФРН обладает коротким временем полужизни [137].

В аналогичной работе изучалось высвобождение ФРН из нановолокон ПЭВА

[138]. Динамику высвобождения и активность ФРН анализировали на клетках

млекопитающих. Исследования in vitro показали, что выходящий ФРН стиму-

лировал рост нейронов. Еще в одном эксперименте проверяли возможность ис-

пользования фибрина в качестве матрицы для доставки ФРН [139, 140]. Резуль-

таты показали, что фибриновые матрицы могут усиливать регенерацию

периферических нервов и, следовательно, пригодны как системы доставки

ФРН при болезнях Альцгеймера и Паркинсона [141]. Также изучали способы

доставки факторов роста, необходимых для репарации и регенерации костной

ткани [142–148]. Для регенерации нужны �-трансформирующий фактор роста

(�-ТФР), тромбоцитарный фактор роста (ТрФР) и фактор роста сосудистого эн-

дотелия (ФРСЭ) [142]. Результаты исследований по применению полимерных

нановолокон для доставки �-ТФР [143, 144], ТрФР [145–147] и ФРСЭ

[148, 149], продемонстрировали контролируемое высвобождение ростовых

факторов из матрицы и, следовательно, возможность использования подобных

систем для транспортировки факторов, необходимых для роста и регенерации

костей.
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Таким образом, представленные выше результаты изучения нановолокон в

качестве носителей для доставки биологических молекул весьма перспективны

и предполагают последующие исследования в области создания систем достав-

ки лекарственных препаратов.

7.5. Дендримеры

Дендримеры — разветвленные глобулярные молекулы с трехмерной структу-

рой [150, 151]. Слово «дендример» происходит от греческих слов dendron

и mers, где первое означает дерево, а второе — часть. Таким образом, дендри-

мером называют часть дерева, что отражает симметричную древоподобную

структуру данных полимеров (рис. 7.1). Технически дендример— это полимер,

состоящий из множества соединенных между собой мелких химических

звеньев. Для синтеза дендримеров существуют два основных способа. Первый,

предложенный Томалиа, представляет собой дивергентный метод, где дерево

«произрастает» из центрального ядра. Иными словами, происходит сборка мо-

номерных модулей в радиальном направлении, ветка от ветки [152]. Второй ме-

тод, разработанный Хоукером и Фречетом, называется конвергентным [153].
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Рис. 7.1.Схематическое изображение двух методов синтеза дендритныхмакромоле-

кул (дендронов): а— дивергентный метод, где синтез начинается от полифункцио-

нального ядра и продолжается в радиальных направлениях за счет последовательных

стадий активации и конденсации; б—конвергентный метод, где синтез начинается с

тех ветвей, которые образуют периферию окончательно сформированной молекулы,

и продолжается в направлении к фокусной точке. Воспроизводится в соответствии с

работой [154] с разрешения Elsevier



Он реализуется путем соединения звеньев, от будущей поверхности дендриме-

ра к фокусной точке, в результате чего также образуется дерево. Этот подход

очень удобен для создания дендримеров, которые затем используются в качес-

тве строительных блоков более крупных наноструктур. Конвергентная модель

обеспечивает доступ к «клиньям» дендримера с различной реактивностью в фо-

кусной точке и на концах цепей (см. рис. 7.1, где схематично изображены оба

подхода) [154]. Дендримеры можно синтезировать поэтапно, что позволяет

контролировать их размер путем изменения концентрации мономеров [150].

Таким образом, можно создавать дендримеры определенного размера — от 70

до 300 нм [151–154].

7.5.1. Свойства дендримеров

Дендримеры имеют уникальные особенности: высокую степень разветвленнос-

ти, поливалентность, глобулярное строение и установленную молекулярную

массу [155, 156]. Разумное использование этих свойств помогает с высокой вос-

производимостью создавать эффективные системы доставки лекарств [157,

158]. Ступенчатый синтез дендримеров позволяет получать молекулы с регу-

лярным ветвлением, низким индексом полидисперсности и строго определен-

ным числом периферических групп. Таким образом, дендримеры, образующие-

ся путем поэтапного синтеза, выгодно отличаются идеальным характером

ветвления от более распространенных глобулярных молекул, получаемых по-

лимеризацией, поскольку последние характеризуются излишней и нерегуляр-

ной разветвленностью. Архитектура дендримеров также интересна [159].

Полости и каналы в ядре и в ветвях могут обладать гидрофильной или гидро-

фобной природой в зависимости от химических свойств мономеров. Кроме

того, в процессе синтеза в молекулу удается включать участки связывания тре-

буемых лигандов. Следовательно, выбор метода синтеза дендримеров и исход-

ных мономеров позволяет определять форму, размер, плотность, полярность,

реакционную способность и растворимость молекул.

7.5.2. Применение дендримеров для доставки лекарств

Дендримеры играют немаловажную роль в развитии нанотехнологий, так как

представляют собой строительные блоки с контролируемыми параметрами.

Они используются в мономолекулярных устройствах, нанореакторах, биологи-

ческих сенсорах для медицины и направленной доставке лекарств и генов [155,

160, 161]. Широкий спектр возможностей применения дендримеров связан с их

радиальным строением, наличием полифункциональной поверхности и внут-

ренних полостей. Перечисленные выше особенности делают дендримеры иде-

альными носителями для доставки лекарств и переноса генов. Биологически

активные вещества либо включают внутрь молекулы, либо химически или фи-

зически связывают с поверхностью. Поверхность, внутреннее пространство и

ядро носителя можно модифицировать в зависимости от свойств активного ве-

щества и в соответствии с поставленной задачей.
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В настоящее время известно свыше 50 семейств дендримеров [162], причем

каждое из них отличается от других по ряду свойств. Первое семейство, синте-

зированное, охарактеризованное и выпускающееся в промышленных масшта-

бах, составляют дендримеры на основе полиамидоамина (ПАМАМ) [154].

Внутренние третичные аминогруппы ПАМАМ доступны для кислотно-основ-

ных реакций, образования водородных связей и других нековалентных взаимо-

действий с инкапсулированными молекулами, что позволяет использовать этот

полимер как носитель многих лекарственных препаратов [163]. Патри с колле-

гами исследовали возможность применения дендримеров на основе ПАМАМ

в качестве систем доставки лекарств с целью снижения их токсичности и повы-

шения растворимости в воде [164]. Поверхность полимера модифицировали

введением гидроксильных групп, что значительно повышало его раствори-

мость. Также к дендримеру ковалентно присоединяли метотрексат. Помимо

этого, изучали нековалентный комплекс терапевтического агента с дендриме-

ром, в котором лекарство располагалось внутри полимера. Исследование кине-

тики высвобождения метотрексата показало, что из нековалентного комплекса

лекарство выходило сразу, однако конъюгаты метотрексата с дендримером

были устойчивы в воде и в фосфатно-солевом буфере. Таким образом, экспери-

ментально доказано, что расщепляемый ковалентный конъюгат лекарства с

дендримером пригоден для доставки, поскольку преждевременный выход пре-

парата в биологических условиях не происходит.

Простейшим способом получения конъюгатов лекарств с дендримерами яв-

ляется присоединение молекул терапевтического агента непосредственно к по-

верхности. Поскольку она может иметь полифункциональные свойства, к од-

ной молекуле дендримера присоединяют много молекул лекарства. Их число

можно изменять путем выбора условий проведения реакции присоединения.

Ковалентное связывание препарата с поверхностью дендримера описано в не-

скольких работах [165, 166]. Например, Малик с соавторами изучали противо-

опухолевую активность конъюгата дендримера на основе ПАМАМ с солью

платиновой кислоты и обнаружили противоопухолевую активность по отноше-

нию ко всем модельным опухолям, включая модель, устойчивую к препаратам

платины [165]. Жуо с коллегами синтезировали дендримерыПАМАМи конъю-

гировали их с 5-фторурацилом [166]. Гидролиз конъюгатов в фосфатном буфе-

ре приводил к высвобождению 5-фторурацила.

Нестероидные противовоспалительные препараты (НСПВП) относятся к раз-

ряду наиболее часто применяемых лекарств, особенно при остеоартрите и других

хронических скелетно-мышечных заболеваниях [167]. Из фармакологических

средств данного типа, как правило, используют кетопрофен, ибупрофен, дифлу-

низал и напроксен. Однако применение НСПВП связано с рядом побочных эф-

фектов, включая нарушение работы почек, желудочно-кишечные кровотечения и

реакции гиперчувствительности [168]. Многие исследователи изучали возмож-

ность конъюгации НСПВП с дендримерами, транспорт полученных конъюгатов

в клетки и их терапевтическую активность [169–171]. Денис с коллегами прове-

ряли растворимость в воде кетопрофена, ибупрофена, дифлунизала и напроксена
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в присутствии дендримеров ПАМАМ с этилендиамином во внутренней полости

дендримера [168]. Оказалось, что дендримеры в значительной степени повыша-

ют растворимость НСПВП. Более того, в растворе дендримера она росла почти

линейно с увеличением концентрации полимера. Авторы работы [168] также по-

казали возрастание биодоступности препаратов с увеличением их растворимос-

ти. Причиной повышения растворимости лекарств, по-видимому, являются элек-

тростатические взаимодействия и образование водородных связей между

поверхностными аминогруппами дендримера и карбоксильными группами

НСПВП. В другом исследовании был проведен синтез конъюгатов гидроксили-

рованного дендримера ПАМАМ с ибупрофеном. Конъюгат содержал большое

количество лекарства для лучшего проникновения препарата в клетки и сниже-

ния системного побочного действия [169]. Конъюгаты дендримера с ибупрофе-

ном незамедлительно попадали в клетки легочного эпителия и преимущественно

локализовались в цитоплазме. Наносистемы на основе дендримеров с высоким

содержанием лекарственного препарата позволяют быстро достичь необходимо-

го фармакологического действия. В будущем следует оценить фармакокинети-

ческие и фармакодинамические параметры подобных систем на животных. Еще

одним исследовательским коллективом была изучена возможность использова-

ния дендримеров на основе ПАМАМ для доставки кетопрофена [172]. Оказа-

лось, что in vitro время полужизни кетопрофена в комплексе с дендримером зна-

чительно повышалось по сравнению со свободным кетопрофеном. Изучение

циркуляции препарата на мышах показало более длительное пребывание в крови

комплекса препарата с дендримером по сравнению с контрольным образцом. Та-

ким образом, дендримеры на основе ПАМАМ можно рассматривать как потен-

циальные переносчики лекарственных препаратов, обеспечивающие более дли-

тельную циркуляцию и снижение побочных эффектов.

Дендримеры такжеможно использовать для доставки генов сквозь клеточную

мембрану в ядро. Концевые аминогруппы молекулы дендримера ПАМАМ взаи-

модействуют с фосфатными группами нуклеиновых кислот. Это обеспечивает

образование трансфекционных комплексов [173–175]. В настоящее время уже

налажен промышленный выпуск реагента для трансфекции «SuperFect», состоя-

щего из активированных дендримеров. Они способны переносить больше гене-

тического материала, нежели вирусы. Комплексы «SuperFect» с ДНК устойчивы

и обеспечивают эффективный транспорт ДНК в ядро. Высокая способность к

трансфекции связана не только с определенной формой дендримеров, но, вероят-

но, и с низкими значениями pKa аминов (3,9 и 6,9). Данное значение pKa позволя-

ет дендримеру нивелировать изменение рН в эндосомах [176]. Точно определен-

ные размеры соединений этого класса полимеров в пределах нанодиапазона и

множество участков связывания различных лигандов и биологически активных

соединений делают дендримеры подходящими кандидатами для генной терапии.

К их поверхности можно присоединять вещества, способствующие проникнове-

нию дендримеров в ядро клетки. Все вышеперечисленное позволяет предполо-

жить будущее использование дендримеров в качестве реагентов для переноса ге-

нетической информации на клеточном и системном уровне [177].
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В результате сочетания дивергентного и конвергентного синтеза удалось соз-

дать новые дендримеры на основе сополимеров простых и сложных эфиров, со-

держащие гидрофильное ядро [178]. Для этого внутрь дендримеров помещали

полиэтиленоксид (ПЭО). Дендримеры могут включать в свой состав гидрофиль-

ные и гидрофобные модельные соединения в значительных количествах. Поме-

щение лекарства внутрь дендримеров происходило путем физического захвата

и (или) образования водородных связей сПЭОкак внутримолекулы дендримера,

так и снаружи. Выход гидрофильных и гидрофобных препаратов в фосфатном

буфере был медленным и равномерным; за 170 ч высвобождалось около 90% ве-

щества. Следовательно, такие дендримеры можно рассматривать в качестве по-

тенциальных систем доставки лекарств. Бхадра с соавторами описали синтез

пептидных дендримеров для доставки противомалярийного препарата артеметер

[179]. Был синтезирован пептидный дендример с ПЭГ в качестве ядра и L-лизи-

ном как повторяющимся звеном. Артеметер образовывал комплекс с внутренней

поверхностью дендримера за счет водородных связей и гидрофобных взаимодей-

ствий. В эту же систему вводили хондроитинсульфат А (ХСА), что повышало

степень связывания противомалярийного препарата. Помимо этого, конъюгация

с ХСА приводила к ослаблению гемолиза и токсического воздействия макрофа-

гов. Данные соединения эффективно удаляли in vitro кольцевые и трофозоитные

формы Plasmodium falciparum. Изучение таких комплексов in vivo на мышах

показало продолжительное высвобождение артеметера (до 13 ч после внутримы-

шечного введения) как в системах с ХСА, так и без него. Это исследование под-

тверждает потенциальную возможность применения дендримеров для контроли-

руемой доставки противомалярийных препаратов.

Таким образом, дендримеры предоставляют возможность для присоедине-

ния и высвобождения лекарств по нескольким механизмам. Описанные выше

свойства имеют большое значение для рассмотрения дендримеров как потенци-

альных носителей в системах доставки.

7.6. Липосомы и липидные наночастицы

Липосомы— микроскопические сферические частицы, мембраны которых по-

строены из двойного фосфолипидного слоя. Их используют для доставки ле-

карств, вакцин или генетического материала в клетки [180, 181]. В зависимости

от числа двойных слоев мембраны липосомы подразделяют на мультиламел-

лярные, многослойные везикулы (МЛВ); малые одноламеллярные, однослой-

ные везикулы (МОВ) и крупные однослойные везикулы (КОВ) [182]. Диаметр

липосом варьируется в пределах от 25 нм до 10 мкм. Размер и морфология этих

частиц зависят от метода синтеза и от концентрации растворов. Впервые Бэнг-

хэм иХорн описали липосомы в качестве перспективных парентеральных пере-

носчиков лекарств в 1960-х гг., а на практике они стали использоваться в

1970-е гг. [183]. Широкое применение липосом в этом качестве связано с лег-

костью их сборки, что позволяет создавать системы различного назначения.

Кроме того, липосомы обладают биосовместимостью, способны переносить
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гидрофильные и гидрофобные соединения, включая малые молекулы и круп-

ные макромолекулы, например ДНК. Кроме того, липосомы способны присое-

динять к поверхности различные лиганды или определенные молекулы. К не-

достаткам данных частиц относятся ограниченная физическая стабильность

липидных дисперсий, утечка инкапсулированных препаратов, низкая терапев-

тическая эффективность, связанная с отсутствием направленной доставки к

клеткам или тканям, неспецифическое выведение системой мононуклеарных

фагоцитов, а также сложность масштабирования производственного процесса

[184–187].

Для постепенного выхода лекарств применяют полимерные наночастицы,

разлагаемые и неразлагаемые in vivo [188]. Однако цитотоксичность полимеров

после их интернализации клетками — немаловажный аспект, которому уделя-

ют недостаточно внимания [189]. Поскольку в настоящее время крупномас-

штабных производств полимерных наночастиц нет, и коммерческое произво-

дство систем доставки лекарств на их основе практически не развивается.

Поэтому исследователи обратили внимание на твердые липидные наночастицы

(ТЛН) и наноструктурные липидные переносчики (НЛП) [190]. В матрицу ТЛН

иНЛП включают биосовместимые и разлагаемые in vivo липиды или липидопо-

добные вещества, находящиеся в твердом состоянии при комнатной температу-

ре и в физиологических условиях [191]. ТЛН на основе триглицеридов или смол

способны инкапсулировать ограниченное количество лекарственного препара-

та, что связано с растворением лекарства в липиде, в результате которого может

происходить выталкивание молекул препарата из кристаллической решетки

при полиморфных переходах [192]. Описанные выше недостатки ТЛН преодо-

лены в НЛП. Их готовят из смеси твердых и жидких липидов, масел; в результа-

те образуется матрица с неупорядоченной структурой. За счет неупорядочен-

ности матрица НЛП способна включать в себя отдельные молекулы лекарства

или аморфные кластеры [193]. К преимуществам ТЛН и НЛП по сравнению с

липосомами, микроэмульсиями и полимерными наночастицами можно отнести

простоту синтеза, не требующую применения органических растворителей,

долгосрочную физическую стабильность и защиту химически лабильных групп

внутри частиц [190–198]. Уже созданы системы доставки лекарств на основе

ТЛН для парентерального, перорального, трансдермального, внутриглазного,

внутрилегочного и ректального введения [199–210].

7.6.1. Синтез липосом и липидных наночастиц

Липосомы образуются путем самопроизвольной сборки фосфолипидов в воде.

Методами синтеза липосом являются экструзия [211], обращенно-фазовое упа-

ривание [212] и реакции с участием детергентов [213]. Для детального ознаком-

ления с данными методами советуем обратиться к обзору [214]. Как и при синте-

зе липосом, для создания тонких дисперсий липидных наночастиц был

разработан ряд препаративных методов. Ниже кратко обсуждаются некоторые из

них, особое внимание уделяется возможности масштабирования процесса, так

как это является необходимым условием получения коммерческого продукта.
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7.6.1.1. Гомогенизация под высоким давлением

Гомогенизация под высоким давлением (ГВД) — удобный метод синтеза ТЛН

и НЛП, она может происходить при высокой температуре (горячая ГВД) или

низкой (холодная ГВД) [215–217]. Размер частиц, получаемых данными спосо-

бами, уменьшается за счет кавитации и турбулентности. При горячей ГВД ли-

пид и лекарство расплавляют при температуре примерно на 5 °С выше темпера-

туры плавления липида и соединяют с водным раствором ПАВ при той же

температуре. В процессе интенсивного перемешивания образуется первичная

эмульсия, которую переносят в гомогенизатор высокого давления с контролем

температуры. Для получения наноэмульсии обычно достаточно трех циклов го-

могенизации при давлении 500 Бар. При охлаждении до комнатной температу-

ры наноэмульсия кристаллизуется, образуя ТЛН или НЛП. ГВД при низкой

температуре подходит для включения термочувствительных или гидрофиль-

ных лекарственных препаратов. В этом процессе липид и лекарство расплав-

ляют совместно, затем быстро измельчают в жидком азоте, в результате фор-

мируются твердые липидные наночастицы. Пресуспензия возникает при

интенсивном перемешивании частиц в холодном водном растворе ПАВ. Затем

ее гомогенизируют при пониженной температуре для образования ТЛН и НЛП.

Обычно проводят пять циклов гомогенизации при 500 Бар. Оба метода ГВД

применимы для работы при концентрации липида до 40% и позволяют полу-

чать частицы в очень узком диапазоне размеров (индекс полидисперсности

< 0,2) [218–219]. Есть работы, в которых высказывается мнение о возможности

масштабирования метода ГВД для производства ТЛН [220–221].

7.6.1.2. Метод микроэмульсии

При использовании этого метода сначала готовят теплую микроэмульсию, пе-

ремешивая раствор, обычно содержащий 10% расплавленного твердого липи-

да, 15% ПАВ и 10% ко-ПАВ [220, 222]. Затем микроэмульсию диспергируют

с помощью термостатируемого шприца при перемешивании в избытке холод-

ной воды в соотношении 1 : 50. Лишнюю воду удаляют ультрафильтрацией или

лиофилизацией для повышения концентрации частиц. Недостатками метода

являются необходимость избавления от избытка воды из дисперсии ТЛН, высо-

кие концентрации ПАВ и ко-ПАВ, повышающие стоимость процесса и услож-

няющие его масштабирование.

7.6.1.3. Высокоскоростное перемешивание

и ультразвуковая обработка

Для производства ТЛН из липидных микрочастиц также используют высоко-

скоростное перемешивание или обработку ультразвуком [223]. Преимущество

этой технологии состоит в простоте проведения процесса и доступности обору-

дования. Недостаток высокоскоростного перемешивания — сравнительно ши-

рокое распределение частиц по размерам, которое является причиной физичес-

кой нестабильности, например увеличения размеров частиц при хранении.
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Данную проблему преодолевают, используя более высокую концентрацию

ПАВ, однако это может привести к повышению токсичности системы. Еще

один недостаток — возможность загрязнения частиц металлом в ходе ультра-

звуковой обработки. Для решения перечисленных проблем высокоскоростное

перемешивание и ультразвуковую обработку объединили, создав технологию,

позволяющую получать физически стабильные частицы с узким распределени-

ем по размерам [224, 225].

Для приготовления ТЛН и НЛП, содержащих лекарственные препараты, ис-

пользуют и другие методы, например метод двойной эмульсии типа вода в мас-

ле в воде [226] и с помощью растворителя [227, 228].

7.6.2. Применение липосом для доставки

лекарственных препаратов

Активное изучение липосом в качестве потенциальных систем доставки ле-

карственных препаратов объясняется большим разнообразием их структур

и композиций [184]. Липосомы способны заключать водорастворимые лекарс-

твенные препараты во внутреннее пространство, а жирорастворимые препара-

ты — в мембрану [180]. Высвобождение содержимого из этих частиц при кон-

такте с клетками происходит по одному из четырех механизмов: адсорбции,

эндоцитоза, липидного обмена или слияния [186]. Липосомы могут доставлять

лекарства как пассивным, так и активным способом. Макрофаги ретикулоэндо-

телиальной системы (РЭС) быстро выводят из кровотока нативные липосомы.

Это свойство в сочетании с легкостью изменения размеров липосом позволило

использовать их для пассивного направленного транспорта ряда лекарствен-

ных препаратов. Была изучена способность липосом взаимодействовать с РЭС

и включать в себя препараты с токсическим побочным эффектом [229]. Так,

применение антибиотика амфотерицина В для лечения системных грибковых

инфекций сопряжено с токсическим действием на почки [229]. Липосомальный

препарат амфотерицина В, амбизом, стал первым применяться в клинической

практике [230]. За счет пассивного связывания клетками печени и селезенки ам-

бизом снижает токсическое действие на почки в обычных дозах, однако при

введении высоких доз его токсическое действие вновь проявляется [231].

Амбизомом также лечат лейшманиоз — паразитарную инфекцию, затрагиваю-

щую РЭС [232]. Липосомы используются в качестве иммуноадьювантов, уси-

лителей иммунного ответа, повышающих клеточный и гуморальный иммуни-

тет [233]. В липосомальные вакцины можно включать цитокины [233],

микроорганизмы [234], растворимые антигены [235] или ДНК [236]. В некото-

рых исследованиях было показано, что липосомы с помещенными в них антиге-

нами стимулируют иммунный ответ на антиген. Еще одним преимуществом та-

кого типа вакцин является возможность их хранения в сухом месте при

пониженной температуре вплоть до одного года без потери активности [237].

Кроме того, липосомы используют в качестве носителей для доставки ДНК

[238, 239]. Данные носители синтезируют из фосфолипидов с гидрофильными
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головками, содержащими аминогруппы. Аминогруппы липосом взаимодей-

ствуют с фосфатными группами ДНК с образованием так называемых катион-

ных липосом, поскольку при физиологическом значении рН их поверхность по-

ложительно заряжена. Применение катионных липосом как систем доставки

генов началось в конце 1980-х гг., когда было показано, что образование ком-

плексов между генами и липосомами способствует захвату генов клетками

in vitro [240]. Данный тип липосом — удобный инструмент для доставки генов

к определенным клеткам организма [241–244]. Несмотря на то что эксперимен-

тальные данные подтверждают способность катионных липосом облегчать дос-

тавку ДНК в клетки млекопитающих, существует множество проблем, которые

следует решить для проведения успешного переноса генов. К ним относятся

слишком быстрое выведение катионных липосом из организма, неспецифич-

ность доставки, необходимость переноса генетического материала в клеточное

ядро, а также обеспечение долгосрочной экспрессии генов. На клеточном уров-

не эти проблемы преодолевают с помощью опосредованного рецепторами свя-

зывания соответствующих лигандов, использования механизмов, позволяю-

щих липосомам избежать выведения путем эндоцитоза, осуществления более

эффективной транслокации ДНК в ядро и диссоциации липосомального ком-

плекса перед вхождением свободной ДНК в ядро [245].

7.6.3. Применение липидных наночастиц

для доставки лекарственных препаратов

Интерес к липидным наночастицам значительно вырос за последнее десятиле-

тие. В нескольких исследованиях изучали возможность использования ТЛН

в качестве носителей для контролируемой доставки лекарств и снижения по-

бочного токсического эффекта [202, 246, 247]. Кавалли с соавторами синтези-

ровали обычные ТЛН и ТЛН из трипальмитина, содержащие паклитаксел для

создания альтернативы парентеральному препарату Палитаксел [246]. Коммер-

ческое средство Таксол представляет собой токсичный мицеллярный препарат

лекарства в полимерной матрице Cremophor EL. Показано, что из ТЛН в среду

(фосфатный буфер, рН 7,4) за 120 мин высвобождаетсялишь 0,1% паклитаксе-

ла. Ранее та же научная группа зафиксировала аналогичный пролонгированный

профиль выведения доксорубицина и идарубицина in vitro (0,1% за 120 мин) по

сравнению с активным выбросом лекарств в контрольных образцах [202].

Подобным образом выводится циклоспорин А из ТЛН на основе стеариновой

кислоты. Его выход in vitro не превышет 4% за 2 ч по сравнению с 60% при ис-

пользовании раствора препарата [247]. Клиническое применение противогриб-

кового средства кетоконазола ограничено из-за побочного действия на взрос-

лых здоровых людей; он вызывает местное сильное раздражение и жжение.

В целях минимизации побочных эффектов и обеспечения контролируемого вы-

свобождения препарата другим коллективом была изучена стабильность кето-

коназола в дисперсиях ТЛН и НЛП [248]. В качестве твердого липида для син-

теза наночастиц выбрали Compritol 888 ATO. Для синтеза НЛП как жидкого
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липидного компонента подобрали природный антиоксидант �-токоферол.

Емкость ТЛН иНЛПпо отношению к кетоконазолу оказалась одинакова (около

5% от массы частиц). Результаты показали, что ТЛН сохраняли физическую

стабильность в суспензии не менее трех месяцев, однако матрица ТЛН не обес-

печивала защиту химически лабильного кетоконазола от расщепления под дей-

ствием света. Напротив, НЛП стабилизировали препарат.

Для изучения доставки активных компонентов в головной мозг с помощью

систем ТЛН Янг с соавторами исследовали механизм высвобождения кампто-

тецина из ТЛН, синтезированных из стеариновой кислоты, в мышах [249].

Суспензию камптотецина в ТЛН вводили в хвостовую вену животных. Оказа-

лось, что препарат с высокой эффективностью достигал головного мозга, про-

никая сквозь гематоэнцефалический барьер. Ван с соавторами in vitro анали-

зировали профиль высвобождения 5-фтор-2’-дезоксиуридина из ТЛН и его

распределение в головном мозге [224]. Профиль высвобождения препарата

состоит из двух фаз: начальный активный выброс сменялся медленным вы-

свобождением, в то же время при использовании свободного препарата все

лекарство выводилось за 2 ч. Изучение распределения 5-фтор-2’-дезоксиури-

дина в составе ТЛН в головном мозге мышей показало, что его содержание в

два раза превышало уровень, достигаемый при введении свободного лекар-

ства. Возможной причиной более активного накопления препарата в составе

ТЛН является повышение липофильности, что облегчает транспорт через эн-

дотелиальные клетки ГЭБ.

Чтобы подробнее ознакомиться с применением липидных наночастиц, сове-

туем читателю обратиться к обзорным статьям [210, 250].

7.7. Нанотрубки и фуллерены

Трубки, диаметр которых составляет от нескольких нанометров до сотен нано-

метров, часто называют нанотрубками. Лучше всего изучены структуры, свой-

ства, методы синтеза и возможности применения нанотрубок из углерода.

Поэтому в данном разделе основное внимание уделено именно углеродным на-

нотрубкам (УНТ) и их применению для доставки лекарственных препаратов;

кроме того, вкратце будет рассказано о биомедицинском применении фулле-

ренов.

Основу структуры УНТ составляют атомы углерода, организованные в виде

бензольных колец, которые формируют графитовые листы, свернутые в бес-

шовные цилиндры. Есть два основных типа УНТ: одностенные и многостен-

ные. Последние образуются из нескольких концентрических слоев свернутых

графитовых листов. Диаметр одностенных УНТ обычно составляет от 0,4 до

2,0 нм, диаметр многостенных — от 2 до 100 нм. Трубки обоих типов имеют

длину от нескольких микрометров до нескольких миллиметров. УНТ сформи-

рованы гексагональными слоями углерода с гибридизацией sp
2
и обладают иде-

альной цилиндрической структурой [251].
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Фуллерен похож по свойствам на УНТ и рассматривается в качестве нанома-

териала, состоящего из третьей аллотропной формы углерода, карбина, после

графита и алмаза. Атомы углерода в фуллерене похожи на выпуклые замкнутые

многогранники. Фуллерен
*
состоит из 60 атомов углерода, образующих 12 пя-

тиугольников и 20 шестиугольников. По форме фуллерены напоминают фут-

больный мяч. Их диаметр может составлять всего 2 нм [252]. Аналогично УНТ,

атомы углерода в гексагональных и пентагональных ячейках фуллеренов име-

ют гибридизацию sp
2
. Уникальные свойства УНТ и фуллеренов явились причи-

ной их активного изучения в качестве потенциальных систем доставки ле-

карств.

7.7.1. Синтез

Чаще всего для синтеза УНТ используют один из трех методов: химическое па-

рофазное осаждение, электрическую дугу и лазерную абляцию; ниже кратко из-

ложена суть этих методов.

7.7.1.1. Химическое парофазное осаждение

В этом процессе газообразный углеводород пропускают через трубчатую печь.

Металлический катализатор в печи нагревается горячими газами до температу-

ры 500–1000 °С. Молекулы углеводородов диссоциируют при участии метал-

лического катализатора, и на частицах металла происходит скапливание атомов

углерода [253]. Осаждение углерода на металлических частицах приводит к об-

разованию твердых вытянутых структур из атомов углерода с гибридизацией

sp
2
. Металлический катализатор ускоряет процесс, снижает его стоимость и

улучшает качество конечного продукта [254]. Очистка продукта необходима

для удаления образующихся при осаждении примесей: соединений графита,

аморфного углерода, угля и частиц металла. С этой целью применяют обработ-

ку кислотой, микрофильтрацию, тепловую обработку или ультразвук. Свойства

УНТ, полученных химическим парофазным осаждением, зависят от температу-

ры, концентрации углеводорода, размера частиц и предварительной обработки

катализатора, а также от времени реакции [255]. Чаще всего газовая смесь со-

стоит из метана и этана [253], катализаторами обычно служат железо или ни-

кель.

7.7.1.2. Электрическая дуга

В данном методе в инертной атмосфере гелия или аргона между двумя графито-

выми электродами создается электрическая дуга [256]. Высокая температура

дуги вызывает испарение углерода, приводящее к формированию нанотрубок.

Для получения конечного продукта требуется очистка под действием потока

кислорода или диоксида углерода [257]. Метод электрической дуги позволяет

получать одностенные и многостенные УНТ [258, 259]; синтез первых обычно
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происходит в присутствии металлического катализатора. Важными параметра-

ми процесса являются расстояние между электродами, сила тока, напряжение

и размеры электродов [259].

7.7.1.3. Лазерная абляция

При абляции кусок графита вместе с металлическим катализатором подвергают

выпариванию под действием лазерного излучения в инертной атмосфере газооб-

разного гелия или аргона. Чаще всего катализаторами служат кобальт и никель.

Под воздействием лазера в газовой среде образуются УНТ, которые затем уно-

сятся потоком газа в охлаждающий медный коллектор [260]. Для удаления угле-

родных примесей требуется очистка методом пропускания через материал пото-

ков газа при высокой температуре. Определяющими параметрами процесса

являются глубина проникновения лазерного луча, его энергия, длительность им-

пульса и длина волны. При тщательном подборе параметров можно синтезиро-

вать УНТ достаточно высокой чистоты [256]. Лазерная абляция — наиболее

предпочтительный метод получения чистых УНТ [256].

Есть и другие способы создания нанотрубок, основанные, например, на ис-

пользовании энергии солнца [261] или плазменного факела [262].

Фуллерены обычно получают методами лазерной абляции [263], электри-

ческой дуги [264] или ионно-лучевого напыления [265]. Как правило, требова-

ния к условиям синтеза фуллеренов менее жесткие; это относится ко времени и

температуре процесса. Нагревание углеродного, точнее графитового, источни-

ка до сравнительно более низкой температуры и за более короткое время позво-

ляет получить фуллерен в качестве основного продукта.

7.7.2. Очистка углеродных нанотрубок

Синтезированные УНТ имеют значительное количество примесей (частиц ме-

таллического катализатора и аморфного углерода), поэтому прежде чем их ис-

пользовать, проводят стадию очистки. Одним из распространенных методов

очистки и солюбилизации УНТ в различных растворителях является обработка

сильной кислотой, позволяющая удалить примеси металла [266]. Однако в та-

ких условиях трубки расщепляются на отдельные фрагменты, на концах кото-

рых образуются карбоксильные группы, что изменяет химические и физичес-

кие свойства трубок [266]. Чтобы избежать изменения свойств УНТ,

используют другие способы очистки: хроматографию, газификацию, центри-

фугирование, фильтрацию и химическую дериватизацию [267–270].

7.7.3. Токсичность углеродных нанотрубок

Токсичность и биосовместимость УНТ чрезвычайно важны при оценке воз-

можности их использования для доставки лекарственных препаратов. К сожа-

лению, исследования влияния УНТ на кератиноциты кожи человека показали,
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что их присутствие вызывают воспалительную реакцию, снижение жизнеспо-

собности клеток и их морфологические изменения [271, 272]. Кроме описанных

экспериментов in vitro исследования in vivo, проведенные на морских свинках и

крысах, выявили легочное воспаление и образование гранулем под воздей-

ствием УНТ, не несущих никакого лекарственного препарата [273–276]. Нано-

трубки, использовавшиеся в упомянутых выше исследованиях, не подверга-

лись очистке, поэтому их токсическое действие могло быть обусловлено

присутствием ионов металлов, связанных с трубками. Гарибальди с соавторами

изучали воздействие очищенных УНТ на клетки сердечной мышцы крысы

[277]. Результаты эксперимента не показали токсических эффектов очищенных

УНТ, которые оказались биосовместимы с кардиомиоцитами. Токсичность

УНТ также может быть вызвана их низкой растворимостью. Поэтому при кова-

лентном связывании молекул, повышающих растворимость УНТ, их токсич-

ность значительно понижается и углеродные нанотрубки становятся вполне

безопасными для использования в биологических системах [278].

7.7.4. Функциональная модификация углеродных нанотрубок

Основным недостатком углеродных нанотрубок, значительно снижающим их

совместимость с биологическими объектами, является отсутствие подходящих

растворителей. Для применения в системах доставки лекарств УНТ должны

быть хорошо диспергированы в воде или других растворителях. Следователь-

но, гидрофобные поверхности УНТ необходимо модифицировать с целью по-

вышения их растворимости. Тогда появится возможность их биомедицинского

использования [252].

Один из широко применяемых подходов к функциональной модификации

УНТ состоит в нековалентных взаимодействиях с нуклеиновыми кислотами,

пептидами, ПАВ, полимерами и олигомерами [279–282]. Преимущества данных

подходов заключается в сохранении ароматической структуры и электронных

характеристик УНТ. За нековалентное связывание отвечают гидрофобные или

�-�-взаимодействия. При диспергировании нанотрубок применяют анионные,

катионные и неионные ПАВ [283]. Ислам с соавторами использовали додецил-

сульфат натрия (ДСН) и Triton X-100 для получения суспензий УНТ [283]. Ре-

зультаты исследования показали, что сочетание �-�-взаимодействий аромати-

ческих остатков между ДСН и УНТ с длинными липидными цепочками ДСН

повышает стабильность комплекса. Triton X-100 участвует в диспергировании

путем �-стэкинга. Хотя ПАВ вполне эффективны для солюбилизации УНТ, они

могут повышать проницаемость плазматической мембраны клеток, усиливая

токсическое действие [266]. Следовательно, взаимодействия ПАВ с биологичес-

кими системами ограничивает биомедицинское применение комплексов УНТ с

ПАВ. Напротив, солюбилизация УНТ с помощью биологических молекул гораз-

до лучше подходит для введения данного типа материалов в живые системы. По-

этому идет активное изучение возможностей модификации УНТ полисахарида-

ми [279], аминокислотами [280], белками [281] и нуклеиновыми кислотами [282].
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В результате этих исследований были разработаны пути повышения раствори-

мости УНТ в воде после их функциональной модификации.

Другой подход к модификации поверхности УНТ состоит в образовании ко-

валентных связей с функциональными группами. Для этого используют два

способа. Первый — введение гидрофильных групп с использованием кислот,

и второй — проведение реакций присоединения, позволяющих повысить рас-

творимость нанотрубок в различных растворителях [238]. Под действием силь-

ных кислот УНТ окисляются, что уменьшает их длину и одновременно моди-

фицирует карбоксильными группами, повышающими дисперсность в водных

средах [284]. Наиболее эффективный путь функциональной модификации УНТ

состоит в 1,3-диполярном циклоприсоединении азометиновых илидов. При

этом УНТ вступают в реакцию присоединения при нагревании в диметилформ-

амиде в присутствии �-аминокислоты и альдегида [285]. Есть много вариантов

этой реакции, но в любом случае конечным продуктом будут функциональные

УНТ с хорошей растворимостью [286]. Недостатком ковалентной модифика-

ции является ухудшение физических свойств нанотрубок из-за структурных из-

менений, что ограничивает возможность их применения в электронных устрой-

ствах [266]. Однако для использования УНТ в системах доставки лекарств

ковалентная модификация имеет некоторое преимущество, так как позволяет

вводить в нанотрубки биологически активные молекулы, необходимые для но-

сителей, использующихся в терапевтических целях [287].

7.7.5. Биомедицинское применение углеродных нанотрубок

УНТ представляют собой наноструктуры с замечательными электрическими,

механическими, термическими и оптическими свойствами [256]. Они нашли

применение в химических сенсорах, материалах для полевой эмиссии, носите-

лях для катализаторов, микро- и наноэлектронных устройствах, нанопинцетах,

в анодах литиевых батареек, сверхконденсаторах, плоских дисплеях и приспо-

соблениях для хранения водорода [288–291]. Однако в этом разделе будут рас-

смотрены лишь возможности биомедицинского применения УНТ в качестве

носителей для лекарств и генов. Поскольку модифицированные УНТ обладают

низкой токсичностью и иммуногенностью, они могут оказаться весьма полез-

ными для использования в нанобиотехнологии и наномедицине [279]. Удель-

ный объем внутреннего пространства УНТ достаточно велик, что позволяет за-

полнять трубки различными биологически активными молекулами— белками,

пептидами, нуклеиновыми кислотами, и подобные системы могут быть направ-

лены к определенным клеткам и тканям в терапевтических целях [282].

7.7.5.1. Доставка лекарств с помощью углеродных нанотрубок

Возможности использования функциональных УНТ для доставки небольших

молекул лекарственных препаратов, противоопухолевых, антибактериальных

или антивирусных агентов, до сих пор полностью не исследованы. Наноконтей-

неры, способные доставлять одно или несколько лекарств, обладают тканевой
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специфичностью и модулируют сигнал для получения изображения, имеют

высокий потенциал при лечении различных заболеваний [293]. Подобное

использование УНТ потребует введения на поверхность трубок различных

функциональных групп. С этой целью Ву с соавторами проводили двойную

функциональную модификацию нанотрубок флуоресцеином и антибиотиком

амфотерицином В (АмВ), использующимся для лечения хронических грибко-

вых инфекций [293]. Двойная функциональная модификация позволила одно-

временно ввести в систему флуоресцентный зонд для контроля захвата УНТ,

и антибиотик в качестве активной молекулы. Противогрибковую активность

конъюгата АмВ–УНТ анализировали по отношению к трем видам грибков, за-

ражающих человека. Оказалось, что связанный с УНТ амфотерицин В сохранял

высокую противогрибковую активность, что указывает на возможность приме-

нения нанотрубок для доставки противогрибковых препаратов. Пасторин с кол-

легами изучали возможность введения флуоресцентного зонда и противоопу-

холевого препарата метотрексата в УНТ с аминогруппами путем ковалентного

связывания [294]. Выяснилось, что УНТ проникают в цитоплазму опухолевых

клеток, причем ограниченный захват метотрексата клетками стимулировался

при конъюгации с УНТ. Инхуа с сотрудниками синтезировали УНТ с замещен-

ными карборановыми ячейками для создания новых растворимых в воде сис-

тем доставки противоопухолевых средств на их основе.

7.7.5.2. Доставка нуклеиновых кислот с помощью

углеродных нанотрубок

Еще одна область биомедицинского применения УНТ, которая только начинает

развиваться, — создание систем доставки нуклеиновых кислот. Пантаротто

с соавторами попытались использовать УНТ с целью получения новой вектор-

ной системы переноса генов [282]. За счет электростатических сил они связыва-

ли плазмиднуюДНК сУНТ, имеющими функциональные аммонийные группы.

Взаимодействуя с линией клеток HeLa, УНТ проникали сквозь клеточные мем-

браны и захватывались клетками. При этом нанотрубки обладали низкой цито-

токсичностью, а связанная с ними плазмидная ДНК эффективно проникала в

клетки. Уровень экспрессии генов в 10 раз превышал уровень, достигаемый при

использовании свободной ДНК. Данные исследования продемонстрировали

новые свойства УНТ и открыли возможность их применения для доставки нук-

леиновых кислот. Другая научная группа вводила плазмиду pUC19 в клетки

Escherichia coli с помощью диспергируемых в воде УНТ [296]. Конъюгат на-

нотрубок с плазмидой вызывал временное нарушение структуры клеточной

мембраны, что позволяло плазмидам проникать внутрь клеток. В аналогичном

исследовании Сингх с коллегами изучали физико-химические взаимодействия

между УНТ, модифицированными катионными группами, и молекулами ДНК,

а также эффективность переноса ДНК с помощью нанотрубок [297]. Три типа

нанотрубок, а именно однослойные и многослойные нанотрубки с введенными

аммонийными группами и однослойные нанотрубки с введенными остатками
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лизина, за счет электростатических взаимодействий связывали с плазмидой

pCMV-в-gal. Критическими параметрами для образования электростатическо-

го комплекса между функциональными УНТ и ДНК были площадь поверхнос-

ти нанотрубок и поверхностная плотность заряда. Кам с сотрудниками анализи-

ровали эффективность переноса короткой интерферирующей РНК, связанной с

УНТ, в клетки млекопитающих [298]. Нековалентная адсорбция молекул фос-

фолипидов и ПЭГ привела к образованию устойчивой водной суспензии нано-

трубок. Данные УНТ взаимодействовали с РНК посредством расщепляемых

дисульфидных связей. С помощью УНТ олигонуклеотиды транспортировались

в клетки млекопитающих, высвобождались там и переносились в ядро, что ука-

зывает на потенциальную возможность применения подобных систем в генной

терапии.

7.7.5.3. Доставка белков с помощью углеродных нанотрубок

Активные исследования ведутся также в области использования функциональ-

но модифицированных УНТ в качестве переносчиков белковых препаратов.

Кам и Дай сообщали об использовании УНТ как переносчиков белков с оцен-

кой функциональной эффективности белков in vitro в клетках млекопитающих

[299]. К окисленным УНТ нековалентно присоединяли три белка: БСА, белок А

и цитохром с. Переносчик оказался совместим с биологической системой, под-

вергался интернализации в эндосомы, а затем высвобождался в цитоплазму

клеток. Биологическую функциональность и активность белка in vitro оценива-

ли по программируемой клеточной смерти, индуцированной цитохромом с

внутри клеток. В другом исследовании Кам с соавторами конъюгировали ис-

пользующийся в клинической практике белок стрептавидин с модифицирован-

ными кислотой одностенными УНТ [300]. Эффективность действия системы

in vitro оценивали по влиянию конъюгата нанотрубок с белком на человеческие

опухолевые клетки и Т-клетки. Модифицированные нанотрубки были неток-

сичны для клеток. Конъюгат белка с переносчиком проникал в клетки посред-

ством эндоцитоза и приводил к дозозависимой клеточной гибели, хотя стреп-

тавидин сам по себе не способен проникать в клетки. Данные исследования

указывают на возможность использования УНТ в качестве переносчиков бел-

ков в терапевтических целях.

7.7.5.4. Доставка вакцин и пептидов с помощью

углеродных нанотрубок

Основной подход к использованию УНТ для доставки вакцин состоит в связы-

вании антигена с нанотрубками, при этом должны сохраняться конформация

антигена и, следовательно, вырабатываться антитела. При этом сами нанотруб-

ки не могут вызывать иммунный ответ. Пантаролло с соавторами использовали

УНТ, модифицированные пирролидиновым кольцом с помощью 1,3-диполяр-

ного циклоприсоединения азометиновых илидов [301]. Они ковалентно связа-

ли модифицированные УНТ с пептидной последовательностью вируса ящура

(FMDV), в результате были получены трубки с одной или двумя пептидными
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последовательностями. Оба варианта пептидных производных УНТ вызывали

сильный иммунный ответ у мышей линии BALC/c. Это означает, что кон-

формация антигена в процессе доставки пептида сохранилась, что является

обязательным условием выработки антител необходимой специфичности.

Нанотрубки не вызывали иммунного ответа. Приведенные результаты под-

тверждают способность УНТ доставлять биологически важные антигены в

нужной конформации и, следовательно, указывают на потенциальную возмож-

ность использования УНТ для доставки вакцин. Разеник с соавторами показа-

ли, что синтетические олигонуклеотиды с последовательностью цитозин–фос-

фодиэфир–гуанин (CpG) у модельных мышей вырабатывают иммунитет

против различных вирусных, бактериальных и протозойных инфекций [302].

Однако биологическая активность данных олигонуклеотидов быстро исчезает,

поэтому для полного уничтожения инфекции требуется многократное введение

высоких доз препарата. Клетки слабо захватывают олигонуклеотиды из-за

электростатического отталкивания отрицательных зарядов клеточной мембра-

ны и антигена. Бианко с коллегами использовали УНТ с аммониевыми группа-

ми для доставки олигонуклеотидов, содержащих фрагмент CpG, в клетки

мышей [303]. Экспериментально показано, что отрицательный заряд олигонук-

леотидов нейтрализовался модифицированными нанотрубками, в результате

отталкивание мембраной ослабевало и облегчалось проникновение олиго-

нуклеотидов в клетки.

7.7.6. Биомедицинское применение фуллеренов

В последнее десятилетие стали активно изучаться химические и физические

свойства фуллеренов. Благодаря уникальной структуре, фуллерены открывают

новые возможности в области доставки лекарственных препаратов и генов.

Внутрь фуллеренов можно помещать биологически активные молекулы; в этом

случае внешняя поверхность фуллеренов должна быть модифицирована таким

образом, чтобы осуществлять направленный транспорт в организме [304]. Во-

обще фуллерены нерастворимы, однако присоединение карбоксильных групп

способствует повышению растворимости [304, 305].

Сами фуллерены используются в качестве терапевтических целей. Это силь-

ные антиоксиданты, способные нейтрализовать различные свободные радика-

лы, задействованные в патогенезе некоторых заболеваний, в частности в ней-

родегенеративных нарушениях. Свободные радикалы кислорода за счет

присутствия неспаренных электронов разрушают химические связи в важных

биологических молекулах, например нуклеиновых кислотах, вызывая повреж-

дение и гибель клеток [306]. Считается, что фуллерены прерывают этот про-

цесс, поглощая повреждающие электроны. Модификация фуллеренов остатка-

ми малоновой кислоты привела к созданию соединения с высокой активностью

при нейродегенеративных заболеваниях у модельных животных [306]. Дюган с

соавторами синтезировали модифицированные карбоксильными группами

фуллерены, содержащие в каждой молекуле по три остатка малоновой кислоты

[307]. Эти соединения оказались активными ловушками свободных радикалов.
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В экспериментах с крысами Фишера in vivo при изучении возможности пе-

рорального и внутривенного введения растворимых в воде фуллеренов было

показано, что фуллерены быстро распределяются по многим тканям. Это озна-

чает, что в принципе данные соединения могут использоваться для доставки ле-

карств в организме. Фоли с соавторами предложили применять фуллерены в

качестве носителей для переноса лекарств, основываясь на том, что их структу-

ра напоминает клатриновые везикулы, участвующие в эндоцитозе [308].

Результаты исследования показали, что производные фуллерена проникают

сквозь внешнюю клеточную мембрану и преимущественно накапливаются в

митохондриях.

Фуллерены используют для ингибирования протеазы ВИЧ [309], в качестве

специфического агента для связывания с костной тканью [310] и как антибакте-

риальный препарат [311]. Так, Фридман с коллегами выяснили, что производ-

ное фуллерена с двумя аминогруппами и двумя карбоксильными группами

является мощным ингибитором специфической протеазы вируса иммунодефи-

цита человека [309]. Исследования подтвердили, что сильные гидрофобные

взаимодействия между производным фуллерена и ферментом приводят к инги-

бированию вируса. Гонзалвес с соавторами выявили, что фуллерен с бисфос-

фатными группами может связываться с костными тканями [310]. Это свойство

можно использовать при создании производных фуллеренов для лечения забо-

леваний костей. Производное фуллерена с тремя остатками малоновой кислоты

растворимо в воде и обладает антибактериальной активностью по отношению к

грамположительной бактерии Staphylococci sp. [311]. Гибель бактерий проис-

ходит из-за проникновения фуллерена в клетки и разрушения их структуры. Та-

ким образом, экспериментально подтверждена потенциальная возможность ис-

пользования карбоксифуллеренов в качестве антибактериальных препаратов.

В недавнем исследовании Изобе с коллегами показали способность тетра-

аминопроизводного фуллерена к связыванию плазмидной ДНК и ее введения в

клетки млекопитающих [312]. Захват клетками комплекса ДНК с фуллереном

происходит посредством эндоцитоза, а интернализованная ДНК защищена

фуллереном от ферментативного расщепления. В похожем исследовании

Ашкрофт с коллегами провели синтез и охарактеризовали растворимое в воде

производное фуллерена, ковалентно связанное с антителами, распознающими

антигены на опухолевых клетках человека [313]. Таким образом, сделан пер-

вый шаг в области создания систем направленной доставки противоопухоле-

вых препаратов на основе фуллеренов. Кроме того, сообщалось о захвате опу-

холевыми клетками человека растворимых производных фуллерена в условиях

in vitro [314], а также о значительном противоопухолевом эффекте и медленном

высвобождении активного компонента в системе на основе конъюгата фулле-

рена с паклитакселом [315].

Еще одно возможное применение фуллеренов — ядерная медицина [316].

Растворимые в воде металлофуллерены могут использоваться в качестве аль-

тернативы хелатирующим агентам для предотвращения прямого связывания

токсичных ионов металла с компонентами сыворотки. Вполне вероятно, что
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металлофуллерены станут реальной заменой хелатирующим агентам благодаря

их устойчивости при метаболизме и высокой кинетической стабильности в

организме. Металлофуллерены также обладают потенциалом при использова-

нии в качестве контрастных агентов для магнитно-резонансной томографии

[317, 318].

Приведенные выше данные указывают на возможность использования

функционально модифицированных УНТ и фуллеренов для доставки биологи-

чески активных молекул в различных биомедицинских целях. Однако в настоя-

щее время изучение возможностей применения систем данного класса в этой

области не выходит за рамки лабораторных экспериментов, и для их внедрения

в клиническую практику необходимы дальнейшие исследования.

7.8. Наногели

Наногели— перекрестно-сшитые полимерные частицы размером меньше мик-

рометра, свойства которых отличаются от свойств линейных макромолекул с

той же молекулярной массой. Трехмерная структура наногелей образована

сетью перекрестно-сшитых молекул полимера, содержащей растворитель; она

напоминает структуру золь-гелевых материалов. Сеть наногеля, которая может

быть сформирована из гомополимеров или сополимеров, нерастворима из-за

наличия химических перекрестных сшивок (связей) или физических перекрест-

ных сшивок, т. е. различных переплетений или кристаллических образований

[319]. Диспергированные частицы геля похожи на перекрестно-сшитые латекс-

ные частицы, набухающие в хорошем растворителе. Если хороший раствори-

тель — вода, такие частицы относят к классу гидрогелевых частиц.

7.8.1. Синтез наногелей

Наногели с химическими перекрестными сшивками синтезируют методом

эмульсионной полимеризации [320–323], а также путем образования перекрес-

тных сшивок внутри молекул полимера или между заранее сформированными

полимерными фрагментами [324, 325].

7.8.1.1. Эмульсионная полимеризация

Это наиболее распространенный способ синтеза наногелей. Он заключается в

сочетании полимеризации и образовании перекрестных сшивок и обычно про-

текает в эмульсии. Мономер диспергируют в водной среде и стабилизируют

образующуюся эмульсию с помощью ПАВ. Свободно-радикальная полиме-

ризация мономеров приводит к образованию полимерных гелевых частиц с не-

большим разбросом по размерам. Относительно недавно внимание исследова-

телей привлек метод микроэмульсионной полимеризации в обращенной фазе,

поскольку он позволяет получать неионные гидрофильные наногелевые части-

цы, используемые для доставки белков и ферментов в организм [326–330]. Не-

достатком эмульсионного метода, особенно тогда, когда синтезируют продукт
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биомедицинского назначения, является наличие примесей в конечном продук-

те мономеров (ПАВ и сшивающих агентов), которые обладают токсичностью

и должны быть удалены после завершения синтеза.

7.8.1.2. Образование перекрестных сшивок

между ранее сформированными фрагментами

Другой подход к созданию наногелевых частиц состоит во введении перекрест-

ных сшивок между отдельными структурными компонентами. Например, Харт с

соавторами описали приготовление частиц наногеля посредством реакции меж-

ду молекулами бензоциклобутена в бензиловом эфире [331]. Авторы другой ра-

боты изучали образование внутримолекулярных перекрестных сшивок между

остатками акриловой кислоты в полифункциональных макромолекулах в про-

цессе полимеризации в низкоконцентрированном растворе [332]. Гомополимеры

и сополимеры акриламида и алкилакриламидов широко применяются для синте-

за термо- и pH-чувствительных наногелей введением перекрестных сшивок с по-

лиспиртами и полиаминами [333–335]. Кроме упомянутых выше методов су-

ществует метод синтеза полиакриловых наногелей с помощью получения

полимерных углеродных радикалов короткими импульсами быстрых электронов

с последующей внутримолекулярной рекомбинацией [336, 337]. Данная техноло-

гия позволяет избежать использования мономеров и сшивающих агентов.

7.8.2. Наногели для доставки лекарственных препаратов

В настоящее время наногели активно изучаются из-за возможности их исполь-

зования в самых разных областях. Они применяются для создания покрытий

[338–340], захвата и высвобождения ионов тяжелых металлов [341, 342], изго-

товления оптоэлектронных переключателей [343] и в системах доставки ле-

карств [344, 345]. Особыми свойствами наногелей являются высокая емкость

и способность обратимо реагировать на внешние сигналы: изменение темпера-

туры, pH, ионной силы, природы растворителя, а также на внешнее возмущение

[346, 347]. Эти полимерные частицы сочетают свойства гелей и коллоидных

систем: микрогетерогенную структуру, малый размер и высокое значение

удельной площади поверхности. Наногели можно использовать для контроля

высвобождения лекарственных препаратов из резервуаров или в системах, где

выход препарата регулируется набуханием носителя [348, 349]. Заметим, что

наногели могут быть сконструированы таким образом, чтобы обеспечивать вы-

свобождение лекарства в определенной части организма, например при извес-

тном значении pH в ЖКТ, или доставлять препарат к клеткам-мишеням за счет

связывания функциональных лигандов с клеточными рецепторами.

Наногели, чувствительные к изменению внешних условий, нашли примене-

ние во многих системах контролируемой доставки лекарств. «Умный ответ»

подобных систем позволяет регулировать высвобождение препарата путем из-

менения температуры или pH среды. Термочувствительные наногели, чаще

всего состоящие из поли-N-изопропилакриламида (ПНИПА) и его производ-

ных, претерпевают обратимый фазовый переход при изменении температуры
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[350]. Это вызвано расслоением на фазы, происходящим при критическом зна-

чении температуры, которое называют нижней критической температурой рас-

творения (НКТР). При превышении НКТР полимерные гели сжимаются или

коллапсируют, а при падении температуры ниже НКТР они вновь набухают.

Например, значение НКТР для гелей ПНИПА составляет 33 °С, поэтому при

более высокой температуре данные гели сжимаются, а при более низкой — на-

бухают. Шин с соавторами использовали наногели ПНИПА для термочувстви-

тельной доставки модельного лекарственного препарата индометацина [351].

В эксперименте предполагалось сжатие геля и выход лекарства при температу-

ре выше НКТР. Результаты показали равномерное и продолжительное высво-

бождение препарата из геля. Равномерный профиль высвобождения может ока-

заться полезным, например, для доставки жаропонижающих средств до тех

пор, пока биологическая система инфицирована. Следовательно, термочувст-

вительные наногели на основе ПНИПАмогут использоваться для создания сис-

тем доставки с контролируемым и продолжительным выходом препарата в от-

вет на изменение температуры [352, 353].

pH-чувствительные наногелевые частицы из привитых сополимеров поли-

метакриловой кислоты и полиэтиленгликоля (ПМАК/ПЭГ) изучали при разра-

ботке систем перорального приема белковых препаратов. Так, Лоуманн с соав-

торами создали наногели ПМАК/ПЭГ, содержащие инсулин, и исследовали

механизм высвобождения инсулина из матрицы [356, 357]. В кислой среде, ана-

логичной среде желудка, гели были сжаты из-за образования межмолекуляр-

ных полимерных комплексов, защищающих инсулин от протеолитического

расщепления. Однако в нейтральной и щелочной средах, которые преобладают

в кишечнике, комплексы диссоциируют, гель быстро набухает, и инсулин вы-

свобождается.

Чувствительные к присутствию глюкозы наногели были синтезированы со-

полимеризацией метакрилата диэтиламиноэтила и ПЭГ-монометакрилата [358,

359]. В наногель включали глюкозооксидазу, что делало его чувствительным к

изменению pH. Система функционировала по следующему принципу: под дей-

ствием глюкозооксидазы глюкоза превращалась в глюконовую кислоту, это

снижало локальное значение pH и вызывало сжатие/набухание наногеля. Ре-

зультаты исследований показали корреляцию между изменением pH и сжатием

или набуханием геля. Переход от одного состояния к другому происходил при

pH 7,0. Кинетика высвобождения активных компонентов из наногелей позволя-

ет использовать их в качестве «умных» систем для помощи больным диабетом,

поскольку данные устройства реагируют на повышение уровня глюкозы в кро-

ви высвобождением инсулина.

Олигонуклеотиды привлекли внимание исследователей как потенциальное

средство для диагностики и лечения нейродегенеративных заболеваний: болез-

ней Альцгеймера и Паркинсона. К сожалению, применение олигонуклеотидов

ограничено из-за легкости их протеолитического расщепления и быстрого вы-

ведения через почки. Кроме того, олигонуклеотиды не могут проникать из пе-

риферической крови в мозг через ГЭБ, что является главным препятствием при
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их использовании для диагностики и коррекции заболеваний ЦНС. С целью

изучения возможностей применения наногелей в качестве переносчиков ле-

карственных препаратов в головной мозг Виноградов с соавторами синтезиро-

вали катионные наногели, состоящие из перекрестно-сшитых цепей ПЭГ

и ПЭИ [358]. Комплекс наногеля с олигонуклеотидами доставлялся к эндотели-

альным клеткам капилляров головного мозга быка, причем матрица наногеля

защищала олигонуклеотиды от ферментативного расщепления в клетках. Био-

распределение наногеля и его комплексов с олигонуклеотидами изучали in vivo

на мышах. Исследования показали, что после внутривенного введения мышам

олигонуклеотидов в наногеле большинство частиц наногеля и олигонуклеоти-

дов накапливалось в головном мозге животных. Потенциальная возможность

использования наногелей для доставки лекарств в головной мозг также была

подтверждена в других экспериментах. Например, в исследовании [359] нано-

гели синтезировали из сополимера N-изопропилакриламида и N-винилпирро-

лидона, а модельным лекарством служил фторурацил, включенный в матрицу

геля. Эксперименты in vivo на кроликах показали преимущественное накопле-

ние в головном мозге заполненных лекарством частиц наногеля. МакАллистер

с коллегами сообщали о синтезе полиакрилатных наногелей, несущих ДНК

[360]. В этой работе исследовалась возможность использования наногелей для

доставки генетического материала. In vitro показано, что частицы наногеля спо-

собны усиливать захват ДНК клетками линии HeLa.

Также была изучена возможность включения амфифильных молекул с низ-

кой растворимостью в наногели из перекрестно-сшитых ПЭО и ПЭИ. Модель-

ными препаратами служили индометацин и ретиноевая кислота [361]. Были по-

лучены тонкие дисперсии частиц, устойчивые в течение недели. Кинетику

высвобождения индометацина из дисперсии наногеля анализировали методом

равновесного диализа. За первый час диализа в среду выделялось около 17,5%

лекарства, а через 24 ч во внешней среде оказывалось 82% препарата. Следова-

тельно, систему для доставки малорастворимых препаратов можно получить,

иммобилизуя препараты в наногелях, которые синтезированы из перекрестно-

сшитых ПЭО и ПЭИ, стабильных в физиологических условиях.

7.9. Вирусные векторы и вирусоподобные частицы

Вирусы — внутриклеточные облигатные паразиты, которые в ходе эволюции

приобрели способность инфицировать клетки и часто обладают специфичнос-

тью по отношению к определенному их типу. Вирусы состоят из генетического

материала, заключенного в защитную белковую оболочку—капсид. Они очень

успешно внедряют свою ДНК в клетки организма-хозяина, где она экспресси-

руется для воспроизведения дочерних вирусных частиц. В процессе эволюции

вирусы «разработали» стратегию, состоящую из нескольких этапов связывания

и интернализации и позволяющую им с высокой эффективностью проникать в

клетки [362]. Кроме того, вирусы способны управлять генетическим аппаратом

клетки организма-хозяина, заставляя ее производить вирусные белки. Эти

176 Глава 7



свойства делают вирусы идеальными системами для доставки генетического

материала. Однако ввиду инфекционной природы вирусов в нативном виде их

нельзя использовать для доставки лекарств или генов [363].

Удобной системой для генной терапии могут служить вирусные частицы,

сохраняющие способность к эффективному переносу и экспрессии генов, но ли-

шенные патогенных свойств. На этом основано создание рекомбинантных ви-

русных частиц, в которых генетический материал исходных вирусов модифици-

рован таким образом, что данные частицы напоминают природные вирусы, но

лишены способности к репликации и распространению инфекции в клетках. Для

создания рекомбинантных вирусных векторов гены, необходимые для реплика-

ции вируса, заменяют чужеродными генами. В результате модифицированный

вирус по-прежнему способен инфицировать клетку организма-хозяина, но не мо-

жет «заставить» ее воспроизводить вирусные белки [364]. Вирусные векторы ак-

тивно используются в генной терапии, поскольку они обеспечивают эффектив-

ный перенос генетической информации и длительную экспрессию [364–367].

Однако кроме проблемы патогенности вирусов, которую удалось решить, есть

задача стимуляции иммунного ответа, связанная с длительной экспрессией ви-

русных генов. Клетки, экспрессирующие вирусные гены, быстро выводятся из

организма посредством иммунной реакции [365]. Перечисленные выше факто-

ры, а также сложность наладки крупномасштабного производства рекомбинант-

ных вирусных векторов ограничивают применение данных систем в качестве

переносчиков генов, поэтому требуется поиск альтернативных систем доставки

генов.

Альтернативой вирусным частицам служат вирусоподобные частицы (ВЧ),

сохраняющие высокую трансфецирующую активность вирусных частиц, но не

несущие инфицирующих генов. ВЧ лишь имитируют общую структуру вирус-

ных частиц [366]. Вирусоподобные частицы полностью лишены геномной ДНК

или РНК вирусов, но их белковый капсид аналогичен вирусным частицам.

Сборка ВЧ основана на том, что экспрессия белков капсида многих вирусов

приводит к спонтанному образованию дочерних частиц, по структуре идентич-

ных родительским [367]. В отличие от вирусов ВЧ состоят только из капсида

и не содержат нуклеиновой кислоты.

Рекомбинантные вирусные векторы и вирусоподобные частицы могут ис-

пользоваться для вакцинации и доставки генетического материала. Возможнос-

ти их применения в генной и иммунной терапии обсуждаются в следующих

разделах.

7.9.1. Рекомбинантные вирусные векторы

7.9.1.1. Векторы на основе аденовирусов

Аденовирусы— безоболочечные вирусы, содержащие линейную двухнитевую

молекулу ДНК длиной около 35 тысяч пар нуклеотидов. Геном упакован в бел-

ковый капсид, диаметр которого составляет около 70 нм. Векторы на основе
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аденовирусов достаточно просты, производство их недорого, титр высок, но

инфицирующая активность также очень высока [365]. Аденовирусы эффектив-

но переносят гены как в делящиеся, так и в неделящиеся клетки [364]. Данные

векторы широко применяют для доставки генов in vivo; в настоящее время по-

добные системы для лечения онкологических больных проходят стадию клини-

ческих испытаний [368]. При создании рекомбинантного аденовируса для пере-

носа генов важный для репликации и экспрессии вируса ген Е1 удаляют,

а образующиеся плазмиды внедряют в клетки организма-хозяина, например в

человеческие зародышевые клетки [369]. Синтез вирусных продуктов часто

стимулирует иммунный ответ в инфицированных клетках, что приводит к пре-

кращению экспрессии через одну-две недели после инъекции. Это в значитель-

ной степени ограничивает применение описанной системы [370].

7.9.1.2. Векторы на основе ретровирусов

Ретровирусы относятся к классу оболочечных вирусов. Их геном состоит из од-

нонитевой молекулы РНК. Диаметр типичной ретровирусной частицы находится

в диапазоне 90–140 нм. После инфицирования клеток организма-хозяина вирус-

ный геном в ходе обратной транскрипции превращается в двунитевую ДНК, ко-

торая внедряется в геном клетки-хозяина и заставляет ее производить вирусные

белки. Ретровирусы поражают клетки путем специфического взаимодействия

между белками оболочки вируса и рецепторами на клеточной поверхности [371].

Рекомбинантные ретровирусы получают делецией генов, ответственных за реп-

ликацию вируса, и их замены новыми генами. Модифицированный вирус

по-прежнему способен проникать в клетку-мишень и внедряться в ее геном [372].

Векторы на основе ретровирусов представляют особый интерес для лечения ге-

нетических заболеваний, когда требуется стабильное введение нового материала

в геном организма-хозяина [369]. Системы доставки генов на основе ретровиру-

сов, по-видимому, наиболее стабильны и в принципе позволяют добиться непре-

рывной экспрессии необходимых генов [370].

7.9.1.3. Векторы на основе аденоассоциированных вирусов

Аденоассоциированные вирусы (ААВ) — вирусы, реплицирующиеся только в

присутствии аденовирусов. ААВ — простой непатогенный вирус, геном кото-

рого построен из однонитевой ДНК и содержит два гена — cap и rep. Ген cap

кодирует белки вирусного капсида, а продукт гена rep участвует в репликации

вируса и его интеграции в клетки организма-хозяина [370]. ААВ не может реп-

лицироваться самостоятельно; необходимо, чтобы клетка была одновременно

инфицирована аденовирусом. В векторе на основе ААВ гены rep и cap заменя-

ют на трансгены и встраивают полученный вектор в клетки, инфицированные

аденовирусом, где образуются новые ААВ-векторы [372].

В настоящее время созданы векторы на основе других рекомбинантных ви-

русов: вируса коровьей оспы [373], вируса простого герпеса [374], вируса гер-

песа крупного рогатого скота [375] и вируса Синдбис [376].
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7.9.2. Применение векторов на основе

рекомбинантных вирусов

Успешное проведение генной терапии зависит от правильной интернализации

генетического материала клетками и от уровня экспрессии генов в ядре кле-

ток-мишеней. Благодаря способности связываться с клетками организма-хозя-

ина у рекомбинантных вирусов большой потенциал для эффективного перено-

са генетического материала, что, в конечном итоге, определяет эффективность

терапии.

Векторы на основе рекомбинантных аденовирусов достаточно широко при-

меняются для введения в организм генов и вакцин [377–384]. В результате ин-

тратекальной инъекции нейротропного фактора из линии глиальных клеток

(GDNF) в составе рекомбинантного аденовируса была получена стабильная

экспрессия GDNF в спинном мозге крыс [377]. Перенос гена значительно осла-

бил симптомы паралича и сохранил двигательную активность крыс с ишемией

спинного мозга. Таким образом, была продемонстрирована возможность пере-

носа генов в центральную нервную систему с помощью аденовирусов. В дру-

гом исследовании проводили транспорт рекомбинантных аденовирусных час-

тиц, содержащих ген белка IL-1Ra, выполняющий функцию антицитокина,

в легкие свиньи и изучали секрецию белков в легких [378]. Аденовирусные час-

тицы не вызывали воспалительной реакции и эффективно доставляли ген

in vivo, что подтверждалось появлением белка, кодируемого данным геном.

Полученные результаты свидетельствуют о возможности использования ре-

комбинантных аденовирусов для доставки генов, модулирующих активность

цитокинов. Также была изучена доставка генов в слюнные железы крыс реком-

бинантными аденовирусами in vivo [379]. Экспериментально доказано, что

после инъекции вируса закодированный в векторе белок эффективно экспрес-

сировался в слюнных железах, причем концентрация белка возрастала с увели-

чением количества вводимого аденовируса. Рекомбинантные аденовирусы

успешно применялись для иммунной терапии и в других исследованиях на мо-

дельных животных: крысах, мышах, кроликах, свиньях, шимпанзе и собаках

для борьбы с различными инфекционными заболеваниями [380–384].

Векторы на основе ретровирусов могут использоваться при проведении ген-

ной терапии и показывают хорошие результаты тогда, когда требуется непре-

рывная экспрессия гена [370, 385]. Нагано с сотрудниками изучали перенос

гена в мышиные стволовые клетки зародышевой линии с помощью ретровирус-

ного вектора [386]. Результаты этой работы положили начало введению новых

генов непосредственно в линию зародышевых клеток многих видов животных

и позволили создать метод генной терапии соматических клеток.

Рекомбинантные векторы на основе ААВ имеют ряд преимуществ при ис-

пользовании в генной терапии, так как не оказывают цитотоксического дей-

ствия, способны проникать в делящиеся и в неделящиеся клетки, обеспечивают

длительную экспрессию чужеродного гена и могут быть получены в лаборатор-

ных условиях в виде препаратов с высоким титром [387]. В экспериментах
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in vivo, демонстрирующих возможность доставки функциональных генов с по-

мощью ААВ-векторов, были получены интересные результаты для многих ти-

пов тканей, включая сердечную мышцу взрослой мыши [387], скелетные мыш-

цы мыши [388], соматические клетки приматов [389], печень мыши [390]

и субретинальное пространство глаза крысы [391, 392].

Рекомбинантные векторы, созданные на основе вируса герпеса, также при-

меняются для доставки генов. Преимущества данной векторной системы со-

стоят в слабой патогенности, способности переносить большой объем чужерод-

ного генетического материала, инфицировать разные типы клеток, взятые у

различных видов животных, а также поддерживать экспрессию чужеродных ге-

нов в ходе дифференцировки [393, 394]. Стевенсон с соавторами рассматрива-

ли вирус герпеса как вектор для доставки генов в организме человека [395]. Они

обнаружили, что рекомбинантный вирус, несущий ген �-галактозидазы, in vitro

способен инфицировать различные типы человеческих клеток, что приводило к

экспрессии белка. Вирус герпеса крупного рогатого скота 4 (BHV-4) также ока-

зался эффективным инструментом для переноса генетического материала

[396]. Донофрио с коллегами инфицировали рекомбинантным BHV-4 несколь-

ко клеточных линий различных животных и обнаружили, что большинство кле-

ток не подвергались цитотоксическому действию вируса и не поддерживали

его репликацию, однако экспрессия закодированного в векторе белка происхо-

дила. В нескольких исследованиях было показано успешное введение генети-

ческого материала в культивируемые нервные клетки и даже в головной мозг

живых крыс [397–399].

Известно также о применении векторов на основе рекомбинантных вирусов

для генной терапии нейродегенеративных нарушений [400, 401], сердечно-

сосудистых заболеваний [402] и о доставке генов в плаценту при осложненной

беременности [403]. На основании приведенных выше примеров можно заклю-

чить, что рекомбинантные векторы показывают хорошие результаты в области

генной и иммунной терапии. Однако вряд ли найдется вектор, пригодный для

решения всех задач генной терапии. Скорее можно предположить, что появится

целый спектр векторов, созданных на основе вирусов различных типов, каж-

дый из которых будет наилучшим образом отвечать требованиям конкретного

метода лечения.

7.9.3. Вирусоподобные частицы

Вирусоподобные частицы получают путем введения гена, кодирующего кап-

сидный белок соответствующего вируса, в геном бакуловируса [404] или виру-

са коровьей оспы [373]. Трансфекция происходит путем гомологичной реком-

бинации между ДНК вируса и вектором, несущим чужеродный ген [367]. Затем

полученные генно-инженерным путем вирусы помещают в биореакторы с

клетками насекомых или млекопитающих. Рекомбинантный вирус инфицирует

клетки хозяина и быстро реплицируется. Инфицированные клетки получают
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питательную среду и кислород определенное время, за которое они могут про-

извести максимальное количество целевого белка [366]. Белки капсида само-

произвольно собираются в вирусоподобные частицы, напоминающие настоя-

щие вирусы и столь же эффективные при трансфекции клеток-мишеней [367].

Лучше всего изучены вирусоподобные частицы с капсидом папилломавируса

и полиомавируса. Ниже рассмотрены возможности применения ВЧ, созданных

на основе данных типов вирусов.

7.9.4. Применение вирусоподобных частиц

7.9.4.1. Вирусоподобные частицы с капсидом папилломавируса

Папилломавирусы принадлежат к семейству паповавирусов. Это безоболочеч-

ные ДНК-вирусы, инфицирующие человека и животных. Капсид папилломави-

руса состоит из двух белков— L1 и L2. Белок L1— главный белок капсида, ко-

торый при экспрессии в эукариотических клетках способен сам образовывать

вирусоподобные частицы [405]. Белки капсида разных типов папилломавируса

человека экспрессируют в клетках насекомых с помощью рекомбинантных век-

торов на основе бакуловируса [406–408] и в клетках млекопитающих с участи-

ем векторов на основе вируса коровьей оспы [409, 410].

В нескольких исследованиях вирусные частицы с капсидом папилломавиру-

са применяли для иммунной терапии. Белок L1 капсида папилломавируса кро-

лика экспрессировали в клетках насекомых посредством рекомбинантного

бакуловируса. При этом из капсидов самопроизвольно собирались вирусопо-

добные частицы [411, 412]. Иммунизация кролика данными ВЧ приводила к об-

разованию высокого титра антител, нейтрализующих вирус. Таким образом,

обеспечивалась длительная и надежная защита кроликов, зараженных папилло-

мавирусом. В другом исследовании в клетках насекомых проводили экспрес-

сию нативной формы основного белка капсида папилломавируса собак [413].

Было показано, что белки капсида сами собирались в вирусоподобные частицы.

ВЧ вводили под кожу скоту, и у привитых животных начинали вырабатываться

антитела против собачьего вируса. Успех иммунизации зависел от сохранения

конформации белка. Результаты этого исследования продемонстрировали воз-

можность создания вакцин для предотвращения инфекций, вызванных папил-

ломами слизистых оболочек, которые могут перерождаться в злокачественные

опухоли. Во многих исследованиях установлено, что различные типы вирусо-

подобных частиц с капсидом папилломавируса вызывают иммунный ответ

В- и Т-лимфоцитов [414–416] и, следовательно, такие ВЧ можно использовать

для иммунизации против различных видов папилломавируса. Представленные

выше результаты свидетельствуют, что вирусоподобные частицы с капсидом

папилломавируса — эффективный инструмент для иммунной терапии,

позволяющей снизить риск распространения некоторых заболеваний человека,

вызванных папилломавирусом.
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7.9.4.2. Вирусоподобные частицы с капсидом полиомавируса

Капсид полиомавируса не покрыт внешней оболочкой, диаметр этой частицы

составляет около 45 нм. Капсид состоит из трех вирусных белков, VP1, VP2

и VP3, и окружает хроматин, содержащий ДНК и гистоны. Структурные белки

VP1, VP2 и VP3 находятся в разных количественных соотношениях. Внешний

слой капсида составляют 72 пентамерных белка VP1. При вирусной инфекции

VP1 выступает как основной лиганд некоторых мембранных рецепторов. Кро-

ме того, VP1 с группой NН2 на конце содержит ДНК-связывающий домен [417].

К полиомавирусам относят вирус полиомы мышей, обезьяний вирус SV40,

человеческие вирусы BKV и JCV и другие вирусы животных [418].

Белки полиомавируса козы экспрессировали в клетках насекомых

[419–421], E. coli [418, 422] и млекопитающих [423]. Образующиеся мономер-

ные белки при повышении ионной силы немедленно собирались в капсиды

[420]. Данные вирусоподобные частицы стабилизировали добавлением ионов

кальция или образованием дисульфидных связей между частицами [422].

Гольдман с соавторами создали вирусоподобные частицы из основного

структурного белка капсида VP1 и человеческого вируса JCV и изучали их эф-

фективность в качестве векторов для переноса генетического материала [424].

В частицы заключали плазмиду pCMV-�-gal. Результаты исследования показали,

что ВЧ успешно переносили ДНК; это подтверждалось экспрессией функцио-

нальной �-галактозидазы в клетках почек обезьяны. Хенке с коллегами про-

демонстрировали эффективный захват олигонуклеотидов и более крупных фраг-

ментов ДНК мышиными фибробластами in vitro, а также перенос плазмидной

ДНК с помощью рекомбинантного капсида на основе VP1 [418]. ВЧ с капсидом

полиомавируса оказались пригодными для переноса ДНК в клетки мышей

in vitro и in vivo с последующей продолжительной экспрессией генов [418].

В этом процессе ключевую роль играл механизм захвата частиц клетками. Также

было показано, что для интернализации частиц клетками и экспрессии генов тре-

буются остатки сиаловой кислоты на поверхности клеток и полноценная сеть

микротрубочек, необходимых для проявления инфицирующей активности виру-

са. Эббинг с соавторами получили вирусоподобные частицы из полиомавируса

путем самопроизвольной сборки белков VP1 вирусного капсида и включали в

них флуоресцентный белок и низкомолекулярный лекарственный препарат ме-

тотрексат [425]. Вирусоподобные частицы, содержащие флуоресцентный белок

и лекарство, помещали в мышиные фибробласты in vitro. Приведенные результа-

ты исследований указывают на то, что вирусоподобные частицы с капсидом по-

лиомавируса можно использовать для доставки лекарств и белков.

7.10. Нанокристаллы

В последние годы технология получения нанокристаллов из-за их способности

улучшать растворимость некоторых лекарств привлекла внимание ученых, ра-

ботающих как в фундаментальных, так и в прикладных областях науки. Число
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синтетических лекарственных препаратов, плохо растворимых в воде, постоян-

но увеличивается [426]. Поэтому возникла потребность в создании систем,

обеспечивающих достаточно высокую биодоступность лекарств, принимае-

мых перорально или вводимых внутривенно. Растворимость малорастворимых

препаратов можно увеличить уменьшением размера частиц, содержащих ак-

тивные и дополнительные компоненты фармацевтического средства. Увеличе-

ние растворимости и, следовательно, повышение биодоступности происходят

при достижении частицами препарата нанометрового диапазона [427–429],

и этот фактор может улучшить фармакокинетические свойства любого нерас-

творимого в воде лекарства. Важный аспект этой технологии состоит в том, что

нанокристаллы лекарственных средств можно вводить в организм перораль-

ным, парентеральным и внутривенным способами.

7.10.1. Способы получения нанокристаллов

лекарственных препаратов

Существует несколько методов получения водных растворов препаратов мало-

растворимых в воде лекарств, например использование циклодекстринов [430]

или эмульсий типа масло в воде для препаратов внутривенного введения [431].

Однако эти методы далеко не всегда пригодны, поскольку лекарства должны

обладать определенными физико-химическими свойствами, а именно хорошей

растворимостью в неполярных средах или соответствовать размеру цикло-

декстринового кольца. Данные ограничения приводят к тому, что на фармацев-

тическом рынке присутствует совсем немного лекарств, структурированных

в нанокристаллы.

Среди новых технологий удачной оказалась технология сырого измельче-

ния [432]. В этом процессе размер частиц лекарственного вещества постепенно

снижается до определенного уровня, который определяется типом полимерно-

го стабилизатора, необходимого для предотвращения агрегации частиц. Следо-

вательно, при сыром измельчении критическим параметром служит стабилизи-

рующая способность полимера. Однако возможность применения того или

иного полимера определяется свойствами препарата. Поэтому технологичес-

ким недостатком является отсутствие системного подхода к выбору

подходящего полимера для конкретного лекарства.

Для производства нанокристаллов лекарственных препаратов можно при-

менить либо подход «снизу вверх» (от англ. bottom-up), например метод преци-

питации [433], либо подход «сверху вниз» (от англ. top-down), скажем расщеп-

ление или размельчение [434]. В классическом методе преципитации лекарство

растворяют в растворителе, а затем к нему добавляют осадитель, и образуются

кристаллы. Основным недостатком метода является трудность или даже невоз-

можность контроля роста нанокристаллов, который необходимо остановить до

образования микрокристаллов. Кроме того, данный метод нельзя применить к

многочисленным лекарствам, не растворяемым ни в водной, ни в какой-либо

иной среде. К сожалению, подход «снизу вверх» редко применяется для созда-
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ния нанокристаллов лекарственных препаратов. Поэтому внимание исследова-

телей привлек второй подход к созданию нанокристаллов.

Существуют два основных метода дезинтеграции, используемых для полу-

чения нанокристаллов: измельчение в шаровой мельнице и гомогенизация под

высоким давлением.

В первом случае макросуспензию лекарства помещают в контейнер с шари-

ками из стекла, оксида циркония или специального полимера — твердого по-

листирола. Шарики начинают двигаться под действием мешалки, и в результа-

те столкновений между ними препарат расщепляется до нанокристаллов.

Недостатком шаровых мельниц является эрозия шариков, приводящая к загряз-

нению продукта [434]. Степень эрозии зависит от твердости лекарства и шари-

ков, а также от времени измельчения, которое колеблется от нескольких часов

до нескольких суток. Преодолеть этот недостаток удается, применяя шарики из

полимерных материалов, эрозия которых минимальна. В принципе, процесс из-

мельчения в шаровой мельнице можно масштабировать, однако есть ограниче-

ния из-за их веса.

Второй часто используемый метод дезинтеграции — измельчение путем го-

могенизации под высоким давлением. Применяют два типа гомогенизаторов:

микрофлюидизаторы и поршневые гомогенизаторы.

Действие гомогенизаторов первого типа основано на получении микрожид-

костей. Суспензию лекарства с большой скоростью пропускают через специ-

ально сконструированные камеры гомогенизатора. В первой камере, Z-типа,

суспензия несколько раз меняет направление движения, что приводит к столк-

новениям частиц и воздействию сил сдвига. Во второй камере, Y-типа, суспен-

зия разделяется на две части, которые затем подвергаются фронтальным столк-

новениям. Недостатком метода является низкая продуктивность, поскольку

суспензия должна пройти через камеру много раз. Часто полученные таким об-

разом нанокристаллы содержат много микрочастиц, особенно нанокристаллы

твердых лекарств, что приводит к потере специфических свойств, которыми об-

ладают гомогенные суспензии нанокристаллов лекарственных веществ.

Ввиду технических проблем, возникающих при измельчении препаратов в

шаровой мельнице или при производстве микрожидкостей, появился альтерна-

тивный метод получения нанокристаллов лекарственных веществ в гомогени-

заторах поршневого типа. Первоначально технология была основана на гомоге-

низации веществ в чистой воде [435]. Однако затем появилась возможность

гомогенизировать частицы лекарства в неводных средах или в дисперсионных

средах с уменьшенным содержанием воды, т. е. в смесях воды со смешиваемы-

ми с водой жидкостями, например системах вода/ПЭГ или вода/глицерин [436].

Как упоминалось ранее, одним из традиционных способов получения нано-

частиц лекарства является преципитация. Однако применение этого метода

ограничено возможным ростом нанокристаллов до микроразмеров. С целью

преодоления этой проблемы разработали комбинированную технологию, в ко-

торой за преципитацией следует гомогенизация под высоким давлением. Неко-

торые методы производства нанокристаллов, основанные на гомогенизации,

перечислены в табл. 7.1 [437].
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Таблица 7.1

Некоторые методы получения нанокристаллов

Тип нанокристаллов Название компании Патент или поданная заявка

Гидрозоль Novartis (ранее Sandoz) GB 2,269,536; GB 2,200,048

Nanomorph
TM

Soligs/Abbott D 19,637,517

Nanocrystal
TM

Elan’s Nanosystems US 5,145,684

Dissocubes
R

SkyePharma US 5,145,684

Nanopure PharmaSol PCT/EP00/0635

Nanoedge
TM

Baxter US 6,884,436

7.10.2. Изготовление таблеток из наносуспензий

малорастворимых препаратов

Чаще всего для приготовления наносуспензий малорастворимых лекарствен-

ных препаратов прибегают к гомогенизации. Сначала порошок лекарства

диспергируют в водном растворе ПАВ, используя механическую мешалку с

верхним приводом. Полученную грубую дисперсию гомогенизируют под дав-

лением 500–1500 Бар, проводя несколько циклов. В результате получают сус-

пензию частиц с нанометровыми размерами [438]. Для изготовления таблеток и

капсул эту наносуспензию сразу заливают в оболочку из желатина или гидрок-

сипропилметилцеллюлозы, затем оболочку запаивают. Наносуспензия лекар-

ства затвердевает уже внутри капсулы. При введении водной суспензии в твер-

дую оболочку необходимо следить за тем, чтобы нанокристаллы лекарства не

образовали сверхтонкую дисперсию, что иногда происходит из-за агрегации

или слияния кристаллов под давлением в ходе таблетирования.

Таким образом, технология получения нанокристаллов может оказаться

весьма полезной для солюбилизации малорастворимых лекарств и для улучше-

ния их биодоступности. Такое изменение свойств позволяет вводить данные

препараты в организм с помощью различных систем доставки.

7.11. Заключение

Возможности, предоставляемые нанотехнологиями в области создания систем

доставки лекарственных препаратов, позволяют надеяться на значительный

прогресс медицины, который был бы невозможен при использовании

устройств и технологий более крупного масштаба. Потенциальные преимущес-

тва наносистем доставки лекарств: наночастиц, нановолокон, дендримеров, ли-

посом, нанотрубок, наногелей и вирусных векторов, способствуют активному

развитию этой области исследований. Этому будет способствовать тщательное
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изучение физико-химических и физиологических процессов, лежащих в основе

сложных взаимодействий между переносчиком лекарственного препарата и его

микроокружением.

Необходимо продолжать исследования структуры, поверхностных свойств,

рабочих параметров, т. е. эффективной нагрузки и профиля высвобождения

препаратов, а также биосовместимости наносистем доставки лекарств, по-

скольку без этого невозможно успешное и эффективное внедрение подобных

технологий. Будущее наномедицины определяется рациональным дизайном

наносистем доставки, основанным на глубоком понимании сути патологичес-

ких процессов и взаимодействием наносистем с их биологическим окруже-

нием.
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8.1. Введение

Инфекционные заболевания являются одной из основных медицинских проб-

лем во всем мире, только за последние годы человечество столкнулось с эпиде-

миями атипичной пневмонии, вирусом Западного Нила и птичьим гриппом.

Возникла острая необходимость в создании новых технологий для высокочув-

ствительного и специфичного обнаружения и идентификации инфицирующих

агентов. Для всего общества ранняя диагностика инфекции помогает свое-

временно принять меры для защиты здорового населения, на уровне

отдельного больного это сказывается на эффективности лечения, а анализ ин-

фекционного процесса на клеточном уровне помогает установить механизмы

развития заболевания и создать новые лекарства и вакцины. Сейчас сущест-

вуют несколько методов определения, основанных на амплификации ДНК и се-

рологическом анализе, однако процесс амплификации (например, с помощью

полимеразной цепной реакции) часто сопряжен с контаминацией образцов,

а серологические тесты достаточно длительны и не очень чувствительны.

Развитие биомедицинской диагностики направлено на обнаружение и опре-

деление индивидуальных молекул биологических маркеров и отдельных вирус-

ных частиц в сложных образцах. Недавние исследования показали возможность

идентификации единичных молекул красителя и флуоресцентных белков, одна-

ко флуоресцентные метки недостаточно ярки и стабильны для рутинного анализа

отдельных молекул. Еще одна трудность заключается в том, что часто в искомые

молекулы требуется ввести флуоресцентную метку химически, что является не-

простой задачей при работе с генами и белками, количества которых невелики.

Наконец, возникает проблема отделения меченых молекул от избытка несвязан-

ного зонда в сложных смесях или внутри живых клеток.

В этой главе мы обратимся к рассмотрению биоконъюгатов наночастиц

и применению метода двухфотонной флуоресценции для быстрого обнаруже-

ния единичных нативных биомолекул и интактных вирусов. Недавние исследо-
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вания, проведенные в нашей и других лабораториях, показали, что частицы раз-

мером несколько нанометров, например, квантовые точки, можно ковалентно

связать с анализируемыми молекулами: пептидами, антителами или нуклеино-

выми кислотами, в целях использования их в качестве флуоресцентных зондов

[1–6]. По сравнению с органическими красителями и флуоресцентными белка-

ми квантовые точки и подобные им наночастицы обладают уникальными опти-

ческими и электронными свойствами: зависимой от размера и состава флуорес-

центной эмиссией, высоким коэффициентом поглощения, повышенной

яркостью и фотостабильностью [7–9]. Используя данные преимущества, мы

предложили метод сэндвич-анализа, в котором два зонда разного цвета одно-

временно узнают два участка на одной и той же молекуле. К тому же двухцент-

ровой сэндвич-метод обладает свойством «двойной селекции», что позволяет

улучшить как чувствительность, так и специфичность анализа. На принципе

двухцентрового связывания основаны и некоторые другие мощные диагности-

ческие методы, например реакция латексной агглютинации [10], твердофазный

иммуноферментный анализ [11], люминесцентный иммуноанализ тунне-

лирования атомов кислорода [11, 13] (когда испускание света происходит

в результате проксимальной диффузии синглетного кислорода между двумя

соседними частицами после связывания мишени), а также флуоресцентная

кросс-корреляционная спектроскопия [14, 15]. Все перечисленные способы

позволяют избежать модификации искомых молекул, однако при этом по-

прежнему остается проблема отделения связанного зонда от избытка свобод-

ного зонда.

8.2. Новые свойства наночастиц

Флуоресцентные квантовые точки (КТ), обладают уникальными свойствами,

которые делают их чрезвычайно привлекательными метками для использова-

ния в сверхчувствительных оптических методах определения (рис. 8.1, см. цв.

вклейку). КТ характеризуются очень высокими значениями коэффициента мо-

лярной экстинкции [порядка (0,5�5) · 10
6
М

–1
см

–1
] [16], что увеличивает их яр-

кость в 10–50 раз по сравнению с яркостью органических красителей. Кроме

того, фотостабильность КТ в несколько тысяч раз превышает таковую для кра-

сителей [17, 18], так что можно получать изображение одной-единственной на-

ночастицы и долго следить за ней без потери интенсивности (см. рис. 8.1, б).

Возможность регистрации большого числа фотонов от ярких наночастиц поз-

воляет локализовать их положение с ошибкой не более 1 нм (см. следующий

раздел). Поскольку КТ отличаются также высокой поглощательной способнос-

тью, их использование в качестве зондов в биологических системах требует ме-

нее сильного возбуждения и уровень повреждения биологических образцов под

действием света при длительном наблюдении снижается.

Спектр излучения квантовых точек зависит от их размера и состава, распо-

лагается в диапазоне от видимой до инфракрасной области (рис. 8.1, г) и харак-

теризуется очень широким адсорбционным профилем [22] (рис. 8.1, а). Это
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приводит к значительной величине сдвига Стокса (до 300–400 нм; расстояние

между пиками возбуждения и излучения), так что один и тот же источник излу-

чения можно использовать для получения флуоресценции различных цветов

[7]. Данная технология позволяет создавать КТ-зонды с максимальной эмисси-

ей и фоновым сигналом, при котором достигается оптимальное соотношение

сигнал/шум. Поэтому для обнаружения единичных молекул исчезает необхо-

димость в дорогом двухлазерном оборудовании, которое требуется для фокуси-

ровки двух различных длин волн в перекрывающихся образцах [23, 24]. Боль-

шая величина сдвига Стокса также играет важную роль при получении

изображений молекул в условиях in vivo, поскольку сложные биомедицинские

пробы часто обладают высокой фоновой автофлуоресценцией. Сигналы орга-

нических красителей с небольшим сдвигом Стокса нередко перекрываются ин-

тенсивной автофлуоресценцией образцов, однако сигналы КТ с большим

значением сдвига Стокса легко распознаются на этом фоне. Такой «цветовой

контраст» возможен только для КТ-зондов, поскольку сигналы и фон можно

разделить, меняя длину волны [25].

Для улучшения отношения сигнал/фон существует два пути: повышение ам-

плитуды сигнала и снижение уровня фона. При обнаружении единичных моле-

кул выиграть можно путем минимизации фоновых шумов. В этом смысле ока-

зывается полезным длительное время флуоресценции КТ. Как показано на

рис. 8.1, в, продолжительность флуоресценции КТ превышает 10 нс, а анало-

гичные значения для молекул органических красителей составляют 1–2 нс. Та-

ким образом, если мы возбуждаем меченный КТ образец лазерным излучением

иждем более 1 нс до начала анализа, сигнал КТ будет по-прежнему сильным, но

автофлуоресценция образца затухнет, что позволит получить лучшее значение

соотношения сигнал/фон.

Другую группу флуоресцентных наночастиц, обладающих аналогичными

преимуществами, составляют частички с нанесенными на них красителями. Пос-

кольку каждая частица содержит несколько тысяч молекул красителя, излучение

таких частиц является очень ярким и стабильным. Эмиссия при разных длинах

волн при возбуждении на одной и той же длине волны достигается в результате

резонансного переноса энергии флуоресценции в парах донор–акцептор внутри

частиц. Выпускаются частицы разного размера (от 20 нм до 1 мкм) и с различной

поверхностью, пригодной для биоконъюгации (компания «Invitrogen, Inc.»).

Стоит отметить, что квантовые точки и наночастицы с нанесенными краси-

телями имеют размеры, сравнимые с размерами биологических молекул, а по-

этому пригодны для конъюгации с ними [1, 2]. Малый размер обеспечивает ми-

нимальное влияние на действие биологических систем и позволяет

использовать КТ в качестве специфичных зондов для распознавания белков,

нуклеиновых кислот и небольших молекул. Контролируя число молекул лиган-

да на их поверхности, можно также следить за прочностью связи мишени

и КТ-зонда. Более того, изменение химических свойств поверхности позволяет

влиять на биосовместимость и токсичность подобных структур в зависимости

от специфики конкретной задачи [25, 26].
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8.3. Определение единичных молекул

8.3.1. Инструментальная основа и принципы метода

Первые оптические методы определения единичных молекул появились более

40 лет назад. В 1961 г. Ротман наблюдал превращение нефлуоресцентного суб-

страта в флуоресцентную молекулу под действием �-галактозидазы, включен-

ной в микроскопические капельки, и измерял скорость реакции под действием

одной молекулы фермента [27]. В 1976 г. Хершфилд сообщил об обнаружении

80–100 молекул красителя флуоресцеинизотиоцианата, связанного с антителом

[28]. Эти пионерские исследования характеризовались некоторыми общими

особенностями: оптические устройства анализировали очень малые объемы,

низкую концентрацию флуорофоров и предоставляли возможность синхрон-

ной регистрации сигнала с помощью фотоумножителя. До сегодняшнего дня

системы обнаружения единичных молекул были основаны на тех же принци-

пах. В 1990 г. Шера с соавторами сообщили о возможности эффективного рас-

познавания отдельных молекул красителя родамина-6G в концентрации 100

фемтомолей [29]. В последующие годы были созданы два новых метода опре-

деления единичных молекул: флуоресцентная корреляционная спектроскопия

[30] и схема совпадений [31]. Оба подхода используют конфокальную оптичес-

кую систему и основаны на анализе вспышек фотонов.

Типичная схема распознавания единичных молекул представлена на

рис. 8.2, а. Объектив с высокой цифровой апертурой фокусирует лазерный пу-

чок в небольшом объеме (менее 10 фл) внутри раствора. Когда меченная краси-

телем биомолекула попадает внутрь анализируемого объема (рис. 8.2, б), она

многократно подвергается возбуждению сфокусированным лазерным светом и

испускает интенсивное флуоресцентное излучение. Флуоресцентный сигнал

проходит через точечное отверстие и оптические фильтры, снижающие фоно-

вые шумы, и регистрируется чувствительным детектором фотонов, фото-

умножителем или лавинным фотодиодом.

Анализ автокорреляции во вспышках фотонов проводят с помощью пред-

ставленного ниже уравнения, а затем строят корреляционную кривую.

G(�) = ‹F(t)F(t + �)›/‹F(t)›
2

(8.1)

Здесь F(t) — флуоресцентный сигнал, полученный за время t; �F(t) — разность

среднего значения F(t) и определенного значения F(t). Автокорреляционная

функция G(�) отражает степень совпадения сигналов вспышки фотонов при

временном сдвиге �. Для определения времени �, на протяжении которого флу-

орофор находится в анализируемом объеме, используют корреляционную кри-

вую (� зависит от характеристик флуорофора и скорости его диффузии). Мето-

дом распознавания единичных молекул можно изучать биомолекулы,

поскольку в ходе эксперимента при связывании с биологическими молекулами

формируется комплекс, который характеризуется повышенной молекулярной

массой и более низким коэффициентом диффузии.
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Используя двухцветные метки и кросс-корреляционный анализ, можно так-

же изучать взаимодействия биомолекул и их связывание, что схематично отра-

жено на рис. 8.3 (см. цв. вклейку). Для детального ознакомления с методом флу-

оресцентной корреляционной спектроскопии советуем читателю обратиться
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Рис. 8.2. Схема и основные принципы определения единичных молекул: а—лазер-

ный луч вызывает возбуждение меченных красителем молекул, попадающих в кон-

фокальный объем (б) раствора. Испускаемый свет проходит через фильтры (дихроич-

ный фильтр, ДФ, и полосно-пропускающий фильтр, ППФ) и отверстие диафрагмы

(ТО), а затем регистрируется лавинным фотодиодом (ЛФД). Вспышки фотонов (в)

анализируются автокорреляционным устройством (г). Связывание молекулы-мише-

ни (д) тормозит диффузию флуоресцентной метки и регистрируется по увеличению

времени автокорреляции



к работе [32]. Недавно для изучения взаимодействий биомолекул и обнаруже-

ния в растворе маркеров заболеваний стали применять метод совпадения двух-

цветных фотонных вспышек (рис. 8.3, в) [23, 24]. Он подробнее рассмат-

ривается в следующем разделе. В двухцветной схеме определения используют

два комплементарных, специфичных по отношению кмишени зонда, меченных

флуоресцентными красителями с разной длиной волны излучения. Поскольку

органические флуорофоры обычно характеризуются узким диапазоном воз-

буждения, для возбуждения каждого красителя требуется своя длина волны.

В другой работе [33] было показано, что софокусировка двух лазерных лучей

(парфокальность) представляет собой чрезвычайно сложную задачу из-за хро-

матических и сферических аберраций объектива микроскопа. Даже при тща-

тельном выборе условий перекрывание анализируемых объемов для двух воз-

буждающих лазерных лучей не превышает 30% [24, 34].

8.3.2. Маркировка наночастиц цветом

Основные принципы определения единичных молекул с помощи нанозондов

представлены на рис. 8.4 (см. цв. вклейку). На этой схеме изображены биоконъ-

югаты двух наночастиц, сконструированные для распознавания одной и той же

молекулы-мишени по двум сайтам (антигенные участки или последовательнос-

ти нуклеиновой кислоты). В результате образования своеобразного «сэндвича»

две меченные разным цветом наночастицы сближаются, образуя пару

(рис. 8.4, а). Она перемещается в растворе как единый комплекс, а при облуче-

нии лазерным пучком излучает одновременно красный и зеленый свет

(т. е. пространственное сближение двух частиц приводит к временному совпа-

дению их флуоресцентных сигналов). Напротив, несвязанные зеленые и крас-

ные частицы движутся случайным образом, и вероятность их одновременного

прохождения через лазерный пучок очень низка (рис. 8.4, б). Таким образом,

одновременное излучение красного и зеленого света позволяет отделить свя-

занные мишени от избытка свободной метки в гомогенном растворе.

Для определения единичных молекул пригодны как квантовые точки, так

и наночастицы с переносом энергии. Основным преимуществом метода являет-

ся возможность использования одного и того же источника света для получения

флуоресценции двух или нескольких цветов (рис. 8.4, в). Один возбуждающий

луч создает лишь один анализируемый объем, и таким образом преодолевается

проблема фокусирования двух лазерных лучей в малом объеме (несколько фем-

толитров, т. е. 10
–15

л). КТ имеют более узкие и более симметричные спектры

излучения, чем одноцветные органические флуорофоры, что важно для мини-

мизации перекрывания спектров различных меток.

Основой установки при детекции отдельных молекул служит одноточечный

конфокальный микроскоп инвертированного типа с двумя лавинными фото-

диодами для подсчета фотонов (ЛФД-1 и ЛФД-2), модулем регистрации от-

дельных фотонов или совпадений (прикреплен к дополнительному выходу

микроскопа), а также проточным капилляром, вмонтированным в базу микро-
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скопа (рис. 8.5). В анализирующем модуле зеленое и красное флуоресцентное

излучение наночастиц разделяется с помощью дихроичного фильтра (ДФ-2) и

регистрируется в режиме реального времени с помощью ЛФД-1 и ЛДФ-2. Сиг-

нал ЛФД-1 запускает действие генератора задержки, создающего импульс на-

пряжения контролируемой величины. Данный импульс подается на детектор

совпадений, и егоширина используется в качестве временного окна для опреде-

ления количества фотонов, зарегистрированных за это время ЛФД-2. Исполь-

зуя стандартные приборы для подсчета фотонов (например, многоканальное

масштабирующее устройство), регистрируют совпадения выходящих сигналов

за определенное время. При интервале интеграции порядка 1 мс такая система

позволяет достигать высокой скорости определения единичных молекул в про-

точном капилляре (до 1000 значений в секунду).
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Рис. 8.5.Схема устройства, позволяющего в режиме реального времени регистриро-

вать единичные наночастицы и «сэндвичи», проходящие по проточному капилляру.

Детали процесса обсуждаются в тексте. ЛФ-1— лазерный фильтр; ДФ-1— дихроич-

ный фильтр в фильтровом кубе микроскопа; ДФ-2— дихроичный фильтр с внешней

стороны от дополнительного входа микроскопа; ППФ-1 — полосно-пропускающий

фильтр (HQ514 M10); ППФ-2 — полосно-пропускающий фильтр (D670 M40); АЛ-1

и АЛ-2 — асферические фокусирующие линзы; ЛДФ-1 и ЛДФ-2 — лавинные фото-

диоды; ММУ— многоканальное масштабирующее устройство



8.3.3. Получение изображения отдельных молекул

Для определения локализации меченных цветом наночастиц с точностью до не-

скольких нанометров разработан метод, основанный на использовании двумер-

ного гауссова ядра с нахождением центра с помощью локальных максимумов в

свернутом изображении и с последующим применением гауссовой функции

для локализации положения наночастиц. Эта процедура представляет собой

адаптированный вариант астрофотометрической программы DAOPHOT

(Dominion аstrophysical оbservatory for the photomenric analysis), предложенной

в 1987 г. Стетсоном [35]. Недавние исследования показали, что положение еди-

ничных молекул можно установить с точностью до нескольких нанометров

[33, 36–40], что позволяет обойти дифракционные пределы. Уэйсс с соавторами

с высокой вероятностью (ошибка < 10 нм) определили локализацию наночасти-

цы и измерили расстояние между двумя близко расположенными двухцветны-

ми частицами [33]. В 2002 г. Томпсон с соавторами предложили схему точной

локализации отдельных флуоресцентных молекул и показали ее действие, ис-

пользуя флуоресцентные частицы диаметром 30 нм. Они установили, что важ-

нейшую роль для локализации молекул играет минимизация фонового шума и

увеличение числа фотонов, собираемых от каждого флуорофора. Позднее, ис-

пользуя фотообесцвечивание одной из молекул красителя Cy3 в паре, Селвин

с соавторами сумели локализовать данные молекулы с точностью 1,5 нм [41].

В том же году, используя аналогичный подход, Шерер с соавторами локализо-

вали молекулы Cy3 с точностью 2,5 нм [36]. Далее Спудих с коллегами показа-

ли возможность использования молекул Cy3 и Cy5 для определения расстояний

между молекулами [38], а Рэм с сотрудниками предложили новые единицы из-

мерения разрешения для локализации отдельных молекул [40]. В некоторых из

этих работ положение флуорофора описывается двумерным гауссовым профи-

лем, а его центр определяется путем нахождения локальных максимумов.

Ошибка определения положения отдельной молекулы описывается приведен-

ным ниже уравнением [37]:

‹(x)
2
› = (s

2
+ a

2
/12)/N + (4 � s

3
b
2
)/(aN

2
), (8.2)

в котором x является ошибкой определения центра; s— стандартным отклоне-

нием двумерного гауссова ядра, использовавшегося для регистрации профиля

интенсивности; a—размером пикселя в изображении; N—числом фотонов от

одной наночастицы и b— параметром фонового шума. Достижения в области

оптики и техники получения изображений позволили в значительной степени

снизить уровень шума, поэтому точность локализации молекул в значительной

степени зависит от числа фотонов, собираемых от анализируемого объекта. Это

означает, что более яркие и светоустойчивые флуорофоры можно локализовать

более точно.
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8.4. Применение биоконъюгатов частиц

8.4.1. Определение частиц

респираторно-синцитиального вируса

Респираторно-синцитиальный вирус (РСВ) — причина тяжелой инфекции

нижних дыхательных путей у маленьких детей и у взрослых с ослабленным им-

мунитетом. К сожалению, вакцины против РСВ сейчас не существует, а диагноз

ставится на основе симптомов или серологических тестов. Последние для по-

становки диагноза, особенно при острой форме заболевания, практически не-

пригодны, поскольку их проведение отнимает слишком много времени. Таким

образом, назрела необходимость в создании чувствительного и быстрого мето-

да определения вирусных частиц.

РСВ имеет на поверхности определенные белки, которые нужны для при-

крепления к клетке организма хозяина. Используя антитела против этих белков,

удалось обнаружить вирусные частицы и проследить за экспрессией белков на

их поверхности [42]. Наночастицы покрывали антителами, которые специфи-

чески узнавали вирусные белки, отвечающие за связывание с клеткой организ-

ма хозяина или за слияние с ней (рис. 8.6, см. цв. вклейку). Далее создавали

условия, благоприятные для образования «сэндвичей», состоящих из вирусной

частицы и наночастиц с двумя типами меток, излучающих свет разной длины

волны. При наличии в растворе вирусов через анализируемый объем микроско-

па одновременно проходили две наночастицы, и детектор регистрировал вре-

менное совпадение испускаемых ими фотонов (рис. 8.6, б).

Описанная выше система определения единичных молекул не только реша-

ет проблему парфокальности за счет использования наночастиц, но также поз-

воляет применять единый тест для проверки присутствия белков, ДНК или ви-

русов в растворе в режиме реального времени. Обработка данных в таком

режиме, с подсчетом числа фотонов и определением совпадений, позволила

создать мультиплексную систему регистрации единичных молекул, которая

обеспечивает более широкий динамический диапазон по сравнению с методом

кросс-корреляции [43]. Однако подсчет молекул в потоке происходит довольно

медленно, что связано с малым количеством пропускаемого материала. Это

в первую очередь относится к образцам с концентрацией ниже фемтомолярного

уровня. В подобной ситуации помогает описанный в следующем разделе метод

определения единичных молекул, основанный на получении их изображений.

8.4.2. Определение единичных молекул

с помощью создания двухцветных изображений

На рис. 8.7 (см. цв. вклейку) представлены результаты эксперимента, в котором

комплементарные последовательности ДНК присоединяли к двухцветным

наночастицам. Желтые светящиеся точки, указывающие на пространственное

сближение наночастиц, видны только в том случае, когда мишени комплемен-
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тарны друг другу (рис. 8.7 а и б). Длина гибридной ДНК составляет 24 пары

оснований, что меньше длины обычной двунитевой ДНК [44]. Таким образом,

гибридная ДНК напоминает «жесткую палочку», и можно ожидать, что рассто-

яние между центрами двух частиц в паре составит 54 нм. Используя описанную

выше схему определения локализации, мы показали, что две частицы отстоят

друг от друга на расстоянии 54 нм, что совпадает с теоретическим расчетом.

Подобный анализ был проведен с девятью миллионами пар частиц для опре-

деления фрагмента гена, присутствовавшего в пикомолярной концентрации

и устойчивого к антиэстрогенной терапии при раке молочной железы. Резуль-

таты эксперимента были обработаны компьютером за одну минуту и представ-

лены на рис. 8.8. В присутствии молекулы-мишени на гистограмме расстояния

между красной и зеленой частичками выявляется отчетливый пик, которого нет

при отсутствии мишени. Эта техника не ограничивается определением нуклеи-

новых кислот, она также применяется для детекции белков и патогенных орга-

низмов. Таким образом, метод визуализации единичных молекул позволяет

проводить количественное и высокопроизводительное определение биологи-

ческих мишеней. Поскольку размер инфицирующих агентов находится в том

же диапазоне, что и размер наночастиц, использование меченных цветом час-

тиц может обеспечить быстрое и чувствительное определение маркеров инфек-

ционных заболеваний и нативных вирусов.

8.5. Заключение

Квантовые точки и другие флуоресцентные наночастицы — новый класс уни-

версальных биологических зондов, которые используются в методах диагнос-

тики in vitro [42] для получения изображений молекул и клеток [25]. Комбина-
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Рис. 8.8. Быстрое определение молекул ДНК. Локализация меченных разными цве-

тами наночастиц совпадает при комплементарности мишеней. На гистограмме рас-

стояния между красными и зелеными частицами имеется пик (а), отсутствующий

в контрольном эксперименте (б, мишень отсутствует)



ция наночастиц с магнитными и оптическими свойствами позволяет получать

многофункциональные зонды (Агравал и Не, неопубликованные данные). Про-

водя разделение частиц на основе их магнитных свойств и используя флуорес-

центный метод идентификации, можно создать высокопроизводительный и вы-

сокочувствительный диагностический метод. Успехи, достигнутые в области

синтеза наночастиц, и появление соответствующего оборудования расширяют

границы высокочувствительного определения биологических объектов. Мини-

атюризация устройств и создание безопасных зондов на основе наночастиц

позволят производить недорогие полифункциональные диагностические при-

боры. Безусловно, для этого понадобятся дополнительные исследования, одна-

ко междисциплинарная природа нанотехнологий позволяет объединять дости-

жения самых разных отраслей науки. Результаты изучения квантовых точек

указывают на возможность их успешного применения в биологических систе-

мах и предсказывают положительные результаты внедрения других нанотехно-

логий для биомедицинских целей.
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Часть II

ПОВЕРХНОСТИ РАЗДЕЛА
МЕЖДУ

БИО� И НАНОСТРУКТУРАМИ



9.1. Введение

Взаимодействия клеток со средой и их реакции на внешние раздражители

определяются локальными химическими и топографическими особенностями

окружения, точнее, микроокружения. Характерная черта данного взаимодей-

ствия — масштабы особенностей. Они изменяются в очень широком диапазо-

не: от макро- до нанометрического. Очень важную роль в поведении клетки иг-

рает внеклеточный матрикс (ВКМ), который управляет внешними сигналами,

а те, в свою очередь, регулируют клеточные функции, обеспечивая развитие и

гомеостаз всего организма [1]. Особая роль ВКМ стала очевидной в последние

годы, когда были изучены многие функции ее составляющих, выявлены новые

рецепторы и механизмы клеточной сигнализации, а также описаны разнообраз-

ные молекулы-регуляторы поведения ВКМ.

Компоненты внеклеточного матрикса и их архитектура создают динамичес-

кое окружение клетки, которое не только физически «поддерживает» его, но

и определяет функционирование клетки в целом [2–7]. Различие входящих

в состав ВКМ молекул, а также изменения их соотношения и взаимного распо-

ложения приводят к многообразию форм матриц, каждая из которых соот-

ветствует биологическим, структурным, механическим и функциональным

особенностям клеток определенных тканей. Разнообразие форм приводит кши-

роким возможностям передачи или кодирования информации различными кле-

точными рецепторами с участием трансмембранных агентов, например глико-

протеинов, протеогликанов и гликолипидов. Наиболее важные клеточные

процессы — миграция или реструктуризация ВКМ — регулируются двуна-

правленной передачей информационных сигналов, что позволяет осуществлять

связь с генами и, следовательно, с экспрессией белка [4]. Пространственно-вре-

менное регулирование и согласование поведения клеток обеспечивают дина-

мические и функциональные свойства разных тканей [6].

В этой главе представлены последние достижения в области исследования

ВКМ, а также характеристики взаимодействия матрикса с клеткой на разных

масштабных уровнях: от макро до нано.

ГЛАВА 9

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ВНЕКЛЕТОЧНОГО

МАТРИКСА С КЛЕТКАМИ

НА МАКРО- И НАНОУРОВНЯХ

Стив Мвенифумбо, Молли М. Стивенс

Перевод с англ. А. Хачояна.



9.2. Микроокружение клетки

Размер обычных клеток составляет десятки микрометров, но стоит напомнить,

что клетки — далеко не основная масса биологических тканей. Очень много

места в них занимают промежуточные вещества. Это так называемый внекле-

точный объем, который представляет собой динамические трехмерные сетки из

макромолекул. Именно такие структуры называются внеклеточными матрикса-

ми и обозначаются аббревиатурой ВКМ. Постоянная перестройка данных ком-

плексных образований приводит к необходимым изменениям клеточного окру-

жения.

ВКМ— сложная структура из выделяемых клеткой белков, гликозамингли-

канов, протеогликанов и гликопротеинов. Неоднородность тканевой специ-

фичности обеспечивает осуществление разнообразных функций, связанных с

ВКМ, — от сохранения формы до передачи внутриклеточных сигналов. При

этом белки активируют пути передачи сигналов, а рецепторы на поверхности

клетки выступают как первичные их приемники, а также участвуют в трансдук-

ции выделяемых клеткой сигнальных молекул и лигандов к окружающей ее

матрице.

9.2.1. Разнообразие структуры и состава ВКМ

Основные составляющие ВКМ у всех организмов многоклеточных принадле-

жат к четырем классам биологических молекул: коллагены, гликопротеины,

гликозамин-гликаны и протеогликаны, однако в ходе эволюции на этой основе

возникли разные структуры ВКМ. Это объясняется наличием множества ве-

ществ в указанных классах соединений, а также способностью клеток выделять

структурные компоненты ВКМ в разных сочетаниях и соотношениях. Таким

образом, архитектура ВКМ характеризуется большим разнообразием, что отра-

жает широчайший спектр биофункциональных требований к тканям.

9.2.1.1. Разнообразие макромолекулярного состава ВКМ

Экстенсивные эволюционные изменения, происходящие в организмах много-

клеточных, привели к возникновению множества матриц, отличающихся моле-

кулярным строением и сигнальными доменами. Например, сухожилия всех

организмов содержат фибриллярные коллагены типа I с ленточной структурой,

способные выдерживать сильные растягивающие напряжения [8]; для базаль-

ных мембран характерны сеточные образования из нефибриллярных коллаге-

нов типа IV, выступающие в роли селективных фильтрационных барьеров [9].

Многие из этих макромолекул возникли в результате постройки так называе-

мых химерных агрегатов из структурных доменов в ходе перетасовки экзонов

[10]. Часть макромолекул— это изоформы, возникшие путем дифференцирую-

щего сплайсинга доменов при посттрансляционной трансформации [11]. В ка-

честве примера можно сослаться на разнообразие коллагенов, которые в насто-

ящее время принято разделять на 27 различных типов [12, 13]. Аналогичное

разнообразие, связанное с дифференцирующим сплайсингом, отмечено для
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многих входящих в состав ВКМ гликопротеинов: фибронектинов, ламининов

и тенасцинов, для которых изменение числа и видов гликозамингликанов связа-

но с неоднородностью распределения протеогликанов [11, 14].

9.2.1.2. Эволюционное разнообразие компонентов ВКМ

Помимо специфического разнообразия, присущего индивидуальным макромо-

лекулярным составляющим ВКМ, матриксы также характеризуются значитель-

ным композиционным разнообразием. Это может быть следствием различия в

генерации клеткой отдельных компонентов матрикса и специфических облас-

тей или граничных зон внутри ткани.

Роль ВКМ в регулировании поведения развивающихся клеток изучалась во

многих работах [5, 6, 15–17]. Было установлено, что данные клетки передвигают-

ся в микроокружении растущих тканей под действием различных маркеров или

сигналов, модулирующих переходные состояния клеток и их поведение. Моду-

ляция вызывает значительные изменения в типах клеток, синтезируемых ВКМ,

и в их химическом и геометрическом строении. В итоге образуется определенная

ткань со своими биологическими и функциональными характеристиками.

Примером служит процесс энхондральной оссификации, или образования

костной ткани под хрящами, требующий сложной координации воздействия

микросреды с развитием клеток разных типов. Вначале обогащенные гиалону-

ратами и коллагенами типа I ВКМ предоставляют благоприятные условия для

миграции и размножения мезенхимных клеток [18], которые, по мере развития

костной ткани, начинают передвигаться, образовывать агрегаты, а затем кон-

денсируются в виде матриц для будущих скелетных элементов [19, 20]. Клетки,

расположенные в центре данных молекулярных конденсатов, позднее диффе-

ренцируются и превращаются в хондроциты, в результате из микроокружения

клетки постепенно вытесняются гиалонураты, а затем возрастает секреция дру-

гих макромолекул, включая аггрекан и коллаген II [21], действующих как моле-

кулярные маркеры, распознающие дифференцирующиеся хондроциты и отде-

ляющие последние от недифференцированных мезенхимных клеток. После

завершения дифференциации в окружении образовавшейся структуры ВКМ

хрящевых тканей происходят сложные превращения. Затем близлежащие хон-

дроциты ВКМ кальцинируются, что приводит к апоптозу [17]. Кальцинирован-

ный матрикс способствует развитию внутрикостной сосудистой системы путем

проникновения в ткань хондропластов и остеобластов [15]. Одновременно

вместо коллагена типа II начинается синтез коллагена I, в результате ВКМ хря-

щевой ткани вокруг клетки деградирует и замещается ВКМ костной ткани [21].

Такие структурные изменения — важный фактор органогенеза, позволяющий

придать необходимые свойства растущим костным тканям скелетной системы.

9.2.1.3. Разнообразие, связанное с тканевой специфичностью

Структура и функции тканей определяются относительной долей различных

составляющих матрицы, что легко проследить на некоторых типах тканей, на-

пример в клетках суставных хрящей и стенок артерий.
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Уникальное сочетание макромолекул со сложной структурой ВКМ придает

хрящевым тканям особые физические свойства: высокое сопротивление сжа-

тию и способность изгибаться без затрат на трение. Основным компонентом

хрящевых тканей является коллаген II, который в сочетании с небольшим чис-

лом коллагенов V, VI, IX, X и XI позволяет сформировать фибриллярную сетку

[22] — результат самоорганизации смеси протеогликана, аггрекана, гликоза-

мингликанов и гиулоранана [23]. Структура образующейся коллагеновой сетки

обеспечивает высокую прочность хрящевых тканей на разрыв и сопротивление

набуханию, в то же время построенная из аггреканов высокосульфатированная

и отрицательно заряженная поверхность этих тканей притягивает к матриксу

катионы. Это приводит к тому, что при набухании возрастает осмотическое

давление [24]. Перечисленные особенности набухания хрящей способствуют

диссипации и перераспределению сжимающих нагрузок, как результат измене-

ния осмотического и гидростатического давления.

Примером противоположных функциональных свойств образующейся тка-

ни служат стенки артериальных сосудов. Они должны не только сопротивлять-

ся растягивающим нагрузкам, обеспечивая поток крови без ее проникновения

сквозь поверхность сосудов, но и одновременно приспосабливаться к гемоди-

намическому давлению, т. е. воздействию потока крови. Таким образом, сосу-

ды изменяют свои свойства в зависимости от переменного давления крови, соз-

даваемого сердечной мышцей [25]. Поэтому строение артериальных стенок

представляет собой сложную иерархическую структуру из эндотелиальных

клеток, клеток гладких мышц и ВКМ-белков [16]. Артериальные стенки обыч-

но состоят из трех слоев. Внутренняя оболочка построена из эндотелиальных

клеток и гидрированного матрикса, обогащенного гиалуронами и протеоглика-

нами. Медия, или средняя оболочка, отделена от внутренней оболочки плотны-

ми и упругими внутренними перегородками из наслоений клеток гладких

мышц и упругих волокон. Наконец, внешний слой также разделен упругими

прослойками из фибриллярных коллагенов и фибробластов [26]. Основными

строительными блоками описываемой системы служат коллагены I и III, нахо-

дящиеся в фибриллах, обеспечивающих прочность стенок на растяжение [16].

Коллагены IV и VIII внутри базальных мембран формируют трехмерные сетки,

которые закрепляют клетки на поверхности и создают возможность регулиро-

вания проницаемости стенок сосудов [26]. Самосборка молекул фибриллинов

приводит к формированию микрофибриллярных сеток, стабилизирующих

структуру упругих волокон [27, 28], а самоорганизация эластинов обеспечивает

упругость стенок, позволяющую реагировать на изменения гемодинамического

давления крови [29].

Различие в составе и строении ВКМ предоставляет возможность для созда-

ния механизмов управления поведением клеток за счет перестройки специфи-

ческих особенностей растущих биохимических структур.
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9.2.2. Наномасштабные структуры ВКМ

Взаимодействия между клетками и ВКМ производятся с помощью разномас-

штабных структурных элементов, в результате иерархическая сборка составля-

ющих ВКМ играет важную роль в большинстве клеточных процессов. Напом-

ним, что все макромолекулы, составляющие нано- и макромасштабные

структуры ВКМ, независимо от того, образуют они сложные гликопротеино-

вые сетки или представляют собой отрицательно заряженные протеогликаны,

относятся к четырем группам соединений: белкам, гликозамингликанам,

протеогликанам и гликопротеинам.

9.2.2.1. Коллагены и эластины

ВКМ составляет множество белков, но их подавляющее большинство относит-

ся к коллагенам и эластинам. Коллагены—наиболее распространенные белки в

человеческом организме вообще и в составе ВКМ в частности, поэтому для них

уже сложилась некая система классификации. Как уже отмечалось, выделяют

27 различных типов коллагенов, обозначаемых римскими цифрами I–XXVII,

для которых уже описаны 42 так называемые �-цепи [12, 30–33]. Молекулы

всех коллагенов состоят из трех гомо- или гетеротримерных составляющих

структур в виде �-последовательностей, образующих тройную спираль [34].

Каждая из �-цепей содержит повторяющееся звено: (Gly–X–Y)n, в котором гли-

цин всегда занимает каждую третью позицию, а Х иY чаще всего представлены

пролином и гидроксипролином [35]. Гидроксильная группа гидроксипролина

обычно образует водородные связи, стабилизирующие тройную спираль, а со-

держащиеся в этой же структуре остатки лизина и гидроксилизина обеспечива-

ют сохранение структуры в целом путем формирования ковалентных связей

между молекулами коллагена на супрамолекулярном уровне [36]. При этом

большая часть коллагенов ассоциирует. Так создаются высокоорганизованные

надмолекулярные структуры, причем образуемые ими домены из тройной спи-

рали могут различаться по длине и перемежаться, непрерывно или дискретно,

с доменами неспиральной структуры, что зависит от типа коллагенов. Сверхсе-

мейства коллагенов обычно составляют несколько подсемейств. Общие сведе-

ния о коллагенах разных типов приводятся в табл. 9.1, где также указаны их не-

которые свойства, виды тканей, где эти коллагены встречаются чаще всего, и их

характерные функции.

Синтез про-альфа коллагеновых цепочек происходит за счет нескольких

ко- и посттрансляционных трансформаций белков, выделяемых клеткой.

К ним относятся: гидроксилирование выделяемых пролина и лизина, гликоси-

лирование гидроксилизиновых и аспарагиновых остатков, образование ди-

сульфидных связей и самосборка цепей с формированием проколлагеновой

тройной спирали. Проколлагены выделяются из клетки в ВКМ, где происхо-

дит расщепление защитных пропептидов N и C, в результате молекулы колла-

генов формируют устойчивые сшитые фибриллы и другие супрамолекуляр-

ные структуры.
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Более детальные сведения о биосинтезе коллагенов можно найти в обзорах

[13, 32, 36] и учебниках [37, 40]. Ниже будут описаны только иерархические

структуры коллагенов и процессы их самоорганизации при взаимодействии

с клетками.

Особая важность коллагенов для обеспечения структурной целостности

ВКМ и ее прикрепления к клетке обусловлена их способностью к формиро-

ванию отдельных или объединенных фибрилл, волокон и сеток в сочетании

с другими белками ВКМ. Фибриллообразующие коллагены относятся к струк-

турирующим клеточным факторам, тогда как нефибриллярные связаны с меха-

низмами регулирования поведения клеток.

Фибриллообразующие коллагены (см. классы I, II, III, V, XI, XXIV и XXVIII

в табл. 9.1) — основные продукты синтеза соединительных тканей, обладаю-

щие способностью к организации, точнее, самоорганизации, высокоупорядо-

ченных фибрилл и волокон. Структурные единицы данных коллагенов —

участки тройных спиралей (длина около 300 нм и диаметр 1,5 нм), которые фор-

мируют в образующихся волокнах жесткие стержневые структуры. Фибриллы

также могут содержать гетеротипные участки, состоящие из коллагенов разных

типов, организованных в виде дискретных структур с требуемыми биомехани-

ческими свойствами [35]. Например, известно, что диаметр волокон зависит от

соотношения типов коллагенов в гетеротипных фибриллах, образующихся при

зарождении хрящей из коллагенов типа II, IX и XI [41].

В работе [42] показано, что свойства формируемых волокон определяются

взаимодействиями фибриллярных коллагенов с аналогичными коллагенами

в виде прерывистой тройной спирали (FACIT) и небольшими молекулами

протеогликанов. Коллагены типа FACIT (IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, XXII

и XXIV) выделяют в подкласс коллагенов, не формирующих волокна, а лишь

присоединяющихся к поверхности уже существующих коллагеновых фибрилл.

Эти коллагены также участвуют в образовании структуры ВКМ путем форми-

рования связей между фибриллярными коллагенами и другими элементами

ВКМ и, подобно коллагенам типа XVI, играют важную роль в фиксации мик-

рофибрилл на поверхности базальных мембран [43]. В отличие от FACIT неко-

торые другие коллагены, например коллагены ГАГ (тип IX), только помогают

модулировать поверхностный заряд формирующихся фибрилл [44].

Образующие слои коллагены (типы IV, VIII и X) подобны соединениям,

участвующим в создании структур базальных мембран (тип IV) или гексаго-

нальных сеток (типыVIII и X). Они играют важную роль в закреплении на клет-

ках, а также выступают как молекулярные фильтры или проницаемые барьеры

для эмбрионов. Молекулы коллагенов типа IV в базальных мембранах содер-

жат коллагеноподобные домены длиной около 400 нм [44], превышающие дли-

ну доменов фибриллобразующих коллагенов, что позволяет таким молекулам

самоорганизовываться и формировать сетчатые структуры. Мономеры в этих

сетках могут образовывать по принципу хвост-к-хвосту переплетающиеся спи-

ральные домены и надмолекулярные спирали [36]. Слоистые коллагены (типы

VIII и X) способны создавать почти одинаковые по размеру структурные
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единицы в виде стержней длиной 130 нм, в которых коллагеноподобные

домены содержат по восемь одинаковых нарушений в последовательности

Gly–X–Y [30] и могут образовывать гексагональные решетки.

Коллагены типа VI похожи на гранулированные волокна. Обычно это

гетеротримерные молекулы, которые состоят из трех одинаковых белковых це-

пей с очень короткими доменами из тройных спиралей, но достаточно длинны-

ми глобулярными доменами с N- и C-концевыми группами, способными соеди-

няться в так называемые гранулярные микрофибриллы [36]. Их могут

формировать только коллагены типа VI, причем наличие комбинаций RGD

(аргинин–глицин–аспартат) в их структуре играет важную роль при взаимо-

действии с другими элементами ВКМ, а также с рецепторами на поверхности

клеток [36].

Коллагены типа VII образуют фиксирующие фибриллы, связывающие ба-

зальнуюмембрану с фиксирующей бляшкой в основании ВКМ [46]. Данные кол-

лагены составляют большинство фиксирующих фибрилл, причем в них домены

из тройных спиральных структур имеют длину свыше 420 нм, значительно пре-

вышающуюразмеры других классов коллагенов [30]. Речь идет о гомотримерной

молекуле, составленной из коллагеноподобных центральных доменов, объеди-

ненных на концах с двумя неколлагеноподобными доменами. Внутри внеклеточ-

ного пространства коллагены типа VII формируют антипараллельные димеры,

которые затем неупорядоченно объединяются, образуя фиксирующие фибрил-

лы [47].

Трансмембранные коллагены (типы XIII, XVII, XXIII и XXV) — гомотри-

мерные молекулы на клеточной поверхности, которые состоят из многочислен-

ных внеклеточных доменов: эктодоменов, экзодоменов, построенных в виде

тройных спиралей, соединенных с одиночными гидрофобными трансмембран-

ными доменами [35]. Внутри эктодоменов во внеклеточном пространстве

участки тройных спиралей образуют стержневидные структуры, причем

разрывы между спиралями придают гибкость всей молекуле [48].

Мультиплексины, принадлежащие к типам XV и XVIII, — гомотримерные

коллагены, характеризующиеся как большим числом доменов, состоящих из

тройных спиралей, так и множеством разрывов между ними. В состав мульти-

плексинов входит крупный N-концевой глобулярный домен из тройных спира-

лей со многими нарушениями и большой С-концевой глобулярный домен.

В них часто присутствуют длинные цепочки гликозамингликанов, из-за этого

многие исследователи относят мультиплексины к классу протеогликанов. Бо-

лее подробное описание структур и функций сверхсемейства коллагенов

можно найти в обзорах [13, 30, 32–34, 36, 48, 49].

Основным белком в составе упругих волокон соединительных тканей, на-

пример кровеносных сосудов и кожи, является эластин, в состав которого вхо-

дят глицин, валин, аланин и пролин, а также гидрофобные аминокислоты

[50, 51]. Синтез эластина происходит за счет ковалентного сшивания раствори-

мого прекурсора фермента лизил-оксидазы с образованием нерастворимого

полипептида [29]. Вместе с другими микрофибриллярными компонентами
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эластин формирует упругие волокна, которые затем образуют случайно ориен-

тированную сетку с внутренними связями. Образование волокон с участием

эластина начинается с создания пучков микрофибрилл, диаметром около

10–12 нм, из фибриллина, выделяемого во внеклеточное пространство. Затем

эти пучки агрегируют [29]. Процесс формирования волокон происходит посре-

дством осаждения тропоэластинов на особых центрах внутри микрофибрил-

лярных пучков, поэтому они постепенно мигрируют из внутренней части во-

локна к внешней и вступают в реакции ковалентного присоединения, формируя

каркас из эластина. В результате образуются волокнистые сетки из эластина с

низкой растворимостью и достаточно высокой упругостью [52]. Это объясняет-

ся сочетанием межмолекулярных поперечных сшивок десмозина и высоким со-

держанием гидрофобных аминокислот в эластине [53, 54]. Известно также, что

последний способствует формированию путей передачи сигналов, а входящая в

его состав структура VGVAPG, Val–Gly–Val–Ala–Pro–Gly, известна как акти-

ватор металлопротеиназ [55], повышающих хемотаксическую активность про-

цессов с участием фибробластов [56].

9.2.2.2. Гликозамингликаны

Гликозамингликаны — длинные полимерные цепи с дисахаридными повтора-

ми. Они способствуют созданию подходящего микроокружения для маршру-

тов миграции клеток или переноса макромолекул внутри ВКМ за счет форми-

рования каналов определенных размеров, а также связывания или, наоборот,

активации сигнальных молекул при их прохождении по миграционным путям.

Гликозамингликаны относятся к сложным карбогидратам. Их классифицируют

в соответствии с повторами дисахаридных элементов: сульфатов хондроитина,

дерматана, гепарана, гиалунорана и кератана [57]. Из-за высокого содержания

сульфатов и уроновых кислот гликозамингликаны несут большой отрицатель-

ный заряд, что позволяет им за счет сил электростатического взаимодействия

легко связываться с лигандами. В тканях гликозамингликаны обычно присут-

ствуют в виде компонентов протеогликанов, единственным исключением слу-

жит гиалуронан, так как он выделяется во внеклеточное пространство клеточ-

ными мембранами, содержащими фермент гиалуронан-синтазу, способный

выступать как свободный карбогидрат [58, 59]. Молекула гиалуронана очень

гибкая и легко изменяет конформацию, образуя так называемые случайные

спирали, которые затем самоорганизуются в сеточные структуры. Благодаря

большому числу поверхностных анионных остатков, гиалуронан имеет высо-

кое сродство к воде и поэтому может связывать катионы с группами СОО
–
и об-

разовывать суперагрегаты с некоторыми протеогликанами, включая аггрекан.

9.2.2.3. Протеогликаны

Протеогликанами называют разнообразные молекулы, распространенные

в ВКМ и экспрессируемые на поверхность клетки. Это ряд гликопротеинов,

свойства и структуру которых несколько изменяют боковые цепи гликозамин-

гликанов, ковалентно связанные с белками в центре молекулы. В протеоглика-
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нах присутствует много последовательностей, часто встречающихся в анало-

гичных белках, включая повторяющееся звено фактора эпидермального роста

и звенья-связки с гиалуронаном, а также соединения, похожие на иммуноглобу-

лины с обогащенными лектиновыми повторами и доменами, соединенными

с сахарами [60]. Подобные соединения, представленные в ВКМ, можно разде-

лить на два подсемейства в соответствии с характерными для них особенностя-

ми белкового окружения [61]. Еще протеогликаны различают по размерам и по

отношению к гиалуроновой кислоте, как способных, так и не способных связы-

вать гиалурон. По этому признаку протеогликаны также делятся на две боль-

шие группы (табл. 9.2).

В верхней части таблицы приводятся данные о малых по размеру протеогли-

канах с высоким содержанием лейцина: бигликане, декорине, фибромодулине

и люмикане, в нижней—о более крупных, модулярных протеогликанах. Послед-

ние разделены на две группы. Соединения первой группы, аргин и перлекан, не

связывающие гиалуроны, соединения второй группы — аггрекан, верзикан

и CD44 могут связывать гиалуронан и лектин [2]. Большое разнообразие строе-

ния белковых доменов центральной части и боковых ветвей гликозамингликанов

позволяет протеогликанам проявлять высокую степень химического сродства

при связывании разнообразных лигандов и специфических взаимодействиях

внутри ВКМ. Например, молекула перлекана способна проникать в базальные

мембраны, создавая отрицательный заряд, который обеспечивает селективную

по заряду проницаемость данного участка мембраны [63]. Небольшой, обога-

щенный лейцином, декорин может регулировать процесс фибриллогенеза в кол-

лагене [64, 65]. Некоторые протеогликаны, например гепарансульфат, участвуют

в синтезе фактора роста фибробластов (ФРФ), взаимодействуя либо непосред-

ственно с ФРФ, либо с клеточными рецепторами, повышающими сродство ФРФ

к ассоциированным рецепторам [57, 66].

9.2.2.4. Гликопротеины

Гликопротеины (гликопротеиды) не только могут формировать упорядоченные

структуры из коллагенов, эластинов, протеогликанов и клеток, но и сами явля-

ются строительными блоками ВКМ. Эти макромолекулы очень разнообразны

по размерам, структуре и распределению в тканях и обычно представляют со-

бой белки, ковалентно связанные с олигосахаридами. Гликопротеины состоят

из большого числа субъединиц, способных взаимодействовать как друг с дру-

гом, так и с клетками и белками матрикса [6]. Внеклеточные мембраны содер-

жат много разнообразных гликопротеинов, включая фибронектин и ламнин.

Фибронектин — наиболее изученный гликопротеин, имеющий множество

изоформ, состоящих из модулей трех типов (I, II и III), которые образуют по-

вторяющиеся мотивы, разделенные соединительными последовательностями

[67]. На рис. 9.1 показана молекула гликопротеина, содержащая центры свя-

зывания с коллагенами, протеогликанами и клеточными рецепторами, напри-

мер интегринами. Наиболее распространены в таких структурах модули

типа III, включающие аспаратсодержащие последовательности, например
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типа III, включающие аспаратсодержащие последовательности, например

RGD, Arg–Gly–Asp, которые за счет интегринов участвуют в процессах кле-

точной адгезии [68, 69].

Фибронектин играет важную роль в большинстве межклеточных процес-

сов. Он необходим для сборки коллагенов, а также для регулирования введе-

ния морфогенов и факторов роста в структуру внеклеточного матрикса

[67, 71]. Изучение его распределения в организме при образовании скелетной

системы позволяет предположить, что он вовлекается в процессы роста кост-

ной ткани на ранней стадии ее развития [72], а затем продолжает участвовать

в поддержании гомеостаза зрелой ткани, регулируя дифференциацию и выжи-

вание остеобластов [73].

Ламинины — первичные адгезионные белки матрицы в составе базальных

мембран, имеют несколько изоформ и представляют собой крупные гетеротри-

мерные гликопротеины, состоящие из трех генетически различающихся поли-

пептидных цепей, называемых обычно альфа-, бета- и гамма-цепями, которые

образуют крестообразные структуры с глобулярными доменами на концах

(см. рис. 9.1) [74, 75]. Эти белки содержат много связывающих доменов с разно-

образными функциями, такими как образование сеток и волокон и объединение

белков матрицы в супрамолекулярные структуры. Элементы, формирующие

ВКМ, содержат все три субъединицы и обычно располагаются на коротких «ры-

чагах» крестообразных структур, а ответственные за клеточные взаимодействия

домены— на альфа-цепях с N- и C-концевыми группами [74]. Например, внутри

базальной мембраны в самосборке молекул ламинина участвуют три коротких
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Рис. 9.1. Строение молекулы фибронектина. Показаны отдельные структурные мо-

дули, а также разнообразные домены, специфически связывающие определенные

типы макромолекул. Разница в строении двух очень похожих молекулярных цепей

димера (соединенных дисульфидными связями на С-концах) обусловлена лишь аль-

тернантным сплайсингом. CS III— связывающий сегмент типа III; ED–A—избыточ-

ный доменА (между 11 и 12); ED–В—избыточный доменВ (между 7 и 8); Fn—фиб-

ронектин



«рычага», а именно, альфа1-, бета1- и гамма1-цепи ламинина-1 [76]. В то же вре-

мя их связи с энтактин/азотом ограничены присутствием гамма1-цепи в корот-

ком рычаге [77], поэтому интегриновые рецепторы на клеточной поверхности не

могут связываться с G-подобными модулями GM-ламинина в альфа-субъедини-

цах [78, 79]. Предполагается, что каркас базальной мембраны формируется из

коллагенов типа IV, ламининов и энтактинов, в результате образуется двухмер-

ная супрамолекулярная сетка, где энтактин связывает сетки ламинина и коллаге-

на путем нековалентных взаимодействий [78, 80].

9.2.3. Объединение элементов

и самосборка иерархической структуры

В образовании тканей и их гомеостазе ясно проявляется иерархия строения

разномасштабных биоструктур, что очень заметно при формировании ВКМ,

обладающей развитой модулярной и иерархической архитектурой. В состав

внеклеточного матрикса входит большое число элементов с различными связы-

вающими доменами, которые обеспечивают не только сборку ВКМ и стабили-

зацию ее структуры, но и функциональные взаимодействия в системе клет-

ка–матрикс. В качестве примера приведем волокнистые структуры, которые

придают клеткам прочность, эластичность и проницаемость, где протеоглика-

ны выступают как источники морфогенов или регуляторы осмотического дав-

ления, а гликопротеины стабилизируют структуру волокон или выполняют

функцию связывающих центров. Такое объединение структуры и функции поз-

воляет формировать сложные биологические ткани. Взаимоотношения струк-

тур разной величины при обеспечении необходимых функциональных свойств

можно проследить на примере образования суставного хряща.

Суставной хрящ — типичная аваскулярная, бессосудистая ткань, содержа-

щая небольшое число хондроцитов, покрывающих субхондральные клеточные

образования в синовиальных сочленениях [22]. Суставные хрящи, в сочетании

с синовиальной жидкостью, образуют очень прочную и стойкую к истиранию

поверхность, толщина которой составляет несколько миллиметров [81, 82].

Составляющие данную ткань матрицы и клетки построены по строгому иерар-

хическому принципу и четко разделяются на четыре зоны: поверхностную,

среднюю, глубокую и кальцинированную (рис. 9.2), значительно различающи-

еся как по биохимическому составу и клеточной морфологии, так и по струк-

турной организации в системе клетка–матрица [81, 83].

Поверхностная зона состоит из плотно упакованных фибриллярных сеток

коллагена с плоскими участками хондроцитов, располагающихся тангенциаль-

но к плоскости сустава [84]. Такая ориентация коллагеновых фибрилл в области

интенсивного трения обеспечивает их быстрое приспособление к высоким

сдвиговым и растягивающим напряжениям, так как основную массу данных

фибрилл составляют коллагены типа II. В состав микрофибрилл зоны трения

также входят коллаген типа XI и декорин, причем коллаген регулирует лате-

ральный рост, а декорин — диаметр волокон [41]. Волокна в этой зоне очень

тонкие, их диаметр около 20 нм [83].
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Рис. 9.2. Иерархия организации суставных хрящей. Суставной хрящ представляет

собой износостойкую и выдерживающую большие нагрузки поверхность, которая

покрывает кость в синовиальном соединении (а). Поверхность состоит из нескольких

зон (б) с различной структурой коллагенов между зонами (в). Хондроциты (хрящевые

клетки) заключены в периклеточные области (г), окруженные хорошо выделенными

матрицами, наноструктура которых составлена из суперагрегатов (аггрекан/гиалуро-

новая кислота) и сеток макрофибриллярного коллагена (д)



Средняя зона — промежуточная, в ней тангенциальная ориентация воло-

кон постепенно меняется на радиальную, присущую следующей, глубинной

зоне, чьи клетки отличаются округлой формой и пониженной плотностью по

сравнению с таковыми в поверхностной зоне [85, 86]. ВКМ глубинной облас-

ти отличает высокое содержание аггрекана, а коллагеновые волокна характе-

ризуются большим диаметром, неупорядоченным расположением и рыхлос-

тью [84, 86, 87].

Волокна глубинной зоны, диаметром 70–120 нм, ориентированы перпенди-

кулярно к поверхности субхондриальной кости [83]. Высокая сопротивляе-

мость хрящевых тканей к сжатию объясняется давлением набухания в гидриро-

ванных агрегатах аггрекана и гиалурона, связанных с пористыми структурами

коллагенов типа II. Процесс набухания ограничивается возможностями колла-

геновой сетки, причем движение суставов способствует перемещению пи-

тательных веществ в данной структуре [24].

Кальцинированная зона — промежуточная область между собственно хря-

щами и расположенной под ними костной тканью. Остающиеся в этой зоне

хондроциты характеризуются гипертрофированным фенотипом. Они выделя-

ют шестиугольные «плитки» из коллагенов типа X, способствующие кальцини-

рованию ВКМ [83].

Отметим, что внутри различных зон хондроциты окружены периферичес-

ким 2-микрометровым слоем, структура которого отличается от основной

структуры матрицы [83], так как на периферии концентрируются коллагены

типа VI и декорин, образующие сетку из микроволокон. В ее состав могут вхо-

дить и располагающиеся на поверхности клетки молекулы протеогликана, об-

разующие перекрестные сшивки с другими компонентами ВКМ и тем самым

присоединяющие поверхность клеток к структуре матрицы.

9.3. Разномасштабная карта взаимодействий

в системе клетка–ВКМ

Помимо описанной выше поддержки структурной и функциональной работы

клеток и создаваемых из них биологических тканей, ВКМ также управляет не-

которыми регуляторными тканевыми механизмами. Иерархическая структура

внеклеточного матрикса содержит множество элементов, регулирующих

информационное управление, (рис. 9.3), где система взаимодействий представ-

лена в виде нескольких разномасштабных схем. Информация внутри схем пере-

дается так называемыми сигнальными градиентами состояния, что математи-

чески описывается дифференциальными уравнениями для концентраций

различных компонентов ВКМ. Градиенты распределения сигнальных молекул

воспринимаются поверхностными рецепторами клеток, которые инициируют

пространственно направленные реакции на возникающие воздействия. Такое

регулирование требует двухстороннего обмена информацией между клетками

и ВКМ, обеспечивающего локальные изменения микроокружения, которые

возникают в процессе динамического обмена информацией. Представленная на
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рис. 9.3 карта показывает различные варианты поведения системы, которые за-

висят от внешних воздействий и типов клеток, воспринимающих информацию.

9.3.1. Сигнальные градиенты

Для работы клетки как единого целого в системе управления должен существо-

вать какой-то механизм, подающий химические сигналы в необходимое время.

Эта достаточно сложная задача решается в ВКМ поступлением согласованных

в пространстве и во времени сигналов из разных источников. Для этого клетки

каждого вида создают собственную сеть из белков, «подобранных» таким обра-

зом, что их конформация позволяет решать структурные и информационные за-

дачи, связанные с определенным типом микроокружения ВКМ. Трехмерная

структура различных составляющих ВКМ позволяет регулировать множество

сигналов, возникающих в результате существования локальных градиентов

распределения биохимических составляющих или механических нагрузок.

Взаимодействие ВКМ и клетки может передавать в последнюю информацию

о состоянии микроокружения: химически это осуществляется растворимыми

и нерастворимыми эффекторами, а физически — посредством соответ-

ствующих структурных или механических внутриклеточных перестроек. Ме-

ханизмы установления градиентов сигнальных молекул во внеклеточном мат-

риксе связаны с депонированием его составляющих и поэтому могут быть

основаны на удалении молекул-эффекторов из клетки, а также с изменением
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Рис. 9.3. Многомерные изображения строения ВКМ, демонстрирующие реакции

клеток на различные внешние воздействия за счет изменения градиентов сигнальных

молекул. На отдельных плоскостях показаны градиенты распределения сигнальных

или связывающих молекул при соответствующих воздействиях (например, при рас-

тяжении или при протеолитическом расщеплении). Такие изображения можно

назвать картами поведения ВКМ. (Модифицированный рисунок из работы [7], пере-

печатывается с разрешения AAAS.)



концентрации веществ в локальном микроокружении. Авторегулирование

данных механизмов происходит за счет постепенного повышения уровней

управления, что позволяет непрерывно сохранять гомеостаз между реструкту-

рированием ВКМ и выделением сигнальных молекул при морфогенезе или

перестройке тканей.

Поведение клетки обычно определяется многими внешними причинами

(рис. 9.4), основными из которых являются растворимые вещества-факторы,

взаимодействия компонентов ВКМ, наличие различных напряжений в микро-

окружении и межклеточные взаимодействия [88]. Модуляция и представление

перечисленных факторов в локальном микроокружении ВКМ одинаково важ-

ны для управления внешними сигналами, однако в этой главе мы сосредото-

чимся на факторах, непосредственно связанных со структурами матрикса.

9.3.2. Растворимые вещества-факторы

Выделяемые клетками растворимые вещества-факторы (см. рис. 9.4) поступа-

ют внутрь ВКМ и тормозят каскады реакций, по которым обычно передаются

сигналы от общих рецепторов. Модуляция клеточной активности растворимы-

ми факторами достаточно сложна, поскольку здесь требуется не только нали-

чие самих факторов, но и определенное сочетание времени, концентраций и

соотношения концентраций. Молекулы, выделяемые клеткой, способны диф-

фундировать на довольно большие расстояния, что заметно снижает их концен-

трацию и действие [89]. Механизмы воздействия могут включать выделение

молекул в неактивной форме, например фактора трансформации роста

TFG-бета, который активизируется только на некоторых выделенных сайтах

[90], и могут определяться наличием некоторых кофакторов, например, гепа-

рансульфата, для активизации соответствующего рецептора [57] или локализа-

ции определенных эффекторов типа Ca
2+
для связывания компонентов матрик-

са [91]. При этом между составляющими ВКМ и растворимыми факторами

могут возникать прямые или косвенные связи. Так, реакции между гликозамин-

гликанами и протеогликанами приводят к динамическому росту концентрации

сигнальных молекул [88]. При описываемых взаимодействиях ВКМ и раство-

римых факторов часто возникает синергизм, вследствие этого адгезионная спо-

собность клеток может усиливаться в ходе автофосфорилирования рецепторов

EGF за счет присоединения некоторых лигандов [92]. В целом модуляция кле-

точной активности зависит от пространственного и временного распределения

множества растворимых молекул, факторов роста и т. п.

9.3.3. Факторы роста

Факторы роста— особые полипептиды, связанные с поверхностными рецепто-

рами клетки и «запускающие» прохождение сигналов по внутриклеточным

путям передачи информации [12]. Связь факторов роста со структурами ВКМ

создает механизмы, регулирующие как активность самих факторов роста, так
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и создание сигнальных градиентов, необходимых для синтеза клеточной мат-

рицы. Ее строение ограничивает или предотвращает диффузию, разрушающую

хранимую информацию, вследствие чего взаимодействия в системе ВКМ–фак-

тор роста позволяют «сохранять» в клетке огромное число готовых к работе ин-

формационных сигналов [93]. Кроме того, процессы связывания в данной сис-

теме предоставляют возможность передачи сигналов к клеткам ближайшего

окружения, что является важным аспектом при формировании сложных кле-

точных структур.

Не все образующиеся внутри матрицы факторы роста сразу проявляют ак-

тивность, некоторые из них остаются в пассивном состоянии. Иногда фактор

роста длительное время «скрыт» внутри матрицы и его действие проявляется

лишь при распаде ВКМ или движении клетки. Например, фактор роста васку-

лярного эндотелия выделяется и активизируется только в присутствии металло-

протеиназы ММР-9 [95]. Биологическая активность клетки также может подав-

ляться «гашением» противоположно направленных сигналов. Скажем, при

ангиогенезе роль антиангионезных факторов преобладает вплоть до момента

выделения протеиназ из ВКМ [96–100]. Кроме того, латентность факторов рос-

та иногда обусловлена слабой биологической активностью, в результате, на-

пример, фактор роста TGF-бета может выделяться большинством клеток толь-

ко в виде «скрытых» комплексов, и поэтому его действие долго не проявляется

в реакциях с соответствующими рецепторами, вплоть до активации, например,

протеолиза [101].

Активность факторов роста контролируется в основном двумя механизма-

ми — выделением из ВКМ и активацией. Выделение означает диссоциацию

факторов роста из сайтов связывания с матрицей, а активация представляет со-

бой диссоциацию факторов роста из бездействующих, так называемых дрем-

лющих белков, или индукцию при конформационнных превращениях, что дает

возможность факторам роста связываться с рецепторами [93]. Выделение био-

логически активных факторов роста из ВКМ может также происходить под

действием протеолитических ферментов. Например, локализованные на

поверхности клетки матриксные металлопротеиназы, ММР-9 и ММР-2, выде-

ляют и активизируют фактор роста TGF-бета за счет протеолитического рас-

щепления латентных форм [102], причем протеолитическое выделение и акти-

вация данных факторов приводят к быстрой передаче локальных сигналов.

Протеолитическая модуляция сигналов при этом происходит быстрее, чем

регулирование генной экспрессии [93].

9.3.4. Компоненты ВКМ

В качестве пространственных и временных «ориентиров» прохождения разно-

образных клеточных сигналов выступают компоненты ВКМ. Как было описано

выше, клетки вместе с микроокружением мигрируют внутри развивающейся

биологической ткани, и наличие ориентиров позволяет им необходимым обра-

зом организовывать свое поведение за счет экспрессии генов. Именно так
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создается обратная связь, позволяющая клеткам реагировать на изменения сре-

ды ВКМ, выделяя соответствующие компоненты внеклеточного матрикса

и/или протеазы. Сборка компонентов ВКМ зависит как от стадии развития кле-

ток, так и от тканевой специфичности, что требует очень точного взаимодей-

ствия клеток с поступающими из микроокружения сигналами. Для компонен-

тов ВКМ такие сигналы создаются молекулярной структурой за счет

многочисленных связывающих доменов, открыто возникающих на поверхнос-

ти белка или скрытых в топографии поверхности.

9.3.4.1. Связывающие домены

На ВКМ происходит экспрессия многих белков, создающих связывающие

центры или домены для взаимодействий клетки с поверхностными рецептора-

ми других клеток. Эти взаимодействия прямо или косвенно обеспечивают

важнейшие механизмы поведения клеток: адгезию, миграцию, пролифера-

цию, дифференциацию и апоптоз. Например, рецепторы на поверхности кле-

ток интегрина альфа5-бета1 могут непосредственно связываться с RGD-сай-

тами фибронектина [103], а тенасцин косвенно влияет на клеточную адгезию,

взаимодействуя с фибронектином [104]. При изучении различных клеточных

реакций была обнаружена пространственная близость связывающих доменов

и регулярность их расположения. Установлено, что миграция фибробластов

зависит от средней плотности поверхностных сайтов, а скорость движения

клеток определяется пространственным распределением RGD-сайтов и влия-

ет на адгезию [105]. Формирование клеточного отклика может происходить

и за счет совместной локализации связывающих сайтов, в результате проявля-

ется их синергетическое действие. Например, выяснилось, что синергетичес-

кий сайт Pro–His– Ser–Arg–Asn (PHSRN) в центральном домене адгезии кле-

ток фибронектина, не обладающий собственной биологической активностью,

может играть важную роль в адгезии клеток при участии поверхностного

рецептора интегрина — альфа5-бета1, если последний ассоциирован

с RGD-сайтом [106]. Заметим, что в нативной конформации фибронектина

расстояние между сайтами PHSRN и RGD составляет примерно 4 нм [107].

9.3.4.2. Замаскированные сайты

Эти сайты названы так потому, что многие связывающие домены часто скрыты

или замаскированы внутри структуры ВКМ из-за фолдинга белков, в результате

домены не могут попасть на белковую поверхность клетки (рис. 9.5) [31, 108,

109]. Активация этих сайтов происходит после структурной модификации моле-

кул ВКМпри конформационных превращениях или протеолиза. Конформацион-

ные изменения могут возникать из-за механических воздействий и/или свя-

зывания с другими молекулами ВКМ и рецепторами клеточных мембран,

а протеолитическое расщепление происходит при деградации ВКМ в результате

перестройки или аналогичных процессов. Например, вследствие конформацион-

ных превращений при аллостерическом связывании раскрываются некоторые

сайты, связывающие тенасцин [110], в результате изменяется способность
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фибронектина к адгезии клеток, что существенно меняет поведение всей систе-

мы. Аналогично, возникающие при протеолизе фрагменты неколлагеновых до-

менов NC1 от коллагенов базальных мембран типа IV, XV и XVIII могут затем

проявляться как регуляторы биологической активности, например, при ангиоге-

незе [111]. Пространственно-временные распределения замаскированных доме-

нов очень сильно зависят от состава компонентов молекул ВКМ и механических

напряжений, а также от сборки структуры ВКМ и ее внутреннего строения.

9.3.4.3. Химия приповерхностного слоя ВКМ

Компоненты ВКМмогут выступать в качестве подложки или субстрата для сиг-

нальных лигандов. Есть много маршрутов передачи химических сигналов, по

которым клетки получают информацию относительно состояния поверхнос-

тей, с которыми они вступают в контакт. Наличие таких маршрутов требует

сложной иерархии взаимодействия сигнальных молекул [69]. Чувствитель-
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Рис. 9.5.Механизмы выявления скрытых (замаскированных) сайтов:

а— белковая структура, «закодированная» в скрытом домене. Такие домены могут

проявляться в результате изменений конформации, связанных с механическим

воздействием (б); адсорбцией молекул на поверхности (в); взаимодействием с други-

ми белками (г), а также с протеолитическим расщеплением, которое либо открывает

домены (д), либо высвобождает их фрагменты, способные к передаче сигналов к ло-

кальному микроокружению (е). (Модифицированный рисунок из работы [7], перепе-

чатывается с разрешения AAAS)



ность ВКМ к микроокружению создается многими сигнальными лигандами,

находящимися в приповерхностном слое, а избирательность действия выделяе-

мых клеткой белков ВКМпроявляется за счет конформационных превращений,

меняющих химическое сродство к связыванию соответствующих рецепторов.

Например, в работе [112] обнаружили корреляцию между специфической спо-

собностью связывания интегрина адсорбированным фибронектином и хими-

ческим составом приповерхностного слоя. Специфичность проявляется в том,

что конформация фибронектина изменяется особым образом: смещается равно-

весие между одновременно протекающими процессами связывания различных

форм интегрина, в результате на поверхности преобладают соединения с кон-

цевыми группами OH и NH2 с избирательным сродством к связыванию опреде-

ленных интегринов типа альфа5-бета1. В то же время поверхностные концевые

группы СООН и СН3 могут одинаково успешно связывать интегрины двух ти-

пов: альфа5-бета1 и альфа5-бета3. Установлено, что поверхности с концевыми

группами OH и NH2 обеспечивают положительную обратную связь, т. е. усиле-

ние некоторых процессов, например экспрессию генов, специфическую к осте-

областам, ферментативную активность щелочной фосфатазы и минерализацию

матрицы. Таким образом, различия в способности поверхностей связывать ин-

тегрины позволяют клеткам эффективно модулировать экспрессию генов,

а также изменять собственную структуру и функциональные особенности.

9.3.4.4. Топография

Поведение клеток определяется не только молекулярным строением поверх-

ности, но и ее топографией. Зависимость свойств растущих клеток от топогра-

фии поверхности культивирования была давно отмечена в литературе и даже

получила название «топографическая реакция» [113]. В последние годы топо-

графические реакции были изучены в нанометрическом масштабе, т. е. при раз-

мерах подложки, характерных для особенностей нативных ВКМ. В рассматри-

ваемом нами контексте ВКМ фактически представляют собой трехмерные

структуры со сложной топографией поверхности, важные детали которой име-

ют характерные нанометрические особенности. К ним относятся связывающие

поры, волокна диаметром 10–300 нм и гребни на плоскости роста.

С топографией поверхности тесно связаны ориентация, адгезия и подвиж-

ность клеток, а также морфологические изменения в микро- и наноструктурах,

обусловленные активацией тирозин-киназ, цитоскелетной конденсацией и мо-

дуляцией экспрессии генов [113]. Поведение клеток при наличии топографи-

ческих особенностей зависит не только от размеров деталей поверхности, кото-

рые находятся в диапазоне от нанометров до микрометров, но и от изменений

размера структур и их симметрии [114]. Обычно во внеклеточном матриксе

есть множество упорядоченных структур, образованных, например, высоко-

упорядоченными ленточными формированиями с периодом повторяемости

67 нм, возникающими из параллельных волокон фибрилл коллагена [115]. В не-

которых случаях, скажем в ВКМ сухожилий, такие структуры представляют
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собой линейно ориентированные волокна коллагена [42]. Есть предположение,

что проявления топологии или симметрии клеток связаны с возникновением

межклеточных поверхностных сил, под воздействием которых составляющие

ВКМ начинают объединяться в наноструктуры [116]. Например, трехмерная

организация окружения ВКМ влияет на морфологию клеток и их адгезию, а

они, в свою очередь, воздействуют на экспрессию генов и изменяют экспрес-

сию интегринов, которые являются регуляторами выживания клеток [117, 118].

По-видимому, клетки с характерными наномасштабными особенностями могут

полностью проявить свой фенотип и естественное поведение в результате пол-

ной «развертки» связанной с ними нановолоконной матрицы.

Наномасштабность структур ВКМ подразумевает значительно большую об-

щую площадь его поверхности, чем в случае микроструктур. Специфическое,

обусловленное именно наноструктурой увеличение общей площади ВКМ при-

водит к усилению ее способности к связыванию и передаче сигнальных моле-

кул, а также к росту числа центров взаимодействия между матрицей и поверх-

ностными рецепторами клетки. Кроме того, увеличение площади и повышение

пористости поверхности усиливают процессы диффузии и активного транспор-

та компонентов.

Топографические особенности имеют важное биологическое значение, так

как компоненты ВКМ с особыми топографическими характеристиками, спо-

собны к управлению поведением клетки посредством системы внутриклеточ-

ных сигнальных маршрутов лиганд–рецептор–медиатор [31].

9.3.5. Механические напряжения в окружении матрикса

Расположенная внутри ВКМ клетка постоянно получает сигналы механического

сжимающего действия от соседних клеток, например при сжатии, контрактуре,

обусловленной актомизином, или от иных механических факторов — от воздей-

ствия сдвиговых напряжений, возникающих в системе кровообращения и др.

[119]. Такие механические сигналы на поверхности раздела клетка–ВКМ приво-

дят к двунаправленной трансдукции, определяющей экспрессию генов и белков

[120]. Процессы преобразования механических напряжений в биохимические

сигналы, участвующие в клеточном отклике, называются механотрансдукцией.

Именно механотрансдукция доминирует в широком диапазоне размеров нано-

структур—отмакромолекулярных домолекулярных [3, 121]. При этом передача

внешних нагрузок через клеточный объем по внутренним сигнальным маршру-

там требует высокой координации действий молекул, входящих в состав ВКМ,

поверхностных рецепторов клетки и ее цитоскелета. Преобразование механичес-

ких напряжений в дискретные сигналы основано на молекулярных свойствах

контактов клетка–ВКМ, обычно называемых адгезионными комплексами. При-

ложение внешних или внутренних сил к этим комплексам резко изменяет их

строение, так как составляющие комплексов возникают лишь при определенных

значениях физических нагрузок и разрушаются при релаксации, иными словами,

регулируемые адгезией сигнальные системы обладают триггерным эффектом,

где важную роль играют поверхностные клеточные рецепторы.
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9.3.6. Поверхностные рецепторы клетки

Элементы ВКМ «распознаются» разнообразными поверхностными рецеп-

торами, и прежде всего к ним относятся трансмембранные гликопротеины

[122, 123], протеогликаны [124] и гликолипиды. Рецепторы создают внутри

ВКМ множество структурных и информационных «подсказок», способствую-

щих дальнейшему протеканию процессов, а также обеспечивают прямое и кос-

венное управление разнообразными функциями клеток: адгезией, миграцией,

дифференцированием, пролиферацией, экспрессией генов и апоптозом. Наибо-

лее важными молекулами, располагающимися на поверхности клеток, являют-

ся интегрины трансмембранных рецепторов, играющие главную роль в управ-

лении системой клетка–ВКМ.

9.3.6.1. Интегрины

Интегрины — гетеродимерные трансмембранные молекулы, состоящие из аль-

фа- и бета-субъединиц, способных опознавать и связывать специфические лиган-

ды ВКМ [125]. Субъединицы обычно представлены несколькими изоформами и

крупными внеклеточными доменами, включающими в себя трансмембранные

сегменты и короткие внутриклеточные «хвосты». Специфичность субъединиц по

отношению к связыванию интегринов определяется комбинацией видов и изо-

форм, однако следует отметить, что один и тот же интегрин может взаимодей-

ствовать с несколькими типами лигандов и наоборот — многие лиганды распоз-

наются разными интегринами [126]. Предполагается, что интегрины, помимо

присоединения через посредника к определенным белкам ВКМ, выполняют не-

сколько сигнальных функций. К настоящему времени уже идентифицировано

более 24 интегриновых рецепторов, для которых описаны взаимодействия с ком-

понентами ВКМ или другими клетками [127].

9.3.6.2. Адгезия клеток и адгезионные комплексы

Связывание лигандов внеклеточными доменами интегрина приводит к конфор-

мационным изменениям рецепторов [128] и кластеризации самого интегрина,

что, в свою очередь, инициирует внутриклеточную передачу сигналов, управ-

ляющую образованием адгезионных комплексов. Процессы адгезии с участием

интегрина как посредника могут проявляться по-разному: возникновением фо-

кальных центров или комплексов и фибриллярной адгезией [129]. При этом ад-

гезионные комплексы, связанные с актиновым цитоскелетом внутри клетки, иг-

рают важную роль в управлении процессами выживания клеток [130]. Сборка

данных комплексов протекает в определенном порядке, что указывает на ее

иерархический характер и наличие некоего механизма обратной связи с клетка-

ми, при котором увеличение или уменьшение экспрессии белка на цитоскелете

приводит к пространственным перегруппировкам рецепторов и лигандов.

9.3.6.3. Передача сигналов интегринами

Интегрины способны выступать как триггеры или запускающие механизмы во

многих внутриклеточных каскадах сигнальных реакций, например активиза-
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ции GTP-аз семейства Rho и липидных киназ [129, 131, 132]. Реакции сигналь-

ной трансдукции очень сложны и пока недостаточно описаны, однако часто в

них регистрируют передачу потоков информации между ВКМ, цитоскелетом и

ядрами клеток [4]. В описанных системах интегрины также оказывают влияние

на жизненный цикл клеток, их выживание и экспрессию генов [122, 131, 133].

Например, выяснено, что рецепторы фибронектина — интегрины типа аль-

фа5-бета1 способны предотвращать гибель клеток при апоптозе, стимулируя

каскад реакций В-клеток лимфомы 2 и «включая» экспрессию анти-апоптозно-

го белка Bсl-2 [134].

Есть много сигнальных молекул для нативных сайтов адгезии, которые вовле-

каются в сигнальные каскады реакций для факторов роста и цитокинов, что пред-

полагает некоторое «перекрывание» путей реакций. Поэтому изучение взаимодей-

ствий между растворимыми молекулами-посредниками и интегринами очень

часто позволяет получать лишь обобщеннуюинформациюомикроокружении кле-

ток, их поведении и выживании, поскольку некоторые рецепторы «искажают»

влияние других. Например, известно, что активируемые интегрином EGF-рецеп-

торы способны усиливать сигналы интегрина, но в случае отсутствия лигандов у

EGF-рецепторов, те же интегрины могут индуцировать фосфорилирование тиро-

зина данных рецепторов, создавая «обратные» сигналы, приводящие к фосфори-

лированию Sch и активированию MAP-киназы [135]. Описываемые процессы ак-

тивации очень важны не только для создания «мембранных якорей» или точек

фиксации, но и для выживания клеток, так как они предотвращают апоптоз. Таким

образом, рецепторы адгезии и растворимых медиаторов должны рассматриваться

как элементы некоторой общей системы, где интегрины передают пространствен-

ные сигналы, создаваемые матрицей вместе с растворимыми медиаторами.

9.3.7. Управляемая активность клеток.

Реструктурирование ВКМ

Регулирование клеточного поведения матрикса — сложный процесс, протека-

ющий под действием противоположно направленных сигналов между ВКМ

и клетками. Посредством связанных с рецепторами растворимых сигнальных

молекул, внеклеточный матрикс способен посылать сигналы клеткам, находя-

щимся в состоянии миграции, пролиферации и дифференциации.

Реструктурирование ВКМ играет очень важную роль в развитии, гомеостазе

и репарации клеток. Процессы, связанные с реструктурированием, очень слож-

ны, поскольку в них участвует много ферментов и ингибиторов. При этом сама

ВКМ непрерывно изменяется под действием различных внутренних и внешних

стимулов и раздражителей. Постоянные изменения микроокружения матрицы

позволяют клеткам производить необходимые перемещения, пролиферацию

или дифференциацию. Хотя различные стимулы приводят к разнообразным

структурным и функциональным изменениям, некоторые ключевые механи-

ческие особенности — синтез и осаждение компонентов ВКМ и протеолиз —
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остаются общими для всех процессов реструктурирования тканей [136]. В них

обычно участвуют различные протеазы, в основном из семейства матриксных

металлопротеиназ (МПМ).

В механизмы активации и работы функциональных доменов вовлечены сек-

ретированные или полученные путем трансмембранного переноса зимогены

или проферменты, представляющие собой ферменты деградации ВКМ [137].

Зимогены принято разделять на группы: коллагеназы, желатиназы, стромели-

зины и матрилизины, однако такое деление в некоторой степени перекрывается

со специфичностью МПМ. Активность зимогенов зависит от транскрипции

и активации проферментов или подавления ферментативной активности инги-

биторами [138]. Активация в основном происходит внутри клеток [139] с учас-

тием многих факторов роста и цитокинов, а также физических взаимодействий

с самой клеткой, что может усиливать или подавлять транскрипцию генов ме-

таллопротеиназы [140]. Например, одним из механизмов регулирования актив-

ности МПМ является их локализация на поверхности клетки, так как предпола-

гают, что ассоциация МПМ с поверхностью — необходимое условие их

оптимального функционирования. В работе [141] было показано, что МПМ,

сосредоточенные на поверхности, утрачивают протеолитическую активность

при экспрессии в форме секретов клетки. В сущности, такое поведение создает

для клетки некоторые дополнительные механизмы защиты от деградации.

Воздействие МПМ на поведение клеток связано с регулированием клеточ-

ной адгезии, которая протекает по нескольким механизмам. К ним относятся

изменение структуры ВКМ, выделение и активация растворимых сигнальных

молекул и (или) активация (дезактивация) поверхностных рецепторов клетки.

Например, происходящая при реструктурировании протеолитическая деграда-

ция одновременно способствует внутриклеточной инвазии, так как при этом

разрушаются структурные барьеры ВКМ. Протеолитическая активность также

может влиять на способность клеток к перемещению, поскольку реструктури-

рование матрикса приводит к динамической экспозиции скрытых сайтов, ранее

не распознаваемых клеточными рецепторами. В работе [142] обнаружено, что

расщепление ламитина-5 под воздействием МПМ-2 приводит к выявлению за-

маскированных фрагментов в виде сайтов, связанных с интегрином. Также

выяснилось, что разрыв ВКМ под воздействием МПМ может индуцировать

апоптоз в так называемых заякоренных (т. е. связанных с поверхностью культи-

вирования) клетках, что важно при физиологической гибели тканей [143].

Происходящие при реструктурировании события могут даже потенциально

регулировать фенотип клетки, причем не прямым влиянием на взаимодействия

в системе клетка–ВКМ, а изменением доступности факторов роста. Протеазы

способны регулировать дифференциацию клеток, воздействуя на мобильность

и (или) активность факторов роста, в результате, например, связывание

TGF-бета с декорином позволяет последнему выступать в качестве «резервуа-

ра» факторов роста. В ходе деградации под влиянием различных МПМ соеди-

нения TGF-бета проявляют присущие им биологические функции: вызывают

дифференциацию клеток или подавляют экспрессиюМПМи т.п.[144]. Для про-
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текания данных процессов необходима обратная связь, поэтому реакции с учас-

тием МПМ и выделением TGF-бета должны одновременно ограничивать даль-

нейшую экспрессию МПМ и, следовательно, выделение TGF-бета [138].

9.4. Заключение

Результаты последних достижений в исследовании структур ВКМи взаимодей-

ствий в системе клетка–ВКМ позволяют оценить разнообразие и важность

свойств ВКМ в процессах развития и физиологического функционирования

клеток. Особое значение имеет способность ВКМ быть источником сигналь-

ных «реплик», обеспечивающих реакции клеток на экспресию генов и межкле-

точную адгезию.

Основное достижение в области исследования ВКМ— выявление, определе-

ние и классификация большого числа компонентов, структурных составляющих

и связывающих доменов. Установлено, что многие компоненты участвуют в от-

клике клеток на давление эволюционного процесса, позволяя организмам функ-

ционировать в сложных условиях. Особую ценность представляет не только

идентификация составляющихВКМ, но и определение и описание входящих в ее

состав белковых доменов, каждый из которых, по-видимому, способен быть по-

средником во взаимодействиях с клетками или другими макромолекулами.

Несмотря на достигнутые успехи, наука еще очень далека от полного пони-

мания многих динамических механизмов, в соответствии с которыми клетка

вырабатывает информацию, необходимую для отклика на изменения локально-

го микроокружения. Описание данных механизмов осложняется присутствием

большого числа скрытых особенностей структуры, разнообразием типов по-

верхностных клеточных рецепторов и недостаточно изученными путями про-

хождения внутриклеточных сигналов. В приведенных публикациях большое

внимание уделялось изучению интегринсодержащих рецепторов на поверх-

ности клеток и их взаимодействиям. Отметим, что роль рецепторов других

типов остается невыясненной.

Исследование биологических свойств ВКМ имеет важное значение для тка-

невой инженерии и создания биомедицинских наноструктур. Изучение разно-

образных взаимодействий в системе клетка–матрица на макро- и наноуровнях

позволит в будущем создавать наноструктурные биокомпозиты, а также регу-

лировать прохождение внутриклеточных сигналов. Задача исследователей сос-

тоит в достижении уровня сложности системы, требуемого для нормального

функционирования ВКМ в природных тканях. Ее можно решать только объеди-

нением усилий биологии и нанотехнологий, изучением методов молекулярной

самосборки, применением рекомбинантных ДНК и т. п. Тогда будут созданы

материалы, которые достигнут или даже превзойдут природные биологические

ткани по способности к трехмерной передаче молекулярной и структурной

информации.
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10.1. Введение

Исследование законов и механизмов взаимодействия на поверхности раздела

клетка–биоматериал очень важно для развития тканевой инженерии и других

биомедицинских направлений. К настоящему времени уже установлено, что

клетки способны «воспринимать» топографические особенности поверхностей

культивирования, следовательно, взаимодействия с подложкой должны обяза-

тельно учитываться при проведении экспериментов [1]. Такие исследования

помогают предсказывать поведение клеток in vivo и объясняют многие явления

при протекании важных биологических процессов — эмбриогенеза, ангиогене-

за, образования метастаз и т. п.

Понимание природы данных явлений может оказаться полезным при созда-

нии биологических структур и поверхностей различной топологии с целью

создания имплантатов, применение которых неизбежно вызывает соответству-

ющий клеточный ответ, например отторжение. Кроме того, изучение взаимоде-

йствий клеток с топографическими поверхностями имеют самостоятельную

ценность в смежных областях медицины при производстве фармакологических

препаратов, токсикологическом скрининге веществ или проектировании обо-

лочек протезов, работающих внутри организма и др. [2–4].

Внеклеточные матриксы (ВКМ), как правило, построены из белков, резерву-

аров для факторов роста, а также большого числа специальных агентов, необхо-

димых для работы клетки. Уже установлено, что многие процессы (адгезия,

пролиферация, движение, дифференциация), да и клеточные свойства вообще

сильно зависят от особенностей ВКМ, внутри которых расположены клетки

[5–9]. В состав ВКМ входят коллагены с иерархическим внутренним строени-

ем, ламинин и некоторые другие волокна, протеогликаны, которые совместно

с волокнами образуют наноструктуру с очень сложной топографией.

Базальные мембраны представляют собой уникальный тип внеклеточных

мембран, участвующих в клеточной адгезии и обеспечивающих взаимодей-

ствие клеток с микроокружением. Образец нанотопографического строения и

особенностей базальной мембраны in vivo представлен на рис. 10.1, в. Толщина
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показанных на рисунке базальных мембран — основного и объединяющего

компонента внеклеточных матриксов составляет около 20 нм. В организме ба-

зальные мембраны (БМ) отделяют специализированные ткани (эпителий, эндо-

телий, мышечные волокна и клетки нервной системы) от соединительных; по-

верхности БМ обычно состоят из переплетенных наноразмерных волокон,

гребней и пор (рис. 10.1, а–в). Наглядным примером служит представленный на

рис. 10.1, а участок мембраны клетки сердечной мышцы макаки-резуса [10, 11],

где отчетливо выделяются топографические особенности тканевой структуры.

Толщина базальных мембран составляет 178 ± 57 нм, расстояния между порами

на поверхности БМ — 127±57 нм, а диаметры волокон и самих пор —

52 ± 28 нм и 82 ± 49 нм соответственно [10, 11]. Данные особенности строения
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Рис. 10.1.Полученные на сканирующем электронном микроскопе (СЭМ) микрофо-

тографии строения базальных мембран различных тканей: а – базальная мембрана

роговицы макаки-резуса, поверхность которой содержит наноразмерные гребни,

поры и волокна. СЭМ-изображения базальных мембран тканей мыши (б) и кожи че-

ловека (в) показывают наличие на их поверхности плотной сетки из коллагенов, со-

держащей наноразмерные волокна и пористые структуры. На снимке (в) звездочкой

выделена точка прикрепления фибробласта к коллагеновой сетке. Микрофотографии

объясняют роль реальных особенностей топографии поверхности, возникающих в

микрометрическом масштабе клеток in vivo. Снимки (а) и (б, в) перепечатываются с

разрешения авторов из работ [11] и [12] соответственно



мембран очень близки к таковым в тканях других типов, что легко прослежива-

ется на микрофотографиях. На снимках (б) и (в), полученных с использованием

сканирующего электронного микроскопа (СЭМ), показаны базальные мембра-

ны тканей человека [12, 13] и плотные пучки волокон коллагена, характерные

для БМ и кожного покрова тканей мыши, причем коллагеновая сетка клеток

кожи (рис. 10.1, в) обладает небольшой плотностью. На снимке можно разли-

чить закрепление фибробластов на наноразмерных волокнах коллагена.

Сложная трехмерная топография поверхности ВКМ обеспечивает не только

химические и стимулирующие реакции, но и биофизические функции клеток,

присоединенных к поверхности. Микрофотографии позволяют рассмотреть

компоненты ВКМ и их топографические особенности, но, к сожалению, непри-

годны для объяснения и предсказания взаимодействий в системе клетка–ВКМ.

Пока достаточно подробно описаны лишь механизмы работы интегринсодер-

жащих рецепторов, присоединенных к клеточным мембранам последователь-

ностямиRGD (аргинин—глицин—участок аспарагиновой кислоты) [14–17].

В ходе взаимодействия с поверхностью роста культивируемые клетки сек-

ретируют белки, из которых построены ВКМ, затем данные белки выступают в

качестве трансдукторов при передаче физических и химических межклеточных

сигналов. Трансдукция происходит с участием цитозольных мембран при по-

мощи фокальных контактов [18–20].

Необходимые взаимодействия в системе клетка–ВКМ–подложка «распре-

деляются» по клеточным структурам за счет межклеточных связей, причем

именно взаимодействия в системе клетка–подложка особенно важны для интег-

рации и усиления внеклеточных сигналов [21, 22]. Показано, что изменения

свойств поверхности (химического состава, энергии, шероховатости и топогра-

фического строения) могут существенно менять характер связей на поверхнос-

ти раздела клетка–подложка [23]. Следует также учитывать, что в природных

тканях производимые клетками сигналы определяются сложными химически-

ми и топографическими особенностями локального окружения в отличие от

стандартных условий синтетических поверхностей. Различия в топографии по-

верхности используемых подложек могут иметь самые разные масштабы (от

макроскопических до нанометрических), и все они как-то отражаются на форме

и особенностях клеток, растущих на данных подложках. Так, наглядные приме-

ры разномасштабного воздействия особенностей топографии структуры приво-

дятся в работе [24], где макротопографические характеристики поверхности

влияют на форму клеток костей и связок, микротопографические — на форму

клеток других видов, а нанотопографические — на фолдинг белков и связы-

вание коллагена.

В ранних работах [25–32] показано, что топография поверхности и наличие

соответствующих биохимических раздражителей могут существенно изменять

поведение клеток при их развитии (адгезию, ориентацию, активирование и миг-

рацию). Установлено также, что биохимические раздражители влияют не толь-

ко на поведение клеток (адгезию, последующие изменения формы, рост и апоп-

тоз), но даже на экспрессию некоторых генов [28, 29, 33–35]. Например,
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вытянутые в ряд фибробласты на топографической поверхности с микроскопи-

ческими канавками способны выделять больше адгезионного белка, фибронек-

тина, чем аналогичные клетки, расположенные без всякого вытягивания на

плоских контрольных подложках [35, 36, 38].

То, что нанотопографические особенности строения ВКМ способны су-

щественно изменять поведение клеток, побудило исследователей к поиску осо-

бо предпочтительных наноразмерных характеристик, необходимых при проек-

тировании новых искусственных тканей и биомедицинских имплантатов.

В литературе есть сведения о воздействии нанотопографии поверхности на

определенные морфологические изменения [25, 30], адгезию [26], подвижность

[34], пролиферацию [36], эндоцитологическую активность [37] и регулирова-

ние генов [35] при выращивании клеток различных типов. В частности, было

изучено поведение фибробластов [36–38], остеобластов [39], остеокластов [40],

эндотелия [41], гладких мышц [42], эпителия [43– 44] и эпитенона [45]. Назрела

необходимость тщательного изучения тонкостей взаимодействия поверхнос-

тей с особенностями клеток-прекурсоров при дифференциации. Проблемы

взаимодействий на границе клетка — нанотопографическая поверхность

представляют интерес не только для фундаментальной науки, но и для многих

прикладных биомедицинских задач.

10.2. Поведение клеток на различных

нанотопографических поверхностях

Большинство экспериментов сейчас проводятся с использованием плоских по-

верхностей по общепринятой методике выращивания культур тканей на поли-

стироле. С использованием данной технологии можно изучать взаимодействия

между клетками и субстратом, однако из-за гладкости подложек она не позво-

ляет проводить исследование сложной топографии ВКМ или ее наноособен-

ностей. В более ранних опытах было выявлено наличие воздействия микро-

и наномасштабных характеристик поверхностей на жизнедеятельность клеток,

включая морфологию, адгезию, подвижность, пролиферацию и регулирование

генов [25–35]. В некоторых работах показана возможность создания на подлож-

ках различных топографических особенностей (пор, гребней, волокон, узлов

и т. д.) [1, 46–54].

Развитие нанотехнологии привело к разработке новых методик создания

поверхностных наноструктур с разнообразным строением (от тонких пленок до

генетических конструкций), которые уже применяются для создания биологи-

ческих молекул. Все существующие методики разделены на две основные груп-

пы, с устоявшимимся названиями — «сверху–вниз» и «снизу–вверх».

Подход «сверху–вниз» включает ряд литографических методик (мягкую

фото-, коллоидную и электронно-лучевую литографию), электрическое формо-

вание волокон, расслоение полимеров и разделение фаз, напыление, химическое

травление и т. п. Подход «снизу–вверх» объединяет самые разные подходы: суп-

рамолекулярную сборку, соединение молекул (в виде ансамблей или мономоле-
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кулярных слоев) и управляемую самосборку. Образующиеся при этом нано-

структуры позволяют получать разнообразные поверхности, топография

которых может меняться от почти упорядоченной до хаотической. Как уже отме-

чалось, топография поверхности сама начинает влиять на свойства и функции

выращиваемых клеток. При этом некоторые из существующих способов обра-

ботки (фотолитография и электронно-лучевая литография) позволяют получать

высокоупорядоченные нанотопографические структуры. В последнее время рас-

пространен метод электрического формования волокон, позволяющий создавать

сложные поверхностные структуры [54]. С другой стороны, есть ряд методик

(полимерное расслоение, коллоидная литография, самосборка и т. п.), формиру-

ющие подложки с почти хаотической топографией (под хаотичностью подразу-

мевается отсутствие организации, правильной геометрии и возможности вос-

произведения). На практике такая топография обычно создается случайно

в процессе формирования или обработки, и следует отметить, что появление по-

верхностей хаотического строения обычно связано с применением простых

и дешевых методик. Наоборот, формирование поверхностей с более сложной

упорядоченной нанотопографией почти всегда требует сложного и дорогого обо-

рудования, технического контроля и т. п. Особенности и характеристики наибо-

лее популярных методик получения нанотопографических поверхностей приво-

дятся в табл. 10.1, где указаны преимущества и недостатки конкретных

технологий, а также изменения поведения клеток при культивировании.

10.2.1. Поверхности, полученные методом

электронно-лучевой литографии

В настоящее время электронно-лучевая литография — одна из наиболее при-

влекательных и перспективных методик формирования поверхностей с задан-

ными геометрическими особенностями. Данный метод можно сочетать с ком-

пьютерным (автоматическим) управлением, что позволяет получать подложки

с высокой геометрической точностью без использования масок или фотошаб-

лонов. Суть метода заключается в следующем: для создания поверхности с за-

данными топографическими особенностями на исходный образец наносится

слой так называемых положительных или отрицательных фоторезистов — по-

крытий, способных реагировать на воздействие пучка высокоэнергетических

электронов. При облучении положительные резисты разлагаются на низкомо-

лекулярные фрагменты, а в отрицательных резистах формируются сетки из не-

растворимых сшитых полимеров. Затем резисты обрабатываются в проявляю-

щих средах, в результате образуются поверхности с заранее заданными

топографическими особенностями. Точность обработки определяется сечени-

ем пучка, но при использовании отрицательных резистов разрешение ограни-

чивается возможным набуханием проявителя. Из недостатков метода стоит от-

метить высокую стоимость и большие временные затраты. Современная

электронно-лучевая литография позволяет получать поверхности с разнообраз-

ными нанотопографическими особенностями (канавки квадратного сечения,

гребни и стержни), которые затем могут использоваться для изучения поведе-
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о
р
м
и
р
у
е
м
ы
е

т
о
п
о
г
р
а
ф
и
ч
е
с
к
и
е

о
с
о
б
е
н
н
о
с
т
и

Д
о
с
т
о
и
н
с
т
в
а

Н
е
д
о
с
т
а
т
к
и

И
з
у
ч
е
н
н
ы
е
т
и
п
ы

к
л
е
т
о
к

Н
а
б
л
ю
д
а
е
м
ы
е
и
з
м
е
-

н
е
н
и
я
в
п
о
в
е
д
е
н
и
и

к
л
е
т
о
к

У
п
о
р
я
д
о
ч
е
н
н
ы
е
н
а
н
о
т
о
п
о
г
р
а
ф
и
ч
е
с
к
и
е
п
о
в
е
р
х
н
о
с
т
и

Э
л
е
к
т
р
о
н
н
о
-л
у
ч
е
в
а
я

л
и
т
о
г
р
а
ф
и
я
[5
2
,
5
5
–
6
2
]

К
в
а
д
р
а
т
н
ы
е

к
а
н
а
в
к
и

и

н
а
н
о
к
о
л
о
н
к
и
с
р
а
з
м
е
р
а
-

м
и
о
т
1
4
н
м
д
о
н
е
с
к
о
л
ь
-

к
и
х
м
и
к
р
о
м
е
т
р
о
в

И
с
п
о
л
ь
з
о
в
а
н
и
е

к
о
м
-

п
ь
ю
т
е
р
о
в

п
о
з
в
о
л
я
е
т

с
о
з
д
а
в
а
т
ь
т
о
ч
н
ы
е
г
е
о
-

м
е
т
р
и
ч
е
с
к
и
е
ф
и
г
у
р
ы
и

р
и
с
у
н
к
и
б
е
з
п
р
и
м
е
н
е
-

н
и
я
ф
а
с
о
к

М
е
т
о
д
т
р
е
б
у
е
т
д
о
р
о
-

г
о
г
о
о
б
о
р
у
д
о
в
а
н
и
я
и

н
и
з
к
о
п
р
о
и
з
в
о
д
и
т
е
е
н
.

Н
и
з
к
о
е

р
а
з
р
е
ш
е
н
и
е
.

Т
р
у
д
н
о
с
о
з
д
а
в
а
т
ь
о
с
о
-

б
е
н
н
о
с
т
и
н
а
б
о
л
ь
ш
и
х

у
ч
а
с
т
к
а
х
п
о
в
е
р
х
н
о
с
т
и

Ф
и
б
р
о
б
л
а
с
т
ы

д
е
с
н
ы
,

э
м
б
р
и
о
н
а
л
ь
н
ы
е
к
л
е
т
-

к
и

с
п
и
н
н
о
г
о

м
о
з
г
а

X
e
n
o
p
u
s
,
к
л
е
т
к
и
н
е
й
-

р
о
н
о
в
г
и
п
о
к
а
м
п
а
к
р
ы
-

с
ы
,

э
п
и
т
е
л
и
а
л
ь
н
ы
е

к
л
е
т
к
и
р
о
г
о
в
и
ц
ы
,
к
е
-

р
а
т
о
ц
и
т
ы

У
с
и
л
е
н
и
е
в
ы
с
т
р
а
и
в
а
-

н
и
я
,
м
и
г
р
а
ц
и
и
и
о
р
и
-

е
н
т
а
ц
и
и

Ф
о
т
о
л
и
т
о
г
р
а
ф
и
я
(а
)
в

с
о
ч
е
т
а
н
и
и

с
т
р
а
в
л
е
-

н
и
е
м
(б
)
[6
3
–
6
9
]

а
)
К
а
н
а
в
к
и
с
к
в
а
д
р
а
т
н
ы
м

и
V
-о
б
р
а
з
н
ы
м
с
е
ч
е
н
и
е
м
,

г
р
е
б
н
и
,
к
р
у
г
л
ы
е
у
т
о
л
щ
е
-

н
и
я
.
Р
а
з
м
е
р
ы
о
т
3
0
н
м
д
о

н
е
с
к
о
л
ь
к
и
х

м
и
к
-

р
о
м
е
т
р
о
в
,
н
о
ч
а
щ
е
с
о
з
д
а
-

ю
т
с
я
м
и
к
р
о
н
н
ы
е
н
е
о
д
н
о
-

р
о
д
н
о
с
т
и
.

б
)
Р
а
з
м
е
р
ы
о
с
о
б
е
н
н
о
с
т
е
й

з
а
в
и
с
я
т
о
т
в
р
е
м
е
н
и
т
р
а
в
-

л
е
н
и
я

и
и
с
п
о
л
ь
з
у
е
м
о
г
о

а
г
е
н
т
а
т
р
а
в
л
е
н
и
я

а
)

П
о
з
в
о
л
я
е
т

с
о
з
д
а
-

в
а
т
ь
т
о
ч
н
ы
е
г
е
о
м
е
т
р
и
-

ч
е
с
к
и
е
ф
и
г
у
р
ы

и
р
и
-

с
у
н
к
и
.

б
)
Б
ы
с
т
р
ы
й
,
п
р
о
с
т
о
й
и

д
е
ш
е
в
ы
й
м
е
т
о
д

а
)
Д
о
р
о
г
о
е
и
с
л
о
ж
н
о
е

о
б
о
р
у
д
о
в
а
н
и
е
.

б
)
Т
р
у
д
н
о

с
о
з
д
а
в
а
т
ь

с
л
о
ж
н
ы
е

г
е
о
м
е
т
р
и
-

ч
е
с
к
и
е
о
с
о
б
е
н
н
о
с
т
и

Д
е
р
м
а
л
ь
н
ы
е

ф
и
б
р
о
-

б
л
а
с
т
ы
к
р
ы
с
ы
,
м
а
к
р
о
-

ф
а
г
и

P
3
8
8
D
,
к
л
е
т
к
и

B
H
K
и
M
D
C
K
,
ц
е
р
е
б
-

р
а
л
ь
н
ы
е
н
е
й
р
о
н
ы

к
у
-

р
и
н
ы
х

з
а
р
о
д
ы
ш
е
й
,

г
р
и
б
ы

U
r
o
m
y
c
e
s
a
p
-

p
e
n
d
i
c
u
l
a
t
u
s
,

м
а
к
р
о
-

ф
а
г
и
м
ы
ш
е
й
,
а
с
т
р
о
ц
и
-

т
ы
к
р
ы
с

П
о
в
ы
ш
е
н
и
е
о
р
и
е
н
т
а
-

ц
и
и
,
у
с
к
о
р
е
н
и
е

р
а
с
-

п
р
о
с
т
р
а
н
е
н
и
я
,
м
и
г
р
а
-

ц
и
я

в
с
т
р
у
к
т
у
р
ы
,

в
ы
с
т
р
а
и
в
а
н
и
е

в
л
и
-

н
и
ю
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й

и
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с
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и
н
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о
-

т
ы
с
и
х
о
п
и
с
а
н
и
е
м

Ф
о
р
м
и
р
у
е
м
ы
е

т
о
п
о
г
р
а
ф
и
ч
е
с
к
и
е

о
с
о
б
е
н
н
о
с
т
и

Д
о
с
т
о
и
н
с
т
в
а

Н
е
д
о
с
т
а
т
к
и

И
з
у
ч
е
н
н
ы
е
т
и
п
ы

к
л
е
т
о
к

Н
а
б
л
ю
д
а
е
м
ы
е
и
з
м
е
-

н
е
н
и
я
в
п
о
в
е
д
е
н
и
и

к
л
е
т
о
к

Э
л
е
к
т
р
о
ф
о
р
м
о
в
а
н
и
е

(
о
р
и
е
н
т
и
р
о
в
а
н
и
е
н
а
-

н
о
в
о
л
о
к
о
н
)
[
7
0
–
7
7
]

Н
а

п
о
в
е
р
х
н
о
с
т
ь

н
а
н
о
-

с
я
т
с
я

о
р
и
е
н
т
и
р
о
в
а
н
н
ы
е

в
о
л
о
к
н
а
д
и
а
м
е
т
р
о
м

н
е
-

с
к
о
л
ь
к
о

н
а
н
о
м
е
т
р
о
в
,

т
о
л
щ
и
н
а
к
о
т
о
р
ы
х
м
о
ж
е
т

б
ы
т
ь
у
в
е
л
и
ч
е
н
а
д
о

н
е
-

с
к
о
л
ь
к
и
х
м
и
к
р
о
м
е
т
р
о
в

П
р
о
с
т
о
т
а
,
у
д
о
б
с
т
в
о
и

ш
и
р
о
к
и
й

в
ы
б
о
р

и
с
-

п
о
л
ь
з
у
е
м
ы
х

м
а
т
е
р
и
а
-

л
о
в
.
В
о
з
м
о
ж
н
о
с
т
ь
р
а
-

б
о
т
ы
с
б
и
о
а
к
т
и
в
н
ы
м
и

м
о
л
е
к
у
л
а
м
и

М
е
т
о
д
п
о
з
в
о
л
я
е
т
с
о
з
-

д
а
в
а
т
ь
т
о
л
ь
к
о
«
н
е
т
к
а
-

н
ы
е
»
с
т
р
у
к
т
у
р
ы

Э
н
д
о
т
е
л
и
а
л
ь
н
ы
е

к
л
е
т
к
и
,

с
т
в
о
л
о
в
ы
е

к
л
е
т
к
и
,
ф
и
б
р
о
б
л
а
с
т
ы

с
в
я
з
о
к
,
к
л
е
т
к
и

г
л
а
д
-

к
и
х
м
ы
ш
ц
,
х
о
н
д
р
о
ц
и
-

т
ы

(
H
T
B
-
9
4
)
,
о
с
т
е
о
-

б
л
а
с
т
ы
(
M
G
-
6
3
)

У
с
и
л
е
н
и
е

р
а
с
п
р
о
с
т
-

р
а
н
е
н
и
я
,

в
ы
с
т
р
а
и
в
а
-

н
и
я
,
м
и
г
р
а
ц
и
и
,
э
к
с
-

п
р
е
с
с
и
и

ф
е
н
о
т
и
п
а
и

п
р
о
л
и
ф
е
р
а
ц
и
и

Н
а
н
о
п
е
ч
а
т
ь
[
7
8
–
8
0
]

Ш
и
р
о
к
и
й

д
и
а
п
а
з
о
н

с
т
р
у
к
т
у
р
(
к
о
л
о
н
к
и
,
к
а
-

н
а
в
к
и
,
г
р
е
б
н
и
)
с
н
а
н
о
-

м
е
т
р
и
ч
е
с
к
и
м
и

р
а
з
м
е
-

р
а
м
и

В
о
з
м
о
ж
н
о
с
т
ь
п
о
л
у
ч
е
-

н
и
я

м
н
о
г
о
с
л
о
й
н
ы
х

т
р
е
х
м
е
р
н
ы
х

с
т
р
у
к
т
у
р

п
р
и

м
е
н
ь
ш
и
х

д
е
н
е
ж
-

н
ы
х
з
а
т
р
а
т
а
х
,
ч
е
м
п
р
и

и
с
п
о
л
ь
з
о
в
а
н
и
и

э
л
е
к
-

т
р
о
н
н
о
-
л
у
ч
е
в
о
й
л
и
т
о
-

г
р
а
ф
и
и

Д
о
р
о
г
о
е

о
б
о
р
у
д
о
в
а
-

н
и
е
,
д
л
и
т
е
л
ь
н
ы
й
п
р
о
-

ц
е
с
с
о
б
р
а
б
о
т
к
и

О
с
т
е
о
б
л
а
с
т
ы
,
к
л
е
т
к
и

г
л
а
д
к
и
х
м
ы
ш
ц

У
с
и
л
е
н
и
е

р
а
с
п
р
о
с
т
-

р
а
н
е
н
и
я
,

в
ы
с
т
р
а
и
в
а
-

н
и
я
,
м
и
г
р
а
ц
и
и
,
д
и
ф
-

ф
е
р
е
н
ц
и
а
ц
и
и

и
э
к
с
-

п
р
е
с
с
и
и
ф
е
н
о
т
и
п
а

П
р
о
д
о
л
ж
е
н
и
е
т
а
б
л
.
1
0
.
1
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и
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а
н
и
е
м

Ф
о
р
м
и
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у
е
м
ы
е

т
о
п
о
г
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ф
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ч
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к
и
е

о
с
о
б
е
н
н
о
с
т
и

Д
о
с
т
о
и
н
с
т
в
а

Н
е
д
о
с
т
а
т
к
и

И
з
у
ч
е
н
н
ы
е
т
и
п
ы

к
л
е
т
о
к

Н
а
б
л
ю
д
а
е
м
ы
е
и
з
м
е
-

н
е
н
и
я
в
п
о
в
е
д
е
н
и
и

к
л
е
т
о
к

Н
е
у
п
о
р
я
д
о
ч
е
н
н
ы
е
н
а
н
о
т
о
п
о
г
р
а
ф
и
ч
е
с
к
и
е
п
о
в
е
р
х
н
о
с
т
и

С
а
м
о
с
б
о
р
к
а
[
8
1
–
9
5
]

В
о
л
о
к
н
а
л
ю
б
ы
х

р
а
з
м
е
-

р
о
в
и
з
и
с
х
о
д
н
о
г
о
м
а
т
е
-

р
и
а
л
а

П
р
о
с
т
о
й

и
у
д
о
б
н
ы
й

п
р
о
ц
е
с
с
,
н
е

т
р
е
б
у
ю
-

щ
и
й

с
л
о
ж
н
ы
х

т
е
х
н
о
-

л
о
г
и
й
.

В
о
з
м
о
ж
н
о
с
т
ь

п
о
л
у
ч
е
н
и
я

с
л
о
ж
н
ы
х

ф
у
н
к
ц
и
о
н
а
л
ь
н
ы
х

с
т
р
у
к
т
у
р
,
н
е
и
м
е
ю
щ
и
х

д
е
ф
е
к
т
о
в
и
с
п
о
с
о
б
н
ы
х

к
в
о
с
с
т
а
н
о
в
л
е
н
и
ю

п
о
-

в
р
е
ж
д
е
н
и
й

Н
е
в
о
з
м
о
ж
е
н

п
р
я
м
о
й

к
о
н
т
р
о
л
ь
н
а
д
п
р
о
ц
е
с
-

с
о
м
;
в
о
т
л
и
ч
и
е
о
т
л
и
-

т
о
г
р
а
ф
и
и
т
р
у
д
н
о
п
о
-

л
у
ч
а
т
ь

о
с
о
б
е
н
н
о
с
т
и

с
л
о
ж
н
о
й
ф
о
р
м
ы

К
л
е
т
к
и

М
С
Т
3
Т
3
-
Е
1
,

н
е
й
р
а
л
ь
н
ы
е
,
м
о
ч
е
в
о
-

г
о

п
у
з
ы
р
я
,

г
л
а
д
к
и
х

м
ы
ш
ц
,

э
н
д
о
т
е
л
и
я
,

а
о
р
т
ы

и
н
е
в
р
а
л
ь
н
ы
е

к
л
е
т
к
и
-
п
р
е
д
ш
е
с
т
в
е
н
-

н
и
к
и
.
П
р
о
в
е
д
е
н
ы

и
с
-

с
л
е
д
о
в
а
н
и
я
i
n
v
i
v
o
н
а

с
и
р
и
й
с
к
и
х

х
о
м
я
ч
к
а
х

(S
y
r
i
a
n
h
a
m
s
t
e
r
)

У
с
и
л
е
н
и
е

а
д
г
е
з
и
и
,

п
р
о
л
и
ф
е
р
а
ц
и
и
,
д
и
ф
-

ф
е
р
е
н
ц
и
а
ц
и
и

и
э
к
с
-

п
р
е
с
с
и
и
ф
е
н
о
т
и
п
а

Р
а
з
д
е
л
е
н
и
е
ф
а
з
[
8
1
,

9
6
–
9
9
]

Ш
и
р
о
к
и
й
в
ы
б
о
р
п
о
л
у
ч
а
-

е
м
ы
х

о
с
о
б
е
н
н
о
с
т
е
й

п
о

р
а
з
м
е
р
а
м

и
г
е
о
м
е
т
р
и
и
,

в
к
л
ю
ч
а
я
я
м
к
и
,
о
с
т
р
о
в
к
и
,

в
о
л
о
к
н
а
и
н
е
р
е
г
у
л
я
р
н
ы
е

п
о
р
и
с
т
ы
е
с
т
р
у
к
т
у
р
ы

П
р
о
с
т
о
й

и
у
д
о
б
н
ы
й

п
р
о
ц
е
с
с
,
н
е

т
р
е
б
у
ю
-

щ
и
й

с
п
е
ц
и
а
л
ь
н
о
г
о

о
б
о
р
у
д
о
в
а
н
и
я
.
М
о
ж
н
о

п
о
л
у
ч
а
т
ь

в
ы
с
о
к
о
п
о
-

р
и
с
т
ы
е
к
а
р
к
а
с
ы

с
р
е
-

г
у
л
и
р
у
е
м
ы
м
р
а
з
м
е
р
о
м

п
о
р
н
а
б
о
л
ь
ш
и
х
п
л
о
-

щ
а
д
я
х

Н
е
у
п
о
р
я
д
о
ч
е
н
н
а
я
н
а
-

н
о
т
о
п
о
г
р
а
ф
и
я

о
с
о
-

б
е
н
н
о
с
т
е
й

К
л
е
т
к
и

О
С
Е
-
1

т
и
п
а

о
с
т
е
о
б
л
а
с
т
о
в
,
с
т
в
о
л
о
-

в
ы
е

к
л
е
т
к
и

н
е
р
в
о
в
,

п
р
о
т
е
о
б
л
а
с
т
ы

М
С
Т
3
Т
3
-
Е
1

А
д
г
е
з
и
я
,

д
и
ф
ф
е
р
е
н
-

ц
и
а
ц
и
я
и
п
р
о
л
и
ф
е
р
а
-

ц
и
я

П
р
о
д
о
л
ж
е
н
и
е
т
а
б
л
.
1
0
.
1
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ния клеток in vitro. Проведенные исследования наглядно показали важность

этих особенностей для биомедицинского применения [52, 55–62].

В качестве примера можно привести работу [55], где подробно изучались

процессы миграции и выстраивания первичной структуры из SV40-клеток эпи-

телия человеческой сердечной мышцы, изменяемые посредством выращивания

на поверхностях с многочисленными особенностями в виде канавок и гребней,

размеры которых изменялись в широких пределах (400–4000 нм). Результаты

исследований показали, что миграция клеток обычно происходит вдоль кана-

вок и гребней в виде круговых зон, хотя иногда наблюдалась миграция, перпен-

дикулярная направлению гребней (во всех случаях и для всех направлений про-

водились контрольные опыты на плоских поверхностях). Также было

обнаружено, что так называемые стрессорные волокна и локальные центры ад-

гезии преимущественно развиваются вдоль канавок и гребней. Интересно, что

кератоциты на таких подложках проявляют большую склонность к линейному

выстраиванию и ориентации, чем клетки сердечной мышцы [20]. На поверхно-

стях с наноразмерными особенностями кератоциты образуют меньше стрес-

сорных волокон и локальных адгезий, чем на контрольных (плоских или с мик-

рометрическими особенностями) поверхностях [56].

Авторы работы [57] исследовали поведение клеток на подложках с канавками

и гребнями разной ширины (от нано- до микрометров), причем данные особен-

ности рассматривались как стимулы или раздражители для роста клеточных ко-

лоний эпителия сердечной мышцы человека. Результаты эксперимента показали,

что располагающиеся вдоль наноканавок и гребней клетки образуют удлиненные

структуры (рис. 10.2, а и б), в то же время на гладких поверхностях они формиру-

ют круги (рис. 10.2, в). При изменении среды культивирования (с DMEM/F12 на

Epifile) клетки эпителия сердечной мышцы человека изменяют «поведение» и на-

чинают выстраиваться перпендикулярно наноособенностям поверхности

(рис. 10.2, г). При этом они одновременно располагаются параллельно топогра-

фическим структурам микрометрического масштаба [58]. Подобные вариации

первичной структуры растущих клеточных колоний могут быть объяснены изме-

нениями строения фокальной адгезии. Фибробласты ганглиозных клеток челове-

ка и нейронов крыс на поверхностях с канавками образуют фокальные адгезион-

ные контакты и располагаются вдоль канавок [59, 60]. Нервные клетки Xenopus

выстаиваются параллельно канавкам всех размеров, тогда как нервные клетки

гиппокампа перпендикулярны узким и неглубоким канавкам [60, 61]. Была обна-

ружена зависимость адгезии клеток от типа и формы наноособенностей в виде

колонок, углублений, выступов или случайным образом расположенных колло-

идных частиц золота. Наблюдалось усиление адгезии (по сравнению с плоскими

или покрытыми коллоидными частицами поверхностями) на упорядоченных вы-

ступах и их гранях, и одновременно — ослабление адгезии на колонках и ямках

[52]. На полиуретановых поверхностях с особенностями с широким распределе-

нием по размерам (200–2000 нм) с уменьшением неоднородностей происходило

ослабление пролиферации клеток эпителия сердечной мышцы по сравнению

с пролиферацией на плоской поверхности [62].
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10.2.2. Поверхности, полученные методом фотолитографии

Путем фотолитографии можно создавать большое число геометрических осо-

бенностей разного типа, включая канавки, гребни и узлы с размерами от нано-

метров до нескольких микрон. Данный метод состоит из ряда последователь-

ных процессов, главными из которых являются очистка поверхности

кремниевых чипов (пластинок), покрытие их фоторезистом и так называемая

мягкая сушка, позволяющая удалить с резиста остатки растворителя и восста-

новить его фоточувствительность. Фотолитография основана на нанесении фо-

томаски в виде геометрического рисунка на поверхность резиста, которая затем

подвергается воздействию света, травлению и проявке, вследствие всех пере-

численных процедур на поверхности формируется рисунок. При этом некото-

рые режимы сушки могут повышать адгезию между резистом и кремниевым

Взаимодействие клеток с наноструктурными поверхностями 273

Рис. 10.2. Полученные на сканирующем электронном микроскопе микрофотогра-

фии строения клеток эпителия роговицы человека, выращенных на различных по-

верхностях и с использованием разных питательных сред (DMEM/F12). На топогра-

фических поверхностях рост клеток характеризуется удлинением (а), а также

ориентацией и усиленным развитием филоподий в направлении особенностей (б).

Для сравнения показана колония, выращенная на гладкой поверхности, обладающая

обычной, округлой морфологией (в). Также показана культура, выращенная на пита-

тельной средеEpifile, клетки которой ориентированы перпендикулярно направлению

нанотопографических особенностей (г)



чипом, упрочняя нанесенный слой. Данный метод позволяет создавать высоко-

точные геометрические изображения, но, к сожалению, требует дорогостояще-

го оборудования, поэтому фотолитография чаще используются при формиро-

вании поверхностей с микрометрическими особенностями.

Полученные топографические подложки заметно изменяют поведение

и функции культивируемых на них клеток (ориентацию, взаимодействия, мор-

фологию и дифференциацию) [63–69].

Исследование поверхности имплантатов с неоднородностями интересую-

щих размеров (диаметр — 2–5 мкм, высота — несколько нанометров), поме-

щенных в организм кроликов, показало, что на них оседает меньше одноядер-

ных клеток и мелких фиброзных капсул, чем на контрольных подложках

(гладких или с круглыми канавками диаметром 8 мкм) [68]. Обнаружено, что

клетки, выпадающие в осадок на описываемых наноструктурах, имели удли-

ненную форму и большее число филоподий, хотя ранее считалось, что именно

округлые клетки с малым числом филоподий более «склонны» к оседанию [68].

Зависимость адгезии астроглиальных клеток крысы от состояния поверхности

описана в работе [69], где изучалось осаждение астроцитов на кремниевой

пластине с грубой поверхностью, на которой с помощью реакционного ионного

травления и мягкого мокрого травления дополнительно создали нанотопогра-

фические особенности. При этом обнаружилось, что трансформированные ас-

троциты на поверхностях, полученных мокрым травлением, осаждаются силь-

нее и имеют «растянутую» форму, в то же время на подложках с колонками,

сформированными ионным травлением, образуются округлые клетки с

рыхлыми соединительными структурами [69]. Ниже приводится ряд примеров

влияния формы поверхностных неоднородностей на поведение культивируе-

мых клеток.

Фибробласты крысы при выращивании на поверхности с квадратными ка-

навками (субмикронных размеров) не только ориентируются вдоль канавок, но

и удлиняются [63]. Степень ориентации и скорость роста клеток макрофагов

крысы P388D1 и церебральных нейронов куриных зародышей на подложках с

канавками возрастают с увеличением глубины канавок [64–65]. В некоторых

работах отмечалось и подробно описывалось накопление вдоль краев канавок

клеток цитоскелета, F-актина и винкулина [64, 66]. Растущие клетки грибов

Uromices appendiculatus проявляют высокую степень ориентации вдоль нано-

размерных гребней (расстояние между гребнями 0,5–6,7 мкм, высота около

500 нм). Интересно, что дифференциация клеток на гребнях высотой более

500 нм достигает максимума по сравнению с ростом на поверхностях с высотой

гребней более 1 мкм или менее 0,25 мкм [67].

10.2.3. Поверхности с нановолокнами

Полимерные нановолокна изготавливают разными способами, включая синтез

на шаблоне, разделение фаз, вытягивание, самосборку и электроформование.

В последние годы большую популярность приобретает использование воло-
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кон, полученных электроформованием, что связано с простотой и удобством

данного метода. Путем электроформования на одной и той же установке можно

получать полимерные волокна разного диаметра (от нескольких нанометров до

нескольких микрометров) [70–77]. При создании поверхностей заданного типа

волокна формируются в электрическом поле, а затем осаждаются на заземлен-

ной подложке, в результате образуются поверхности с хаотической топогра-

фией. Методика позволяет также придавать подложке некоторый элемент упо-

рядоченности, но это требует воздействия вспомогательного внешнего

электрического поля, для чего необходимы коллекторы специального типа.

Технические сложности связаны с тем, что коллектор должен не только вра-

щаться с высокой скоростью, но и иметь особуюформу в виде колеса с острыми

краями или рамки [71–76].

Образующиеся наноструктурные поверхности довольно необычны: одно-

временно являются и хаотическими, и частично упорядоченными вдоль неко-

торых линий. Особенности клеток, культивируемых на подобных подложках,

рассматривались в работах [71–76].

В работе [71] сравнивалось поведение эндотелиальных клеток коронарной

артерии человека на поверхностях из частично ориентированных или полнос-

тью хаотических нановолокон диаметром 200–1000 нм, изготовленных из мо-

дифицированного желатином поликапролактона (ПКЛ). Выяснилось, что

основные процессы (адгезия, рост, распространение, пролиферация) на поверх-

ности с частично ориентированными волокнами происходят интенсивнее, чем

на контрольных подложках из ПКЛ и хаотически расположенных волокон.

Наличие «направленных» нановолокон способствует росту эндотелиальных

клеток параллельно структурам, напоминающим по форме веретено; также

регистрировались появление цитоскелетов и фенотипическая экспрессия. Жид-

костные сдвиговые напряжения, возникающие при протекании крови по сосу-

дам, располагают эндотелиальные клетки в направлении потока, следователь-

но, ориентированные волокна на модифицированных поверхностях

описываемого типа фактически моделируют условия in vivo растущей культуры

[71]. Стволовые клетки мозжечка С17-2 новорожденных мышей (NCS) легко

присоединяются к волокнам обоих типов (с ориентированным и с хаотическим

расположением), но при росте изменяют обычные округлые очертания, прини-

мая удлиненную, веретенообразную форму, что свидетельствует о морфологи-

ческой дифференциации. Удлинение форм клеток NCS (а также их нейритов)

наблюдается параллельно ориентации нановолокон, в этом же направлении

фиксируется и более высокая скорость дифференциации NCS по сравнению с

контрольным образцом. На упорядоченных волокнах также усиливается взаи-

модействие между волокнистыми структурами из NCS, отсутствующее на по-

верхностях с хаотически расположенными особенностями (рис. 10.3) [72].

Аналогичная ориентация растущих клеток (с образованием веретенообразных

структур вдоль полиуретановых волокон) наблюдалась и для фибробластов

связок человека HLF [73]. При этом фибробласты на ориентированных волок-

нах синтезировали заметно больше коллагена и в дальнейшем обладали высо-
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кой чувствительностью к растягивающим напряжениям, что связано с большим

содержанием коллагена [73]. Клетки гладких мышц (SMC) сердечной артерии

человека способны прикрепляться к поверхности упорядоченных нановолокон

из сополимера L-молочной кислоты и �-капролактона, а затем мигрировать

вдоль них с образованием веретенообразных структур [74, 76]. SMC, возникаю-

щие при повышенной адгезии и пролиферации вдоль нановолокон, параллель-

ны направлению волокон. В работе [75] показано, что остеобласты и хондроци-

ты человека активнее присоединяются к хитозановым и ориентированным

нановолокнам, приобретая при росте характерные морфологические особен-

ности подложки. То, что растущие на ориентированных волокнах клетки «сле-

дуют» структуре субстрата, по-видимому, подтверждает так называемую тео-

рию управляющего контакта, согласно которой миграция растущих клеток

должна происходить в направлениях, определяемых химическими, структур-

ными и механическими характеристиками подложки [77].

10.2.4. Поверхности, полученные методом нанопечати

Нанопечать — особый вид литографии, позволяющий создавать поверхности

с упорядоченными наноразмерными топографическими особенностями (колонки,

канавки и гребни). Метод основан на вдавливании твердого шаблона с элемента-

ми рисунка в слой полимера, покрывающего кристалл-подложку, что создает
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Рис. 10.3. Клетки гладких мышц, выращенные на ориентированных волокнах

поли-L-молочной кислоты (PLLА), имеют отчетливо выраженную биполярную мор-

фологию. Стрелками указаны волокнистые структуры (а) и микроволокна (б). Такие

структуры отсутствуют на снимке (в), где представлена культура, выращенная на по-

верхности с хаотическим расположением нановолокон. Перепечатывается с разреше-

ния из работы [72]



в полимерном слое разность толщин, соответствующую требуемой структуре.

Получение многослойных трехмерных структур путем нанопечати несколько де-

шевле электронно-лучевой литографии, однако оборудование для него дороже,

а времени затрачивается больше. Экспериментально подтверждено, что изготов-

ленные по данной технологии топографические поверхности способны изменять

поведение клеток in vitro [78–80].

В работе [78] изучалось поведение SMC-клеток легочной артерии теленка на

поверхностях из полиметилметакрилата (ПММА) и полидиметилсилоксана

(ПДМС) с нанесенной с помощью нанопечати «сеткой» (ширина линий —

350 нм, шаг — 700 нм, глубина — 350 нм). При сравнении с культурами, выра-

щенными на плоской поверхности, обнаружилось, что на подложке с сеткой

пролиферация клеток заметно ослаблена, а более 90% цитоскелетов и клеточ-

ных ядер имеют удлиненную структуру (рис. 10.4, см. цв. вклейку) [78]. В экс-

периментах по заживлению тканей in vitro установлено, что поляризация мик-

ротрубочек (образуемых центрами SMC при миграции) свидетельствует

о наличии преимущественной ориентации их осей вдоль линий роста. В работе

[79] изучалась возможность использования полистирольных поверхностей

(с наноколонками диаметром 160–1000 нм и высотой 1000 нм) в качестве аль-

тернативной подложки для культивирования тканей in vitro. Опыты с клетками

линии HeLa показали, что клетки прикрепляются лишь к вершинам наноколо-

нок, причем в существенно меньшем количестве по сравнению с контрольным

образцом. Другие исследования на аналогичной поверхности выявили, что в

ближайшем окружении вершин наноколонок локализуются молекулы актина,

а в отдаленных от колонок плоских участках формируются однородно распре-

деленные молекулы винкулина [79]. На основании полученных результатов

можно заключить, что изучаемые клетки характеризуются низкой адгезивнос-

тью, поэтому на основе материалов с описанной выше топографией можно соз-

давать новый тип подложек для культивирования, не требующий стандартной

обработки трипсином. Также было обнаружено, что при росте первичных

остеобластов на полистирольных наноструктурных поверхностях (с канавками

глубиной 50 и 150 нм, периодичность 500 ± 100 нм) наблюдаются ярко выра-

женное выстраивание и ориентация клеток вдоль канавок [80]. Экспонирование

подложек с подобной топографией активизирует удлинение клеток, причем мо-

лекулы актина и актинина в цитоскелете выстраиваются вдоль канавок, а моле-

кулы винкулина (белка фокальных адгезий) концентрируются на противопо-

ложном конце удлиненных клеток, возможно, для компенсации напряжений,

создаваемых анизотропией поверхности [80].

10.2.5. Поверхности, полученные самосборкой

Молекулярная самосборка вещества, обусловленная наличием у реагентов сла-

бых нековалентных химических связей (водородных, электростатических, гид-

рофобных и сил Ван-дер-Ваальса), — одна из самых важных методик создания

наноструктур из различных полимерных и биологических соединений. Почти

все биологические макромолекулы могут взаимодействовать по указанным
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механизмам, образуя в результате самосборки практически бездефектные

и даже способные к самовосстановлению сложные функциональные структу-

ры. Процессы молекулярной самосборки являются (или кажутся) простыми,

удобными и легко масштабируемыми, однако стоит отметить, что ученым пока

не удалось разработать методики управления данными межклеточными взаи-

модействиями, не говоря уже о создании структур строго определенной геомет-

рической формы. Впрочем, использование подходов «снизу–вверх» (см. выше)

уже привело к получению большого числа наноструктур, применяемых в качес-

тве каркасов или заготовок при создании соединений для различных биомеди-

цинских целей [81–95].

Например, изучение самосборки пептидных нановолокон (SAPNS) из развет-

вленных или линейных амфифильных к пептидам молекул на поверхности по-

лигликольных каркасов с первичными примордиальными клетками гладкой

мышцы человека показало, что такие клетки избирательно связываются с развет-

вленными, а не с линейными амфифильными пептидами, что создает некие пред-

посылки для управления их поведением [88]. Использование волокон SAPNS се-

далищного нерва в качестве элементов трансплантатов позволяет частично

восстанавливать зрительные пути и даже зрение у подопытных взрослых живот-

ных in vivo [94]. Мезенхимные стволовые клетки крысы при культивировании на

SAPNS с последовательностью RGD обладают повышенным сродством к повер-

хности, более высокой активностью щелочной фосфатазы и большим содержа-

нием остеокальцина по сравнению с поверхностями SAPNS без RGD-последова-

тельности [95]. Гибридные каркасы SAPNS также способны удерживать клетки,

что приводит к образованию однородной костной ткани in vivo в модельных экс-

периментах на крысах. При перфузии в культуре in vitro регистрируют более вы-

сокую активность щелочной фосфатазы и повышение содержания остеокальци-

на, что свидетельствует об активации дифференциации клеток в остеогенезе по

сравнению с контрольными образцами [84]. Содержащие пентапептидный эпи-

топ ILVAV (изолицин–лизин–валин–аланин–валин) SAPNS поддерживают ней-

тральные клетки-предшественники и приводят к быстрой дифференциации ней-

ронов с уменьшенным числом астроцитов [87]. ILVAV-содержащие SAPNS

связываются с биоактивным эпитопом, что подтверждает преимущества топог-

рафических поверхностей [87]. При этом наблюдаются не только выживание и

пролиферация клеток MC3T3-E1 на SAPNS, но и способность данных клеток к

использованию молекул ILVAV в метаболизме [89]. Функционализированные и

биомиметические SAPNS участвуют во многих клеточных процессах, включая

заживление повреждений и регенерацию тканей за счет создания распознающих

доменов ВКМ с наноразмерными структурами [86].

10.2.6. Поверхности, полученные методом разделения фаз

Метод разделения фаз широко используется для получения высокопористых

каркасов с регулируемым коэффициентом пористости. Материалы, включая

пористые среды с волокнами и сложной структурой внутренних каналов,

различаются геометрией и размерами элементов [81, 96–99]. Разделение фаз
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в системах твердое тело–жидкость и жидкость–жидкость обычно происходит

за счет понижения температуры растворения. В самых общих чертах метод

основан на добавлении очень небольшого количества воды к раствору поли-

мера (растворитель с низкой температурой плавления), которое приводит к

мгновенному разделению на фазы с очень высоким и очень низким содержа-

нием полимера. После охлаждения ниже температуры растворения такие сис-

темы подвергают вакуумной сушке с испарением растворителя, в результате

возникают пористые полимерные каркасы с микро- или наноразмерными осо-

бенностями. Процесс достаточно прост, удобен для применения и не требует

дорогостоящего оборудования. Основное ограничение метода разделения

фаз — невозможность создания высокоупорядоченных материалов сложной

геометрической формы.

Получаемые по данной технологии поверхности с наноразмерной топогра-

фией активируют адгезию, пролиферацию и дифференциацию клеток. Напри-

мер, упоминавшиеся выше клеткиMC3T3-E1 на поверхности каркасов из нано-

волокон поли-L-молочной кислоты (PLLA) проявляют большую активность,

чем на контрольных поверхностях из того же материала, полученных методом

твердофазного формования с термическим разделением фаз [96]. Выращенные

на описанных каркасах культуры отличает большое число клеток и высокая

экспрессия остеокальцина и сиалопротеина. Одновременно на нановолокнах

наблюдается пониженная экспрессия коллагенов типа I, что, возможно, объяс-

няется более быстрой дифференциацией преостеобластов [96]. В работе [99]

показано, что на поверхности каркасов из волокон PLLA диаметром 200 нм, по-

лученных методом разделения фаз, усиливается дифференциация стволовых

нервных клеток и рост нейритов. На рис. 10.5 представлены микрофотографии

стволовых клеток С17-2 мозжечка новорожденных мышей на поверхности кар-
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Рис. 10.5.СЭМ-микрофотографии стволовых клеток мозжечка новорожденных мы-

шей, выращенных на каркасах из нановолокон поли-L-молочной кислоты, получен-

ных методом разделения фаз: а— общий вид культуры через 1 день после посева

(увеличение 500�); б — дифференцированные клетки с нейритами, проникающими

внутрь каркасов из нановолокон (показаны стрелками, увеличение 2000�). Перепеча-

тывается с разрешения из работы [99]



касов, где четко различимы дифференцирующиеся клетки с нейритами, прони-

кающими внутрь каркасов [99]. Таким образом, волоконные структуры могут

заменять (имитировать) внеклеточные матриксы и поддерживать адгезию, про-

лиферацию и экспрессию фенотипа культивируемых клеток.

10.2.7. Поверхности, полученные методом

коллоидной литографии

Путем коллоидной литографии можно легко формировать поверхности с вы-

пуклостями и углублениями заданных размеров. В этой технологии вместо ма-

сок при травлении используются наносимые на поверхность коллоидные рас-

творы. Входящие в их состав частицы под воздействием электростатических

сил образуют на подложке участки мономолекулярного слоя. Эти участки вмес-

те с поверхностным слоем затем протравливают, в результате образуется по-

верхность требуемой топографии. Для травления могут использоваться методы

электронно-лучевой обработки (с применением химических реагентов), ионная

бомбардировка поверхности с испарением пленки на неровностях и т. д.

Свойства и характеристики получаемой топографической подложки регули-

руются несколькими параметрами: размером коллоидных частиц, ионной силой

раствора, степенью покрытия монослоем и т. д. Коллоидная литография— отно-

сительно дешевый, легкий и достаточно быстрый метод формирования крупных

топографических особенностей, но с ее помощью трудно получить гео-

метрические структуры со сложной геометрией, поэтому применение коллоид-

ной литографии, как правило, ограничивается созданием обычных колонок и ка-

навок. Впрочем, выращивание клеток разных типов на поверхностях со столь

простыми особенностями уже позволило выявить интересные структурные, мор-

фологические и фенотипические закономерности [37, 43, 44, 100–105].

Например, обнаружено, что на полученных данным методом поверхностях

с наностолбиками (средняя высота — 160 нм, диаметр — 100 нм, расстояние

между столбиками — 230 нм) фибробласты человека типа h-tert BJ1 распро-

страняются хуже, чем на контрольных плоских подложках [100]. При этом сни-

жается уровень экспрессии генов по сравнению с клетками, культивируемыми

на обычных поверхностях. Кроме того, экспрессия некоторых генов (в частнос-

ти, ответственных за передачу сигналов между клетками, заживление повреж-

дений, пролиферацию и дифференциацию) активизируется, а некоторых дру-

гих (ответственных за синтез коллагена и формирование цитоскелета),

наоборот, ослабляется. Предполагается, что наблюдаемые различия в уровне

экспрессии обусловлены вышеупомянутым слабым распространением клеток

на поверхностях с наноособенностями [100]. Дело в том, что образующиеся на

вершинах колонок фибробласты приобретают форму звезд и обладают менее

развитой морфологией. У таких фибробластов более длинные филоподии, по-

зволяющие клеткам сильнее взаимодействовать с наноколонками [103].

Попытка провести эндоцитоз фибробластов на колонках закончилась неудачей

[37]. При кратковременном культивировании (180 мин) на поверхностях с колон-
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ками фибробласты человека менее адгезивны и распространяются с малой скорос-

тью по сравнению с ростом на плоских подложках [101]. При этом уфибробластов

на колонках наблюдается меньше высокоорганизованных цитоскелетов актина

и виментина, хотя цитоскелеты тубулина сохраняют упорядоченную структуру

[101]. В работе [102] поверхность кремниевой пластины модифицировали путем

нанесения 50-нанометрового слоя коллоидных частиц золота, что позволило осу-

ществить прямой контакт первичных клеток эпитенона крысы с клетками перифе-

рической мембраны. На поверхности колонок с диаметрами 58, 91, 111 и 166 нм

панкреатические эпителиальные клетки крыс развиваются быстрее, чем на кон-

трольных плоских подложках, причем скорость развития возрастает пропорцио-

нально увеличению диаметра колонок [44]. Также наблюдалось выстраивание в

ряд растущих эпителиальных клеток HTB4 (рак мочевого пузыря) вдоль длинных

канавок глубиной 184 нм [43]. Затем были проведены опыты с клетками, культиви-

руемыми на топографических поверхностях с полусферами высотой 100 нм и диа-

метром 167 нм. Ранее предполагалось, что на таких подложках рост клеток проис-

ходит с меньшей скоростью и повышенным содержанием звездообразных (а не

округлых) форм по сравнению с контрольными образцами. В экспериментах с

клетками цитокина на поверхностях с нанотопографическими особенностями обо-

их типов (колонок и полусфер) в поведении культуры не зарегистрировали ника-

ких изменений, однако было выявлено ослабление роста клеток IL-6 и IL-8 [43]. За-

метное выстраивание клеток вдоль канавок наблюдалось при выращивании

эпителиальных клеток HC11 молочной железы мышей на поверхностях с углубле-

ниями 40–400 нм с непрерывными или прерывистыми кромками: на поверхностях

с непрерывными кромками также происходили повышенная ориентация и замет-

ное удлинение клеток [104]. Для наблюдения химических эффектов в работе [105]

проводилось культивирование клеток на нескольких поверхностях с полусферами,

распределенными с разной плотностью, высотой 110 нм, покрытых тонкой плен-

кой оксида титана. Данные поверхности индуцируют выделение агентов, активи-

рующих хемотаксические макрофаги, что влечет за собой образование стрессор-

ных волокон и фибронектина из первичных макрофагов. В этой же работе

показано, что на таких поверхностях клетки первичных остеобластов человека

мигрируют, удалясь от нанотопографических особенностей, которые, по-видимо-

му, вызывают соответствующие клеточные реакции (удлинение форм, усиление

или ослабление межклеточной адгезии и пролиферации, изменение дифференциа-

ции и увеличение подвижности).

10.2.8. Поверхности с хаотическим расположением

нановолокон, полученные электроформованием

Пористая матрица или подложка со случайно распределенными нановолокна-

ми способны заметно влиять на межклеточную адгезию, рост, пролиферацию

и экспрессию генов при культивировании клеток разного типа. Например, фиб-

робласты мыши прикрепляются к таким подложкам, мигрируют по порам

и легко интегрируются в состав нановолокон на основе сополимера молочной
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и гликолиевой кислот (ПГМК), поэтому дальнейшее развитие клеток определя-

ется архитектурой матрицы и подложки [106]. У фибробластов изменяется мор-

фология (они превращаются из сплющенных и плоских в округлые и веретено-

образные), особенно на поверхностях, прилегающих к плоским участкам

волокон [107]. На химически модифицированных нановолокнах из желатина,

обладающих повышенной механической прочностью и термостабильностью,

наблюдалось усиление пролиферации фибробластов клеток кожи человека,

а также линейное возрастание их числа [108]. На каркасе из полистирольных

волокон отмечено заметное (по сравнению с контрольными образцами) увели-

чение прикрепления клеток гладких мышц, причем ECN, получаемый на

поверхности ориентированных волокон, напоминает нативную ткань цисты

мочевого пузыря [109]. При длительном выращивании клетокMC3T3-E1 на на-

новолокнах фиброина шелка наблюдалось увеличение числа клеток, а также

количества остеокальцина и щелочной фосфатазы [110, 111]. Каркасы наново-

локон фиброина шелка in vivo были биологически совместимы и способствова-

ли регенерации костной ткани без каких-либо воспалительных реакций [111].

Клетки гладких мышц (SMC) венечной артерии человека, выращенные на нано-

волокнах из поликапролактона и коллагена, имели нормальный фенотип, а до-

полнительное покрытие волокон коллагеном способствовало миграции SMC

внутрь каркасов с дальнейшим образованием ткани гладких мышц [112–114].

Морфология и основные характеристики выращенных на полиамидных волок-

нах фибробластов NIH 3T3 и нормальных клеток крысиной почки совпадают

нативными характеристиками данных клеток, культивируемых in vivo [115].

В работе [116] показано, что на нановолокнах состава желатин–поликапролак-

тон активируются прикрепление и пролиферация стромальных клеток костного

мозга, причем клетки способны мигрировать внутрь каркасов. Усиление проли-

ферации миобластов H9c2 сердечных клеток крысы при выращивании на нано-

волокнах состава полианилин–желатин было зарегистрировано в работах

[117, 118]. Интересно, что в начале культивирования наблюдалось большое раз-

нообразие в дифференциации клеток, однако через неделю распределение кле-

ток по видам и морфологии на всех волоконных каркасах выровнялось.

Гепатоциты, выращенные на галактозилированных нановолокнах PCLEEP

сложного состава, сополимеры �-капролактона и эфиров этиленфосфата по сво-

им характеристикам не отличаются от контрольных клеток, однако у них на-

блюдаются некоторые морфологические изменения. Культивируемые на плос-

ких поверхностях гепатоциты обычно имеют сферическую форму с диаметром

50–300 мкм, а на поверхности нановолокон формируются более мелкие образо-

вания размером 20–100 мкм [119]. На подложках с более случайной и переме-

шанной топографией (волокна диаметром от 140 нм до 2,1 мкм) наблюдается

повышенная плотность клеток-предшественников костной ткани MC3T3-E1

и факторов роста по сравнению с аналогичной культурой, выращенной на глад-

кой поверхности. Плотность данных клеток возрастает с увеличением диаметра

волокон, хотя экспрессия APL (щелочной фосфатазы) не зависит от топографии

поверхности [120]. Интересные морфологические особенности наблюдались
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при культивировании клеток остеобластов на микро- и нановолокнах из смеси

крахмала и поликапролактона [121]. Вводимые в такие микроволоконные кар-

касы остеобласты начинают формировать «мостики» между волокнами, при-

чем клетки внутри мостиков более плоские и вытянутые. В работе [122] изуча-

лось поведение стромальных клеток костного мозга свиньи на подложках в

виде нано- и микрокаркасов (из переплетенных нановолокон, полученных элек-

троформованием), и было обнаружено, что на данных структурах клетки разви-

ваются активнее, чем в контрольных образцах. В частности, наблюдались более

интенсивное присоединение клеток к подложке и быстрая пролиферация, а так-

же повышенная экспрессия коллагенов типа I, декорина и генов бигликана. При

исследовании эндотелиальных клеток пупочной вены человека на матрице из

нановолокон сополимера L-молочной кислоты и �-капролактона показано, что

клеточная адгезия и распространение клеток по поверхности волокон диамет-

ром 0,3–1,2 мкм подавлены по сравнению с аналогичными процессами на во-

локнах большего диаметра — 7,0 мкм [123].

10.2.9. Поверхности, полученные химическим травлением

Химическое травление издавна применяется для модификации поверхностей,

позволяя изменять степень их шероховатости и создавать нанометрические то-

пографические особенности. Травление обычно происходит путем нанесения

на поверхность гидроксида натрия NaOH, азотной кислоты HNO3, плавиковой

кислоты HF и т. п., а вид травящих агентов зависит от свойств материала

[124–127]. Структура обрабатываемой поверхности нарушается, и на ней обра-

зуются ямки или другие неровности разных размеров, вплоть до нанометри-

ческих. Шероховатость создаваемой подложки регулируется по-разному:

временем воздействия, видом и концентрацией травящих агентов и т. д. Техно-

логическими удобствами процесса являются скорость, простота и экономич-

ность, а к недостаткам относят невозможность получения точных особеннос-

тей. Экспериментально доказано, что образующиеся с помощью этой методики

нанометрические структуры могут влиять на поведение культивируемых

клеток [124–127].

В работе [124] изучались свойства поверхностей из так называемых ком-

пактов с нанесенными на них металлическими частицами селена микро- и на-

нометровых размеров, интерес к которым вызван их возможным применени-

ем в качестве покрытий с антиканцерогенными свойствами в ортопедических

устройствах. В опытах изучалось поведение клеток на подложках из выше-

упомянутых материалов с дополнительной обработкой: на первом этапе по-

верхности придавали наномасштабную шероховатость (путем химического

травления растворами гидроксида натрия различной концентрации), на вто-

ром—наносили частицы селена микро- и нанометровых размеров. Данные по

культивированию клеток на таких подложках сравнивались с контрольными

образцами, где в качестве подложки использовались обычные поверхности

с нанесенными микрочастицами селена и титана. Эксперименты по выращи-
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ванию остеобластов in vitro (в течение 24 часов при стандартных условиях)

показали, что плотность остеобластов в протравленных образцах была выше

[124]. В работе [125] особенности культивирования изучались на кремниевых

пластинах с колонками, подвергнутыми мокрому химическому травлению

для создания наномасштабной шероховатости. При выращивании астроцитов

на этих поверхностях наблюдалась высокая степень трансформации (по срав-

нению с контрольными опытами на немодифицированных кремниевых по-

верхностях), что хорошо видно на микрофотографиях (рис. 10.6) [125].

Также обнаружено, что увеличение времени травления усиливает селектив-

ную адгезию и распластывание астроцитов по поверхности, что объясняется

большей площадью контакта. С другой стороны, первичные корковые астроци-

ты новорожденных крысят развиваются на обычном стекле интенсивнее, чем

на протравленных поверхностях, возможно, по причине различия типов изучае-

мых клеток [125]. Клетки гладких мышц мочевого пузыря, культивируемые на

поверхностях ПМГК и полиуретане (ПУ) с нанесенными травлением нано-

структурами, отличаются повышенной адгезией и пролиферацией, что, конеч-

но, вызвано изменениями химических свойств поверхности и ее шероховатос-

ти, обусловленной длительным травлением [126]. При выращивании клеток на

поверхностях ПМГК с наноструктурными особенностями (создаваемыми трав-

лением) число регистрируемых клеток значительно выше, чем на поверхностях

с субмикронными структурами, а также на контрольных подложках из необра-

ботанного стекла. Неоднозначно ведут себя клетки и на поверхностях ПУ, где

увеличение наноразмерных неоднородностей не приводит к усилению проли-

ферации, хотя на химически обработанных поверхностях с субмикронной ше-
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Рис. 10.6. Трансформация клеток астроцитов линии LRM55 на немодифицирован-

ной поверхности кварцевого стекла (а, слева) и на той же поверхности, подвергнутой

влажному травлению (а, справа). При увеличении (б и в) видно, что на поверхности,

подвергнутой влажному травлению, клетки более плоские и их фиксация на подлож-

ке прочнее, в то время как на необработанной поверхности клетки закреплены слабее.

Перепечатывается с разрешения из работы [125]



роховатостью число клеток выше, чем на контрольных плоских подложках

[126]. Придание дополнительной шероховатости поверхности ПМГК значи-

тельно увеличивает число клеток витронектина и фибронектина, абсорбируе-

мых из сыворотки, по сравнению с необработанной плоской подложкой ПМГК

[127]. Адсорбция повышенного количества белков (фибронектина и витронек-

тина) и возрастание плотности клеток гладких мышц сосудов и эндотелиаль-

ных клеток могут быть объяснены наличием на этих белках сайтов узнавания.

Также обнаружено, что блокировка связывающих клетки эпитопов фибро-

нектина и витронектина приводит к значительному уменьшению адгезии сосу-

дистых клеток на поверхностях с наноразмерными шероховатостями [127].

10.2.10. Поверхности углеродных нанотрубкок и нановолокон

Углеродные наноструктуры в виде нанотрубок и нановолокон обладают очень

интересными физико-химическими свойствами и уже нашли множество любо-

пытных технических применений. Углеродные нановолокна с волокнистой

структурой уже производятся в разных формах (прямых, спиральных или даже

в виде так называемых рыбьих скелетов), зависящих от типа используемых при

синтезе металлических катализаторов.

В настоящее время есть три основных метода изготовления углеродных

наноструктур в промышленном масштабе. Это дуговой электрический разряд,

лазерная абляция и каталитическое осаждение из паровой фазы. Обычно при

протекании этих процессов образуется смесь различных углеродных нанос-

труктур (многослойных и однослойных углеродных нанотрубок, фуллеренов,

а также большое количество сажи и углеродных наночастиц), так что конечные

продукты необходимо очищать, а затем проводить разделение компонентов.

Производительность (выход требуемого типа наноструктур) зависит от приме-

няемого метода и условий процесса. На сегодняшний день разработаны

методики, позволяющие получать углеродные наноструктуры диаметром

5–100 нм и длиной несколько микрометров с очень высокими механическими,

электрическими и поверхностными свойствами, используемые в различных би-

омедицинских областях, включая создание клеточных каркасов [128–138].

В опытах с культивированием остеобластов (в течение 21 дня in vitro) обна-

ружено, что многослойные углеродные нановолокна (диаметром 60–200 нм) за-

метно влияют на размеры и другие особенности растущих клеток. Сравнение

проводилось с аналогичными культурами, выращиваемыми на тонком слое

углерода (использовали более толстую подложку из боросиликатного стекла).

В частности, показано, что уменьшение диаметра углеродных волокон усили-

вает пролиферацию остеобластов и синтез щелочной фосфатазы, а также вызы-

вает отложение кальция [129]. При изучении зависимости характеристик куль-

тивируемых клеток разных типов (остеобласты, фибробласты, хондроциты,

клетки гладких мышц) от диаметра углеродных нановолокон (60–200 нм) было

отмечено [130] повышение адгезии остеобластов, вызванное уменьшением ди-

аметра волокна, что подтверждало результаты работы тех же авторов [129],
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впрочем, данная зависимость не свойственна другим типам клеток. Более того,

в некоторых системах регистрировалась обратная зависимость, например, адге-

зия фибробластов, хондроцитов и клеток гладких мышц с утоньшением воло-

кон уменьшалась. Дальнейшие эксперименты, проведенные на композитных

материалах ПМГК с углеродными волокнами, подтвердили усиление адгезии

остеобластов при уменьшении дисперсии величины диаметра волокон [130].

Опыты с многослойными наноуглеродными трубками показали биосовмести-

мость нанотрубок с кардиомиоцетами в культуре, хотя путем микроскопиче-

ских исследований были выявлены незначительные модификации формы кле-

ток, вызванные связыванием углеродных структур с клеточными мембранами.

Отметим, что некоторые отклонения в числе и форме клеток начинали прояв-

ляться лишь на третий день роста [128]. В работах [131, 132] изучался рост ас-

троцитов и остеобластов на углеродных волокнах, входящих в состав поликар-

бонатуретановых композитов; была обнаружена зависимость адгезии данных

клеток от диаметра волокон. Осаждение и размножение астроцитов преиму-

щественно происходят на углеродных нановолокнах большого диаметра. Иног-

да зависимости носят более сложный характер, например остеобласты в основ-

ном разрастаются на композитах с высоким процентным содержанием

углеродных волокон, в то же время адгезия и пролиферация астроцитов на этих

композитах ослаблены [131, 132], а аналогичные процессы в нейронах усилива-

ются [131].

При культивировании клеток саркомы ROS 17/2.8 на поверхности химически

модифицированных однослойных и многослойных нанотрубок была обнаруже-

на повышенная пролиферация остеобластов. На электрически нейтральных

нанотрубках наблюдался усиленный рост клеток и образование пластинчатых

кристаллов.

Особенно сильные и заметные изменения морфологии происходили при вы-

ращивании остеобластов на многослойных нанотрубках [133]. Было показано

также, что вариабельность остеобластов и фибробластов возрастает на много-

слойных нанотрубках высокой химической чистоты, а сами нанотрубки

способствуют усилению экспрессии коллагена на этих клетках [135]. Установ-

лено, что высокая чистота многослойных нанотрубок и фуллеренов существен-

но понижает токсичность материалов по отношению к человеческим макрофа-

гам и не вызывает выделения оксида азота из мышиных макрофагов in vitro

[134]. Наличие многослойных нанотрубок вызывает выделение провоспали-

тельного цитокин-интерлейкина-8 из кератиноцитов кожи человека [136].

Интересно, что композиты, в состав которых входят коллаген и гели многос-

лойных нанотрубок, сохраняют биосовместимость и поддерживают жизнеспо-

собность клеток гладких мышц in vitro на уровне более 85% в течение 7 дней

[137]. Опыты с применением многослойных нанотрубок и структур в виде так

называемых нанолуковиц показали, что последние позволяют повысить соот-

ношение апоптоз/некроз у фибробластов кожи. Этот факт подтверждает

сильное иммунное и противовоспалительное воздействие нанолуковиц, что

также согласуется с данными по изменению экспрессии генов, ответственных
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за клеточный перенос, метаболизм, регулирование жизненных циклов и реак-

ции на стресс [138].

10.2.11. Поверхности, полученные методом

расслаивания полимеров

На расслаивании полимеров основан один из распространенных нанотехноло-

гических приемов, позволяющих относительно низкозатратно и эффективно

создавать большие по площади структурированные поверхности [139, 140].

Очень кратко поясним, что основная идея метода состоит в спонтанном разде-

лении фаз полимерной смеси на поверхности кремниевой пластинки. При этом

возникают разнообразные нанотопографические особенности (углубления,

островки или ленты разной глубины и рельефа), форма которых определяется

концентрацией и составом смеси. Изменяя соотношение компонентов в исход-

ной полимерной смеси, можно создавать поверхности с разным типом и разме-

рами особенностей, включая подложки с хаотическим покрытием. Методика

позволяет точно регулировать размеры рельефа создаваемой поверхности толь-

ко по вертикали, но не по горизонтали, что приводит к созданию наноструктур

заданной высоты и глубины со случайно распределенными особенностями:

островками, углублениями или лентами. В ряде работ показано, что данные по-

верхности могут заметно изменять поведение культивируемых клеток [38, 41,

53, 139–149].

Группа исследователей во главе с М. Дэлби опубликовала ряд работ, посвя-

щенных взаимодействию фибробластов с подложками в виде поверхности с

островками различной высоты [141–145, 149]. Тщательное изучение позволило

выявить влияние нанотопографических поверхностей на экспрессию различ-

ных генов. Наблюдение за ростом фибробластов человека на полимерных под-

ложках с островками высотой 13 нм, формируемыми данным методом, прово-

дилось с использованием методики анализа по микрообласти из 1718 генов,

в результате было установлено, что многие генетические изменения связаны

с процессами передачи сигналов, поведением цитоскелетов, транскрипцией ге-

нов ВКМ и трансляцией протеинов. Всего было выявлено 584 гена, экспрессия

которых подвергалась положительной регуляции (обратной связи), т. е. диффе-

ренциация фибробластов на поверхностях с описанными особенностями про-

исходила интенсивнее, чем на контрольных плоских подложках. В работе [53]

показано, что фибробласты на поверхностях схожей топографии развиваются с

помощью большего числа филоподий, возникающих из клеточных мембран

(рис. 10.7). Необычное поведение клеток наблюдалось в работе [38] при взаи-

модействии фибробластов с нанесенными на поверхность наностровками раз-

личной высоты (13, 35 и 95 нм), где взаимодействие фибробластов усиливалось

с увеличением размера островков, о чем свидетельствуют особо крупные вы-

пуклости филоподий на островках высотой 95 нм. С другой стороны, наиболее

интенсивная пролиферация (с образованием высокоразвитых цитоскелетов ак-

тина, тубулина и виментина) происходила во время роста клеток на поверхнос-
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ти с островками высотой 13 нм, тогда как на островках высотой 95 нм наблю-

далась лишь ограниченная пролиферация и слабое размножение клеток

с практически неразвитыми цитоскелетами [38].

Используя полимерные смеси полистирол/поли(n-бутилметакрилат) и мето-

дику расслаивания полимеров, авторам работы [142] удалось создать топогра-

фические особенности высотой 90 и 40 нм на поверхности нейлоновых трубок

(с внутренними диаметрами 0,5 и 1,5 мм) и изучить поведение клеток. Фибро-

бласты на контрольных поверхностях обычных трубок распространялись ин-

тенсивнее и характеризовались более нормальным распределением �-тубули-

на, а на трубках с топографическими особенностями фибробласты зачастую

обладали звездчатой морфологией с более округлой клеточной структурой

и низким уровнем организации. При этом клеточные мембраны на особеннос-

тях выгляделишероховатыми (гофрированными) и имели очень длинные фило-

подии, взаимодействующие с поверхностными наноостровками. Отметим, что

выращенные на всех поверхностях (с трубками двух разных диаметров и раз-

ной высотой островков) клетки проявляли одинаковые иммунные и клеточные

реакции.

В работе [143] изучалось взаимодействие первичных фибробластов челове-

ка с островками различной высоты на нанотопографических поверхностях.

Было показано, что по сравнению с контрольными образцами рост фиброблас-

тов на поверхностях с островками высотой 10 нм на протяжении всего времени

культивирования характеризуется повышенной адгезией и разрастанием кле-

ток, образованием полноценных цитоскелетов, правильной морфологией

и наличием ламеллиподий с проявленным напряжением волокон. С другой
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Рис. 10.7.СЭМ-микрофотографии фибробластов человека на поверхности с остров-

ками высотой 13 нм, полученной методом расслаивания полимерных смесей поли-

стирол/поли(4-бромстирол). Сильное взаимодействие филоподий с наноостровками

отчетливо проявляется на снимках низкого (а) и высокого (б) разрешения изображе-

ния. Перепечатывается с разрешения из работы [53]



стороны, при выращивании на поверхностях с островками высотой 50 нм на-

блюдается ослабление межклеточной адгезии, низкое содержание разросшихся

клеток, слабое развитие цитоскелета с очень небольшим количеством ламелл

и отсутствие напряженных волокон [143]. Изучение процессов роста на подо-

бных поверхностях позволит в будущем создавать подложки со слабой адге-

зией клеток, что очень важно при разработке биоматериалов, используемых для

изготовления стентов и сердечных клапанов. При культивировании фиброблас-

тов в течение 4 дней на поверхности с островками высотой 27 нм показано, что

занятая растущей культурой площадь значительно превышает таковую на кон-

трольной плоской поверхности [144]. При этом на обеих подложках наблюда-

лось образование высокоорганизованных цитоскелетов с актином и тубулином,

однако число стрессорных волокон (тоноволокон) на поверхности с островка-

ми высотой 27 нм было заметно выше. В контрольном образце к 30-му дню рос-

та возникал хорошо структурированный виментин, в то же время на поверхнос-

ти с островками высотой 27 нм его организация по-прежнему оставалась очень

слабой. При длительном выращивании на подложке с островками высотой

95 нм исследователи отметили значительные различия и в морфологии, и в ци-

тоскелетах клеток [145]. На таких островках фибробласты начинали образовы-

вать ламеллы и филоподии уже через 5 мин после посева, причем взаимо-

действие между филоподиями и островками постоянно усиливалось.

С возрастанием длительности культивирования происходило возрастание диф-

ференциации морфологии фибробластов, увеличение числа звездчатых струк-

тур и интенсивности образования псевдоподий. После 3 недель роста наблюда-

лось образование небольшого числа очагов из сгруппированных клеток и

большого числа изолированных клеток, причем последние отличались силь-

ным взаимодействием с островками. Напротив, на плоских контрольных по-

верхностях обычно развивались фибробласты нормальной морфологии, через

неделю они начинали сливаться. На периферии клеток возникали многочислен-

ные стрессорные волокна, которые в момент зарождения были протянуты через

цитоплазму к наноостровкам. Позже в контрольных образцах наблюдали

вполне оформившиеся цитоскелеты (с четко выраженными стрессорными

волокнами актина и тубулином), в то же время растущие на островках клетки

имели лишь слабо организованные цитоскелеты [145]. Особенности взаимо-

действия фибробластов с наноостровками разной высоты показаны на схеме

(рис. 10.8), иллюстрирующей роль и участие высоты нанотопографических

особенностей (в данном случае наноостровков) на активность клеток.

Тенденция к образованию филоподий, напоминающая описанное выше по-

ведение фибробластов, наблюдалась и при культивировании клеток человечес-

кого костного мозга (предшественников костной ткани) на поверхности с то-

пографическими особенностями высотой менее 10 нм. Авторы работы [146]

показали, что эти клетки способны образовывать закрученные структуры вок-

руг наноособенностей, в отличие от структур с нормальной морфологией и рас-

пределением на плоских контрольных поверхностях. При сравнении с кон-

трольными посевами, на топографических поверхностях легко заметить
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возникновение хорошо сформированных цитоскелетов со стрессорными во-

локнами актина, создающими обширную сетку из тубулина и виментина. Ме-

зенхимная дифференциация проявляется посредством экспрессии данными

клетками больших количеств остеокальцина и остеопонтина на особенностях в

течение трех недель культивирования [146]. Использование метода центробеж-

ной отливки позволяет создавать наноособенности (углубления и колонки с

размерами в диапазоне 3–29 нм) на поверхностях из полимерной смеси

PLLA–полистирол [147]. При посеве на такие подложки адгезия фетальных

клеток остеобластов человека была значительно сильнее, чем в контрольных

образцах, причем всегда максимальные значения адгезии были зарегистрирова-

ны именно на наноразмерных островках. Однако при обсуждении этих резуль-

татов следует помнить, что клеточная адгезия также зависит от многих небио-

логических параметров, в частности от химического состава поверхности и ее

способности к смачиванию [147]. Поведение фетальных клеток остеобластов

человека при культивировании на подложках со случайно распределенными

наноостровками (высотой 11, 38 и 85 нм) очень похоже на описанное выше по-

ведение фибробластов [148]. Клетки остеобластов, выращиваемые на повер-

хности с островками высотой 11 нм, проявляли большую активность по сравне-
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Рис. 10.8. Поведение культуры клеток на поверхностях с нанотопографическими

особенностями, полученными методом расслаивания полимеров из смеси полисти-

рол–поли(4-бромстирол). Фибробласты, растущие на поверхности с островками вы-

сотой 13 нм, характеризуются повышенной адгезией, пролиферацией и образованием

развитых цитоскелетов. Легко заметить общее понижение этих характеристик с уве-

личением высоты наноостровков на поверхности



нию с культурами, высеянными на плоские поверхности или поверхности с

более крупными островками. В частности, у данных клеток наблюдались более

высокие скорости распространения, пролиферации и образования сигнальных

структур, связанных с винкулином, стрессорными волокнами актина и экспрес-

сией щелочной фосфатазы ALP, выступающей в роли стандартного маркера

костной ткани.

В работе Дэлби с сотрудниками [41] показано, что поведение эндотелиаль-

ных клеток человека, выращиваемых на поверхностях с наноостровками высо-

той 13, 35 и 95 нм, зависит от размера указанных неоднородностей. Наиболее

сильной клеточной и иммунной реакциями отличаются клетки, культивируе-

мые на подложках с особенностями высотой 13 нм. Такие клетки также облада-

ли более развитой морфологией и цитоскелетом, чем контрольные аналоги или

клетки, растущие на покрытиях с более крупными наноостровками. В работе

[149] исследовали поведение разных типов человеческих клеток (одноядерных

клеток крови, тромбоцитов, фибробластов и эндотелиальных клеток) на по-

верхностях с островками высотой 95 нм. Сравнение выращенных на таких по-

верхностях клеток крови с контрольными культурами не выявило существен-

ных отличий, а разница в иммунном ответе была минимальной. Небольшие

отличия наблюдались лишь у фибробластов (округлая морфология, понижение

пролиферации и слабое развитие цитоскелета) и эндотелиальных клеток, кото-

рые на подложках с островками приобретали искривленную форму.

10.3. Заключение

В настоящее время существуют методы, позволяющие легко и точно создавать

достаточно большие по площади поверхности с различными особенностями в

виде сложных геометрических фигур нанометрических размеров. Эти поверх-

ности применяются для исследования клеток при культивировании, в ходе ко-

торого изучаются их поведение и способы контроля за ними на поверхностях

раздела или контакта с другими биомедицинскими материалами путем моди-

фикации химического состава и свойств подложек. В частности, возможно по-

лучение клеток с заданными биологическими характеристиками (избиратель-

ной адгезией, миграцией, пролиферацией, экспрессией клеточных фенотипов

и т. д.), что позволит создавать «каркасы» для тканевой инженерии и биомеди-

цинских имплантатов следующего поколения.
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11.1. Введение

Базальные мембраны (БМ) — это ткань, образованная сложной сеткой белков

на внеклеточном матриксе (ВКМ). Посредством базальных мембран крупные

скопления клеток, например эпителиальные, могут взаимодействовать со стро-

мальными элементами тканей, располагающихся под ними. У БМ есть ряд важ-

ных внутренних характеристик, предназначенных для регулирования поведе-

ния связанных с ними клеток. БМ включают в себя лиганды для клеточных

рецепторов, служащих резервуарами растворимых факторов роста. Двумя глав-

ными физическими характеристиками мембран, способными оказывать силь-

ное воздействие на поведение клеток, являются, во-первых, податливость или

гибкость, во-вторых — сложная трехмерная топография строения. Размеры

элементов внутренней структуры БМ лежат в диапазоне от нанометров до мик-

рометров [1].

В этой главе представлен краткий обзор сведений о биологии базальных мем-

бран, описаны их биохимические и физические особенности. Основное внима-

ние уделено вопросам, связанным с получением матриц из синтетических мате-

риалов, структура которых имитирует поверхность нативных БМ. Иначе говоря,

речь идет о создании полимерных подложек, топографическое строение которых

было «срисовано» исследователями с биологических мембран живых организ-

мов. Такие матрицы и поверхности разного типа уже применяются при выращи-

вании in vitro клеток и культур тканей. Рассмотрим поведение клеток на синтети-

ческих матрицах с анизотропной, т. е. покрытой неоднородной по направлениям

сеткой канавок или углублений, поверхностью.

11.2. Базальные мембраны

По-видимому, эволюция БМ была вызвана необходимостью взаимодействия

простых клеток со своим окружением. Очевидно, что самые ранние формы

жизни на Земле должны были обладать повышенной чувствительностью к из-

менениям окружающей среды. Действительно, если очень простые молекулы,
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из которых позднее возникли первые живые клетки, не получали бы из среды

обитания достаточно питательных веществ, то не появились бы и биологичес-

кие клетки. Однако для дальнейшей эволюции и превращения в сложные орга-

низмы клетки должны были «научиться» не только выживать в своем окруже-

нии, но и как-то изменять его, создавая себе дополнительные преимущества.

Важным эволюционным шагом стало возникновение секреции, посредством

чего клетки начали обмениваться химическими сигналами, а также выделять

поверхностные белки, позволяющие им создавать некие сайты для прикрепле-

ния к поверхностям. Выделяя и нанося на какую-либо подложку молекулы бел-

ка, клетка формирует на ней центр закрепления, преобразуя окружение в своих

целях. Прикрепление клетки к поверхности и к другим клеткам повышает ее

шансы на выживание, а также позволяет клетке со временем переходить к со-

зданиюмногоклеточных организмов. В настоящее время ученые убеждены, что

в окружающем мире некоторые свойства изолированной бактерии, прежде все-

го — сопротивляемость среде и уровень экспрессии, очень сильно отличаются

от таковых у той же бактерии, живущей внутри толстой биологической пленки,

плотно заселенной аналогичными микроорганизмами [2–4]. Можно с уверен-

ностью полагать, что в процессах развития или патологии клеток внеклеточный

матрикс и базальная мембрана объединялись и выступали как единое целое.

11.2.1. Роль базальных мембран при заболеваниях

Помимо сохранения структурной целостности клетки, представляется очевид-

ным значение базальных мембран в развитии и поддержании гомеостаза тка-

ней. Одним из наиболее известных заболеваний, связанных с БМ, является так

называемая болезнь тонкой базальной мембраны. При этой болезни толщина

мембран в почечных клубочках человека понижается до 100–200 нм, что со-

ставляет лишь половину или даже четверть от нормы [5], из-за этого в моче

больных появляется кровь и неизбежно возникают осложнения [6].

ВКМ и БМ играют важную роль в заживлении ран и прочих повреждений

организма. Известно, что базальные мембраны клеток почек и роговицы у стра-

дающих диабетом людей и крыс отличаются аномальной толщиной [7, 8]. Свя-

занные с этим закономерности недостаточно изучены, однако предполагается,

что именно повышенная толщина БМ является причиной плохого заживления

ран и прочих повреждений — характерного признака диабета. Можно указать

и на другие патологии, особенно заболевания кожи и костей, обусловленные

мутациями выделяемых во внеклеточные матрицы белков или вызываемыми

ими аутоиммунными реакциями с эпитопами матрицы [9–12]. Вследствие та-

ких мутаций и аутоиммунных реакций в работе базальных мембран происходят

изменения, приводящие к развитию заболеваний. Учитывая важность изложен-

ных проблем, авторы посвятили два следующих раздела общему описанию би-

охимических и физических свойств БМ.
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11.2.2. Биохимические свойства

Клетки выделяют в межклеточное пространство множество различных белков

с волокнистой структурой, в результате постоянно изменяется и реструктури-

руется клеточное окружение. Именно из общей массы белков, выделяемых

клеткой, образуется внеклеточный матрикс. Специализированные белки на ба-

зальных поверхностях многих клеток внутри определенных биологических

тканей превращаются в базальные мембраны. БМ обеспечивают механическую

прочность структуры, служат резервуаром для сигнальных молекул и выполня-

ют другие биохимические и физические функции, присущие данной клеточной

структуре или биологической ткани (рис. 11.1). Изображения базальных мем-

бран, получаемые на просвечивающем электронном микроскопе, свиде-

тельствуют, что БМобычно состоят из двух слоев (электронно-плотного и элек-

тронно-прозрачного), которые уже получили латинские обозначения lamina

densa и lamina lucida [13–15]. Биохимический состав таких слоев определяется

видом изучаемой биологической ткани, однако большинство БМ состоят из

одних и тех же волокнистых белковых компонентов, а именно коллагена, лами-

нина и протеогликанов [13, 16–18]. Для большинства живых организмов (от

бактерии C. elegans до человека) основным строительным материалом базаль-

ных мембран служит коллаген типа IV, образуемый в результате самосборки из

нидогена (соединение семейства ламининов) и других белков.

В большинстве тканей толщина БМ обычно составляет 50–150 нм, однако

в клубочковых БМ она может достигать 300–400 нм, а в капсуле человеческого

хрусталика— даже 8 мкм [19–22, 55]. Многие ВКМ содержат целые домены или

короткоживущие аминокислотные последовательности, которые выступают как

ингибиторы сигналов или лигандов адгезии для рецепторов клеточных мембран.

При этом очень многие важные структурные изменения в клетках тканей проис-

ходят за счет незначительных изменений биохимического состава БМ.
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Рис. 11.1. Схематическое изображение клеток на базальной мембране. В левой час-

ти показано присоединение клеток к БМ, их дальнейшая пролиферация и миграция.

По мере распространения клеток (в направлении снизу–вверх, как указано стрелкой)

в них часто начинаются процессы дифференциации. В правой части представлена

полученная на просвечивающем электронном микроскопе микрофотография базаль-

ной мембраны ткани аорты обезьяны-резуса



Во многих ранних работах, относящихся к влиянию базальных мембран на

поведение клеток, исследователи уделяли основное внимание клеточным реак-

циям на биохимический состав и структуру БМ, поэтому в настоящий момент

биохимические особенности БМ изучены гораздо лучше физических. Типичные

эксперименты такого рода подразделяются на три основные категории. Во-пер-

вых, большая часть опытов с белками ВКМ сводится к определению и описанию

их изменений после кратковременного воздействия на исследуемые протеины

или введения различных рекомбинантных белков в клеточное окружение. По-

добные эксперименты часто проводились с клетками, растущими на плоских по-

верхностях, и обычно приводили к легко наблюдаемым изменениям фенотипа.

Также вышеописанные опыты позволяли исследователям распознавать последо-

вательности сигнальных реакций, т. е., например, объяснять механизм регулиро-

вания ангиогенеза при протеолитическом выделении эндостатина [23–25].

Во-вторых, многие работы были посвящены воздействию факторов роста или

пептидов на миграцию клеток с использованием камеры Бойдена или в экспери-

ментах по восстановлению ткани. Обычно в подобных исследованиях измеряет-

ся хемотаксический потенциал какого-либо сигнального белка, регулирующего

изучаемые процессы после инвазии в поврежденный участок иммуноцитов или

других клеток [26, 27]. Третий распространенный тип экспериментов основан на

измерениях воздействия пептидного сигнала на прикрепление клетки к поверх-

ности. Обычно такие опыты проводят путем засевания клеток на подложку, пред-

варительно покрытую слоем исследуемого белка. В качестве типичного примера

изучения характерного сигнала пептида ВКМ можно сослаться на обнаружение

клеточной реакции при адгезии сигнального пептида RGD (аргинин – глицин –

аспарагиновая кислота). Сигнальный участок структуры RGD, обнаруживаемый

внутри многих белков разного вида ВКМ, обычно представляет собой общий ли-

ганд для нескольких интегринов, изменяющий способность к прикреплению к

поверхности клеток различных типов [28, 29]. Общая методика экспериментов в

этой области обычно такова: поверхность изучаемого типа, например пластик,

покрывают сигнальными пептидами с RGD или содержащими домен с RGD пол-

ноценными белковыми цепочками ВКМ, например фибронектином. Затем дан-

ные по адгезии клеток на обработанной подложке сравниваются с результатами

чистой контрольной подложки, что позволяет легко регистрировать изменения

клеточной адгезии, непосредственно связанные с воздействием RGD. Все три из-

ложенные экспериментальные стратегии относятся лишь к описанию биохими-

ческих реакций отдельных ВКМ; в таких опытах практически не учитываются

явления, обусловленные физическими характеристиками поверхностей. Для нас

же представляют интерес именно топографические особенности разных масшта-

бов, микронного, субмикронного и нанометрического, среды культивирования

in vivo или in vitro.

Напомним, что, помимо разницы в биохимическом составе, базальные мем-

браны различаются по целому набору физических характеристик: толщине,

гибкости или пластичности, размерам пор, диаметрам волокон и особенностям

трехмерной структуры. Наибольший интерес для рассматриваемых проблем
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имеют податливость или упругость, характеристики которых подробно рас-

сматриваются в следующем подразделе. Основное внимание уделяется топо-

графическим особенностям базальных мембран и связанным с ними поведе-

нием клеток.

11.2.3. Физические особенности

11.2.3.1. Податливость

Большая часть работ в рассматриваемой области исследований связана с изуче-

нием поведения клеток на поверхностях из жестких материалов: кремния, по-

листирола и полиуретана. Поведение клеток на подобных подложках подробно

рассматривалось после покрытия поверхностей различными соединениями,

например RGD-пептидом, повышающими прилипание клеток или заметно ме-

няющими их развитие. Из полученных данных следует, что механическая по-

датливость клеточной матрицы может иметь большое значение для функцио-

нальных свойств лигандов взаимодействующих клеток [30, 31]. Податливость

любого материала можно измерить и соотнести со степенью деформации под

воздействием приложенных напряжений (в единицах сила/площадь). Жесткие

материалы обычно способствуют большему разрастанию клеток по поверхнос-

ти, а также индуцируют биохимические реакции фосфорилирования [32].

Влияние податливости поверхности культивирования на форму клеток на-

глядно проявлялся в экспериментах с эпителиальными клетками груди, так как

при культивировании этих клеток на свободных поверхностных гелях они при-

нимали форму трубочек, отсутствующую в закрепленных на подложке гелях

[33]. Похожий эффект наблюдался при выращивании эндотелиальных клеток

пупочной вены человека на поверхностях полиакриламид/желатин, когда по

мере уменьшения жесткости подложки начинали образовываться структуры,

напоминающие трубки [34]. В некоторых исследованиях при изменении подат-

ливости поверхности было зарегистрировано возрастание вытягивающих сил

фибробластов и степени сокращения клеток гладких мышц [31, 35–39]; в рабо-

те [40] отмечена зависимость поведения корковых нейронов и глиальных кле-

ток от жесткости поверхности культивирования. Акроциты значительно изме-

няют свое поведение при выращивании на поверхностях с различной

податливостью: клетки, выросшие на твердых гелях, отличаются прорастаю-

щими нейритами и наличием напряженных волокон актина, а при культивиро-

вании на мягких подложках акроциты имеют округлую форму и небольшое

число волокон [31]. Отметим, что прочие характеристики клеток в описанных

экспериментах не зависели от твердости подложки, например жесткость

волокон актина и повышенная протрузия (т. е. выпячивание, выступание) F-ак-

тинов на нейритах наблюдались при культивировании как на мягких, так и на

жестких поверхностях.

Вероятно, податливость матриц играет важную роль в организации строе-

ния клеток и тканей живых организмов. В работе [41] было обнаружено, что
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нейроны могут расти в гидрогелях, тогда как акроциты не могут. Этот факт

имеет значение, например, для изучения клеток головного мозга, так как пред-

полагается, что распределение и число клеток центральной нервной системы

тесно связаны с жесткостью или податливостью ее участков. В исследованиях

стволовых клеток было показано, что выращивание на мягких матрицах, меха-

нические свойства которых напоминают таковые для тканей головного мозга,

способствует росту нейрогенных фенотипов [42], в то же время на жестких под-

ложках, свойства которых близки к свойствам мышечной ткани, в культуре

появляются остеогенные фенотипы.

К сожалению, несмотря на то что податливость уже признана важной харак-

теристикой внеклеточных мембран, в научной литературе пока отсутствуют

данные, непосредственно относящиеся к податливости базальных мембран.

11.2.3.2. Топография поверхности

Поверхность базальных мембран обладает сложной трехмерной топографией.

Величина отдельных структурных элементов БМ составляет 10–400 нм, однако

размеры большинства структур не превышают 100 нм (рис. 11.2) [21, 22, 43, 44].

Диаметр первичной эпителиальной клетки— в среднем 20–50 мкм, он зави-

сит от типа клеточной культуры. Таким образом, размеры клеток и характерных

структурных компонентов базальных мембран различаются на несколько по-

рядков, в результате общая площадь поверхностей раздела внутри одной клет-

ки содержит тысячи нанометрических и субмикронных топографических осо-

бенностей. Столь сложная структура поверхности позволяет эпителиальным

и эндотелиальным клеткам адекватно откликаться на множество биохимичес-

ких реакций. Именно объединение биохимических и физических свойств ба-

зальных мембран обеспечивает возможность выполнения ими регуляторной

функции при развитии клеток и возникновении патологий.
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Рис. 11.2.Поверхность нативной базальной мембраны: а—полученная на сканиру-

ющем электронном микроскопе микрофотография клеток на волокнистой поверх-

ности БМ; б— увеличенный участок на а, позволяющий подробно рассмотреть то-

пографию поверхности БМ



Очевидно, что физические свойства БМ также должны играть важную роль

в регулировании поведения и развития клеток, однако проведение эксперимен-

тов, необходимых для подтверждения данной гипотезы, — очень сложная тех-

ническая задача. Прежде всего, специалистам, занимающимся биологией клет-

ки, необходимо спланировать серию экспериментов in vitro таким образом,

чтобы отделить собственные химические сигналы клеток от сигналов, вызван-

ных физическими свойствами окружения. Исследования воздействия топогра-

фии на поведение клеток начали проводить почти сто лет назад: еще в 1911 г.

Р. Дж. Харрисон использовал нити паутины для изучения реакции клеток при

взаимодействии с поверхностью со сложной топографией [45, 46]. Для своих

экспериментов ему удалось разработать методику создания поверхностей с

регулируемыми и достаточно точно определяемыми физическими особеннос-

тями.

В настоящее время происходит междисциплинарное слияние технологии с

клеточной биологией, создающее новые биоинженерные технологии, с по-

мощью которых можно получать нанотопографические поверхности, позволя-

ющие испытывать влияние подложек на характеристики и поведение культиви-

руемых клеток. Применяя новейшие методики, исследователи уже могут

формировать наноструктурные поверхности с разнообразными особенностями

и контролируемыми размерами деталей, а затем производить на них культиви-

рование клеток [1, 47]. В последние годы было опубликовано много работ, где

изучалось влияние поверхностей с различными особенностями (шероховатос-

тями, канавками, порами и т. п. с размерами от десятков до сотен нанометров)

на пролиферацию, упорядочивание или выстраивание, адгезию и жизнеспособ-

ность культивируемых клеток [48–53]. Однако, несмотря на большой массив

полученных данных, природа воздействия физических особенностей поверх-

ности на поведение клеток остается недостаточно понятной; почему, объяс-

няется ниже.

Прежде всего, мы пока располагаем малым числом точных количественных

данных, позволяющих строго анализировать топографическое строение базаль-

ных мембран. В настоящее время достоверные экспериментальные результаты

имеются лишь для нативных БМ клеток кожи, роговицы, сосудистого эндоте-

лия и почечных клубочков [19, 22, 24, 54, 55], а для БМ клеток многих других

тканей известны только некоторые морфологические показатели, но отсутству-

ют количественные характеристики топографических особенностей. Во-вто-

рых, очень часто исследовательские группы в работах, посвященных получе-

нию топографических поверхностей одинакового типа, используют различные

методики. Естественно, это создает дополнительные трудности при интерпре-

тации результатов, поскольку, например, наноразмерные канавки на поверх-

ности титана или кремниевых чипов, полученные с помощью ультрафиолето-

вого излучения, электронно-лучевой литографии и т. д., могут по-разному

влиять на растущие клетки. Каждый из методов имеет собственные достоин-

ства, недостатки и ограничения, в результате формируемые поверхности, стро-

го говоря, неодинаковы, следовательно, и получаемые экспериментальные
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результаты несопоставимы друг с другом. В-третьих, биоинженерам пока не

удается воспроизводить на поверхностях с нанометрической точностью те

геометрические фигуры или другие особенности, которые соответствуют

характерным структурам нативных базальных мембран.

Несмотря на вышеизложенные трудности, биологи уже добились значитель-

ных успехов в изучении процессов взаимодействия БМ с клетками, хотя и в на-

стоящее время решение многих научных проблем в этой области связано имен-

но с созданием биомиметических искусственных поверхностей. Данные

подложки должны обладать топографическими особенностями, сопоставимы-

ми с физическими неоднородностями поверхности базальных мембран, кото-

рые придают мембранам способность участвовать в развитии, жизнедеятель-

ности и обеспечении гомеостаза клеток и тканей.

11.3. История создания и изучение

синтетических биомиметических матриц

Биологические системы состоят из множества элементов, регулирующих пове-

дение клеток. На интересующем нас уровне взаимодействия клеток с базальны-

ми мембранами основную информацию содержат структурные элементы с суб-

микронными, нанометрическими и даже субнанометрическими размерами.

Ранние попытки создания биомиметических поверхностей, аналогичных

биологическим или имитирующих их свойства, ограничивались возможностя-

ми формирования лишь микрометровых особенностей, однако современные

методики позволяют создавать искусственные поверхности, топография кото-

рых включает нано- и микрометрические элементы. Данные особенности могут

имитировать физические поверхностные структуры в биологических системах;

их использование уже привело к появлению множества работ, посвященных то-

пографии подложек.

Для оценки степени влияния топографии поверхности на реакции клеток не-

обходимо определить релевантные размеры особенностей в клеточном микро-

окружении. Количественные характеристики структурных составляющих БМ,

диаметр пор или ширина волокон, аналогичны многим особенностям тканей

различных видов (табл. 11.1). При анализе параметров большого числа биоло-

гических тканей, приводимых в таблице, неожиданно выявляются некоторые

исключения. Давно известный пример такого рода— очень малый диаметр пор

в клубочках БМ [19, 20], что объясняется их специфической барьерной ролью

при избирательной диффузии.

К сожалению, современный уровень развития биотехнологии пока не позво-

ляет создавать топографические особенности с требуемой точностью на БМ на-

тивных тканей in vivo, поэтому особый интерес вызывают искусственные по-

крытия, позволяющие формировать поверхности с заданными физическими

характеристиками.
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11.3.1. Искусственная поверхность Matrigel

и случайно упорядоченные подложки

В поведении клеток, выращенных на плоских пластиковых подложках и на

сложных по структуре поверхностях базальных мембран in vivo, наблюдаются

заметные различия, поэтому существует необходимость разработки новых, бо-

лее приближенных к условиям in vivo покрытий для культивирования клеток.

Искусственные подложки, особенности которых имитировали бы микроокру-

жение клетки, конечно, могли бы успешно использоваться при исследовании

поведения клеток in vitro, однако создание подобных покрытий— сложная тех-

нологическая задача. Прежде всего, очень трудно выделить внеклеточные мат-

риксы из живой ткани, что приводит к постоянному дефициту эксперименталь-

ного материала, который к тому же бывает часто загрязнен клеточными

веществами.

Важным научным успехом в этом направлении стало создание искусственной

поверхности Matrigel. Ее появление обусловлено обнаружением нового вида
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Таблица 11.1

Физические особенности измерения некоторых базальных мембран

по данным сканирующей электронной микроскопии

Вид БМ ткани

Средняя

высота,

нм

Средний

диаметр

волокна, нм

Средний

диаметр

пор, нм

Источ-

ник

Макака-резус Роговица 191 ± 72 77 ± 44 72 ± 40 [22]

Человек Роговица 182 ± 49 46 ± 16 92 ± 34 [21]

Человек
Десцеметова

оболочка глаза
131 ± 41 31 ± 9 38 ± 15 [21]

Человек Крайняя плоть – 24 ± 8 40 ± 17 а

Свинья
Аортальный

клапан
– 27 ± 12 38 ± 24 а

Макака-резус Аорта – 30 ± 11 62 ± 37 а

Макака-резус Сонная артерия – 31 ± 11 60 ± 42 а

Макака-резус
Подкожная вена

конечности
– 27 ± 8 38 ± 16 а

Макака-резус
Мочевой

пузырь
178 ± 57 52 ± 28 82 ± 49 [43]

Бык
Гломерулярная

ткань почек
– – 9 ± 3 [20]

Синтетический Матригель 162 ± 52 69 ± 35 105 ± 70 [44]

Большинство особенностей соответствуют размеру базальных мембран различных ви-

дов. Заметно выделяется средний диаметр пор базальных мембран гломерулярной тка-

ни почек, которая играет особую роль в регуляции транспорта растворенных веществ.
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опухолевой ткани, не только обогащенной компонентами базальных мембран и

способной к быстрому росту, но и сохраняющей доброкачественность в организ-

ме мышей [56, 57]. Экстракты данной опухоли выделили, очистили и стерилизо-

вали для использования в экспериментах in vitro. Впоследствии было обнаруже-

но, что в клетках, культивируемых на поверхности гелей, полученных из такой

ткани, наблюдаются важные изменения морфологии, поведения и экспрессии ге-

нов [58, 59]. Например, эндотелиальные клетки, которые при культивировании

на полимерных подложках образуют монослой, на поверхности Matrigel начали

формировать трубчатые структуры [59].

Среда Matrigel еще не стала распространенным лабораторным реагентом,

так как ее свойства пока не позволяют точно управлять поведением клеток

и производить в них необходимые изменения, однако сам факт ее разработки

подтверждает возможость и нужность создания искусственных БМ для культи-

вирования. В настоящее время Matrigel — наиболее приемлемый вид искус-

ственных сред, имитирующих базальные мембраны и позволяющих изучать

связанное с ними поведение клеток.

Есть и другие подходы к созданию искусственного топографического окру-

жения базальных мембран, в частности формирование на поверхностях крем-

ниевых канавок, гребней или трубок, заменяющих белковые волокна и поры

(рис. 11.3). Основная идея таких разработок состоит в использовании микро-

и нанотехнологических методов для формирования на поверхностях покрытий
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Рис. 11.3. Полученные на сканирующем электронном микроскопе микрофотогра-

фии нативной базальной мембраны (роговицы), а также матрицыMatrigel и двух син-

тетических поверхностей, позволяющие сравнить их топографические особенности.

СредаMatrigel по своим биохимическим и топографическим показателям очень близ-

ка к нативным БМ, однако пока она трудно регулируема по отдельным физическим

факторам, влияющим на рост клеток. Некоторые возможности влияния возникают

при использовании синтетических изотропных поверхностей с покрытыми золотом

волокнами в виде «травы», хотя и они (подобно нативным БМ) являются частично

хаотическими. Наиболее удобными для изучения роли конкретных физических фак-

торов пока остаются поверхности с анизотропныминаноканавками, имеющими стро-

го определенные и легко контролируемые размеры и формы



из углеродных наноразмерных волокон, трубок или колонок со случайным или

частично упорядоченным распределением элементов. Экспериментально дока-

зано, что такие поверхности действительно могут изменять морфологию и экс-

прессию различных типов клеток [60–62]. Искусственные матрицы с анизо-

тропным и случайным распределением физических особенностей уже стали

важным инструментом исследования тканей и клеток, так как они позволяют

культивировать клетки в условиях, близких к in vivo. Подобные матрицы —

почти идеальная среда для изучения реакции клеток на действие лекарственных

препаратов или определенного типа белков в условиях in vivo. В настоящее вре-

мя уже налажено коммерческое производство так называемых стохастических

поверхностей, т.е. подложек со случайным распределением элементов фибрил-

лярных структур, полученных электроформованием, а также поверхностей с

мембранами, в состав которых входят особенности требуемых размеров, что

позволяет изучать поведение клеток при определенных воздействиях [63, 64].

Преимущество стохастических подложек состоит в высокой степени сходства с

характеристиками поверхностей нативных БМ. Однако такие системы не очень

удобны для изучения прямого воздействия физических характеристик поверх-

ности ВКМ на свойства растущих клеток. Недостаток описываемых искус-

ственных поверхностей связан со сложностью их структуры, что очень затруд-

няет определение воздействия отдельного физического фактора. В таких

системах все размеры пор, волокон и глубина канавок имеют случайное

распределение, вследствие чего ни один параметр не может быть легко изменен

в одиночку. Случайный характер распределения волокон по поверхности не

позволяет точно оценить степень ориентации при росте клеток, в результате

анизотропия развития клеток быстро «стирается» из-за неупорядоченности

структуры подложки.

В настоящее время уже созданы поверхности, покрытые чередующимися

анизотропными углублениями и гребнями с наноразмерными высотой и глуби-

ной. На данных подложках пока невозможно имитировать поверхности натив-

ных БМ, но они вполне подходят для изучения отклика растущей культуры кле-

ток на линейный тип анизотропии поверхности и исследования вероятности

роста клеток вдоль или поперек поверхностных углублений и гребней заданно-

го размера. Для биологов преимущество очень простых по структуре поверх-

ностей с наноканавками заключается в том, что поставленные эксперименты

позволяют точно оценить влияние определенного топографического (физичес-

кого) фактора. Развитие данного подхода дает возможность использования

принципа редукционизма при изучении базальных мембран, т. е. восхождения

от простого к сложному.

11.3.2. Создание наноканавок на поверхности

Для получения поверхностей с канавками было предложено несколько методик,

отличающихся лишь незначительными деталями [65–72]. В целом описанные

способы создания подложек основаны на литографической технологии с исполь-
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зованием фоторезиста, наносимого на поверхность кремниевых чипов. Стадии

обработки поверхности показаны на рис. 11.4. После нанесения фоторезиста на

кремниевую подложку (рис. 11.4, а) образец облучают через фотомаску

(рис. 11.4, б), а на обработанных таким образом участках протекают химические

реакции, позволяющие затем избирательно удалить прореагировавшие вещества

с помощью растворителей (рис. 11.4, в). Для формирования особенностей на по-

верхностях с субмикронными имикрометровыми размерами в литографии обыч-

но используют УФ-излучение, однако для создания наноособенностей размером

менее 100 нм необходимо применять электронно-лучевую литографию. Участки

чипа, не защищенные слоем фоторезиста, могут затем протравливаться путем ре-

акционного ионно-лучевого травления, формирующего внутри материала трех-

мерные структуры (рис. 11.4, г). На последней стадии обработки остатки фоторе-

зиста удаляются с поверхности, на которой уже сформированы требуемые

наноособенности в виде канавок и гребней с заданными размерами (рис. 11.4,

е–ж). Обычно обработанный кремниевый чип покрывают слоем компаунда

[SiO2] или же на нем методами самоорганизации вещества формируется защит-

Поведение клеток на базальных мембранах, «имитируемых» матрицами 311

Рис. 11.4. Получение искусственных поверхностей с наноканавками. Последова-

тельные этапы формирования наноканавок на поверхности: а — нанесение слоя фо-

торезиста с заданным узором на кремниевую пластину; б—облучение фоторезиста с

использованием шаблона; в— удаление фоторезиста; г— создание канавок в крем-

ниевой пластине методом реакционного ионно-лучевого травления; д — удаление

оставшегося фоторезиста и «открытие» наноканавок на поверхности кремния. Спра-

ва приведена электронная микрофотография профиля поверхности с наноканавками,

шаг—400 нм (е), а ниже показаны буквенные обозначения, используемые при описа-

нии поверхностей с наноканавками: r (ridge) — гребень; g (groove) — канавка или

туннель; d (depth)— глубина канавки или туннеля; p (pitch)—шаг, т. е. ширина одной

канавки + ширина одного гребня



ный мономолекулярный слой. Он не только подавляет остаточную токсичность

подложки, но и облегчает присоединение клеток.

Есть и альтернативная методика нанесения покрытий на поверхность крем-

ния; в этом случае подложка с требуемой структурой используется в качестве

шаблона в процессе мягкой литографии при создании отпечатков (реплик) из

другого материала, на основе которого будут изготавливаться образцы. Напри-

мер, исходную поверхность можно использовать для создания полидиметил-

силоксановых шаблонов, на основе которых затем изготавливают образцы из

полиуретана. Конечный продукт представляет собой подложки из оптически

прозрачного полиуретана, особенности поверхности которого, размеры и глу-

бина впадин будут полностью соответствовать аналогичным структурам ис-

ходных кремниевых образцов [73, 74]. К сожалению, у метода мягкой литогра-

фии есть ограничения, не позволяющие точно воспроизводить размеры

особенностей. С другой стороны, низкая стоимость полиуретановых замените-

лей дает возможность легко организовать масштабное производство подложек

для некоторых исследований. Например, полиуретановые поверхности

используются при проведении количественных и качественных измерений

путем оптической и флуоресцентной микроскопии.

В двух последних разделах главы (11.4. и 11.5) приведены и проанализиро-

ваны сведения, касающиеся поведения некоторых типов клеток, выращивае-

мых на поверхностях с особенностями в виде различных по форме и размерам

наноканавок.

11.4. Поведение клеток на искусственно созданных

поверхностях с наноканавками

11.4.1. Влияние наномасштабной топографии поверхности

на пролиферацию клеток

Физические особенности нативных БМроговицымногих организмов хорошо из-

учены, поэтому именно эта структура служит удобной моделью во многих рабо-

тах по проектированию и созданию искусственных поверхностей [21, 22, 24].

Эпителий передней части роговицы—довольно простая слоистая структура, ко-

торая постоянно обновляется за счет пролиферации базальных клеток. Необхо-

димый для данного процесса контакт базальных клеток с базальными мембрана-

ми, конечно, требует присоединения клеток к подложке. Для оценки влияния

масштаба поверхностных топографических особенностей на пролиферацию кле-

ток в работе [75] изучали рост клеток эпителия роговицы человеческого глаза

(HCEC) на разных полиуретановых подложках. Авторы регистрировали относи-

тельное изменение числа клеток в течение 5 дней роста, начиная с 4 часов после

посева. Было обнаружено, что число клеток, выросших на подложке с крупными

особенностями, ямками или впадинами глубиной 4000 нм и гребнями высотой

2200 нм, в процентном отношении существенно превосходило число клеток на

подложке с более мелкими неоднородностями, ямками глубиной 400 нм и греб-

нями высотой 200 нм (рис. 11.5, а). Варьирование других параметров неоднород-
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ностей показало, что заметное изменение в скорости пролиферации клеток про-

исходило при глубине впадин 1200–1600 нм и высоте гребней 400 и 900 нм, а при

наличии более крупных неровностей скорость пролиферации почти совпадала с

таковой на плоских поверхностях. Заметим, что размеры неоднородностей в пе-

реходной области с высотой гребней 400–900 нм соответствуют наиболее круп-

ным фрагментам структуры нативных базальных мембран. При этом уменьше-

ние пролиферации клеток на поверхностях со впадинами глубиной 400–1200 нм

по сравнению с ростом на плоских подложках гораздо заметнее, чем ее возраста-

ние на поверхностях с крупными неоднородностями [75].

Время удвоения числа клеток HCEC, трансформированных устойчивой экс-

прессией Т-антигена SV40, и первичных клеток было примерно одинаковым

[76]. При этом у клеток SV40 HCEC сохранялась способность к пролиферации

за счет поверхностных топографических особенностей. На подложках со впа-

динами глубиной 400 нм число клеток SV40 составило примерно треть от числа

клеток, выросших на плоской поверхности, в то же время у клеток, культивиру-

емых на подложках с другими размерами неоднородностей, вообще не наблю-
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Рис. 11.5. Развитие клеток на поверхностях с наноканавками различных масштабов:

а— скорость пролиферации для клеток эпителия роговицы глаза человека на поверх-

ности с канавками глубиной 4000 нм заметно превышает скорость на поверхности

с канавками глубиной 400 нм; б—под воздействием сдвигового напряжения клетки

отделяются от поверхности с канавками глубиной 4000 нм легче, чем от поверхности

канавок глубиной 400 нм



далось ингибирование роста [75]. Процесс пролиферации клеток SV40 про-

текал подобно пролиферации первичных клеток HCEC, что довольно

неожиданно, так как трансформация Т-антигеном должна приводить к «пере-

скоку» через нормальное значение G1 для клеток в критической точке S-фазы

[75]. Для подобного «перескока» необходимо либо значительное замедление

скорости жизненных циклов клетки на поверхностях с наноканавками глуби-

ной 400 нм, либо временное смещение критических точек митоза, что может

быть обусловлено топографическими особенностями подложки. Результаты

описанных экспериментов позволяют предположить, что пролиферация клеток

регулируется объединенным воздействием совокупности топографических

особенностей поверхности.

11.4.2. Силы адгезии для клеток

на поверхностях с наноканавками

Приведенные выше результаты, полученные для клеток эпителия роговицы

(HCEC), интересно сравнить с экспериментальными данными по отрыву пленок

клеточной культуры от поверхности [78, 79]. В здоровой роговице при моргании

возникают жидкостные сдвиговые напряжения, приводящие к отшелушиванию

внешнего слоя роговицы, а при ее повреждении те же сдвиговые напряжения

способны усиливать миграцию нижележащих эпителиальных клеток, т. е. зале-

чивать нарушенные фрагменты эпителиальной ткани. Поэтому не удивительно,

что масштаб поверхностных неоднородностей может влиять на способность кле-

ток отрываться от подложки под воздействием сдвиговых напряжений. В опытах

по отрыву пленок HCEC от поверхностей с канавками глубиной 400, 800

и 1200 нм ишириной гребней 70, 250 и 400 нм (высота гребней —600 нм) наблю-

дали значительное возрастание сопротивления по отношению к внешним сдвига-

ющим нагрузкам, достигающее 80 Па (1 Па = 1 Н/м
2
) [80]. При этом вновь проис-

ходило заметное изменение клеточной реакции на размеры неоднородностей

подложки при глубине канавок 1200–1600 нм, тогда как при глубине свыше

1600 нм поведение клеток практически не отличалось от такового на плоских по-

верхностях (рис. 11.5, б).

Существует еще одна деталь зависимости роста клеток от шероховатости

подложки. Дело в том, что поверхность наноканавок обычно очень однородна по

химическому составу. В единственной работе, где изучалось влияние химичес-

кой модификации неоднородностей на плоских полиуретановых подложках, на-

блюдали повышение адгезии эндотелиальных клеток пупочной вены человека

(HUVEC) [81]. Напомним, что нативные поверхности внутри живых организмов

не обладают упорядоченными неоднородностями, в них есть более мелкие осо-

бенности, характерные размеры которых лежат в диапазоне 2–40 нм. Даже при

современныхметодиках создание подложек со столь малыми особенностями, на-

пример, с канавками и однородными гребнями высотой менее 70 нм, трудноосу-

ществимо. Однако именно мельчайшие топографические неоднородности игра-

ют основную роль в регулировании поведения культивируемых клеток. Этот

вопрос требует дальнейших экспериментальных исследований.
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11.4.3. Скорость миграции клеток

на поверхностях с наноканавками

Процесс миграции означает, что клетка покидает прежнее положение, отрыва-

ется от поверхности вместе со своим окружением, двигается по некоторой тра-

ектории и присоединяется к другому поверхностному домену. Для многих

типов клеток такое перемещение и изменение положения зависят от топографи-

ческих особенностей подложки [1]. Исследование поведения клеток HCEC на

поверхностях с наноканавками подтвердило, что на характеристики миграции

данных клеток заметно влияют топографические особенности [82]. Было обна-

ружено, что миграция отдельных клеток HCEC (при всех размерах канавок на

полиуретановой поверхности) в основном протекает вдоль гребней. Наимень-

шее число мигрирующих клеток было отмечено на поверхности с канавками

глубиной 400 нм и гребнями высотой 220 нм, что позволяет предположить, что

силы адгезии при данных размерах особенностей замедляют миграционные

процессы. Максимальное число мигрирующих клеток было зарегистрировано

на поверхности с канавками глубиной 1600 нм и гребнями высотой 900 нм. По-

мимо этого, было обнаружено, что на поверхностях с канавками глубиной

1600 нм по сравнению поверхностями с канавками глубиной 4000, 800 и 400 нм

наблюдается наиболее высокая средняя скорость миграции. То есть эффектив-

ное перемещение клеток по поверхности фактически определяется воздейст-

вием двух конкурирующих сил, а именно — адгезии, которая препятствует от-

рыву ведущей клеточной кромки от подложки, и способности «тянущейся»

клеточной кромки к отрыву. Подобно физическому и химическому равнове-

сию, равновесное состояние при клеточных перемещениях также устанавли-

вается при некотором балансе между противодействующими силами, о чем

свидетельствуют описанные эксперименты.

11.4.4. Решающее воздействие наноканавок

на структуру и ориентацию фокальных адгезий

Механизмы реакций клеток HCEC на особенности поверхности пока остаются

невыясненными, но предположительно они могут быть связаны с взаимодей-

ствиями на границе раздела клетка–подложка. Согласно этой гипотезе, особое

значение имеют фокальные контакты и фокальные адгезии, т. е. сайты или

центры очаговой адгезии в местах прикрепления клетки к матрице, регулирую-

щие архитектуру цитоскелетов и внутриклеточную передачу сигналов [83].

Возможно, некоторые топографические особенности способны воздействовать

на последовательность биохимических реакций при передаче сигналов внутри

клетки. Экспериментально установлено, что размеры наноканавок и соответ-

ствующих им гребней влияют на размеры и структуру сайтов фокальной адге-

зии [49]. В частности, обнаружено, что средний размер фокальных адгезий

обычно прямо пропорционально уменьшается по мере уменьшения высоты

гребней, составляя, например, 400 нм при канавках глубиной 400 нм и высоте
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гребней 70 нм, и более 800 нм для канавок глубиной 1600 нм и высоте гребней

650 нм. Ориентация фокальных адгезий также зависит от размера гребней. На

поверхностях с канавками глубиной от 400 и 4000 нм и высотой гребней 70 и

1900 нм структура фокальной адгезии проявляет взаимосвязь с особенностями

подложки. На поверхностях с канавками глубиной 400 нм и высотой гребней

70 нм сайты фокальной адгезии охватывают несколько гребней, а на гребнях

высотой 1900 нм сборка фокальной структуры ограничивается единственным

гребнем (рис. 11.6, а на цв. вклейке). При промежуточных размерах канавок

или в переходной области с глубиной канавок 1200 нм фокальные контакты

параллельны особенностям поверхности. Отмеченные закономерности позво-

ляют рассматривать топографию поверхности как средство управления разме-

рами контактных центров адгезии и некоторыми процессами передачи внутри-

клеточных сигналов.

Помимо наблюдаемой зависимости адгезии от высоты гребней, необходимо

отметить и зависимость ее от глубины канавок. Было обнаружено, что при посе-

ве фибробластов на поверхность с канавками глубиной и диаметром 1 мкм мно-

гие клеточные реакции протекают внутри углублений [84]. Также изучали

поведение клеток на поверхностях из полидиметилсилоксана с гребнями

постоянного, но достаточно большого размера, составляющего 3500 нм, и ка-

навками переменной глубины. Эксперименты с культивированием эндотели-

альных клеток аорты теленка показали, что ориентация растущих клеток по на-

правлению канавок возрастает с увеличением глубины последних [85]. Помимо

этого, полученные с использованием иммунофлуоресцентной методики изо-

бражения позволили определить, что центры фокальной адгезии формируются

на кромках гребней, а также опускаются по стенкам углублений (рис. 11.6, б).

Кстати, центры фокальной адгезии не достигают дна самых глубоких канавок

(5000 нм). При этом молекулы F-актина и викулина ориентируются параллель-

но канавкам. Описанные явления экспериментально подтверждены на клетках

HCEC: было показано, что ориентация клеток вдоль поверхности канавок воз-

растает с их глубиной (частное сообщение группы Фрезера и др.). В настоящее

время можно считать установленным, что поведение клеток при культивирова-

нии очень сильно зависит от топографических особенностей поверхности, и это

дает некоторую возможность управления строением центров адгезии и даже

инициированием или регулированием процессов передачи сигналов через кле-

точные комплексы.

11.5. Передача сигналов и экспрессия в клетках

на топографических поверхностях

Очевидно, что между клетками, культивируемыми на различных поверхнос-

тях — плоских и покрытых канавками, — наблюдаются заметные морфологи-

ческие отличия. Прежде всего, наличие на подложках топографических особен-

ностей влечет за собой видимые изменения цитоскелетов культивируемых

клеток. Недавние исследования показали, что клетки, вырастающие на поверх-
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ностях с трехмерной структурой, обладают повышенной способностью к образо-

ванию факторов реструктурирования цитоскелетов, например из семейства ма-

лых GTP-аз [64]. Пока остается невыясненным влияние физического окружения

на клеточное поведение и то, как особенности микроокружения способны инду-

цировать возникновение сигналов, вызывающих необходимый клеточный ответ.

Уже доказано, что физические свойства подложек влияют на ферментативную

активность белков, экспрессию некоторых генов и секрецию сигнальных соеди-

нений.

11.5.1. Влияние вызываемых топографией поверхности

морфологических изменений на экспрессию генов

Способы получения поверхностей с простыми топографическими особеннос-

тями могут легко модифицироваться с целью изготовления подложек более

сложной структуры. Например, метод электронно-лучевой литографии после не-

большого усложнения позволяет создавать поверхности с анизотропными не-

однородностями в виде углублений заданного диаметра круглой или шести-

угольной формы [86], что влечет за собой появление новых свойств подложки.

В работе [87] показано, что углубления диаметром 120 нм ослабляют разраста-

ние фибробластов, так как в них уменьшается объем области, занимаемой ядром,

из-за этого центросомы располагаются ближе друг к другу. Заметим, что морфо-

логические изменения клеток, вызываемые наноразмерными ямками на поверх-

ности роста, аналогичны изменениям, индуцируемым ингибиторами образова-

ния цитоскелетов [87]. Полученные данные позволяют предположить влияние

топографии поверхности на положение микротрубочек и микроволокон внутри

развивающейся клетки, а это, в свою очередь, создает в ней воздействующие на

ядро механические напряжения. Так как с локализацией внутриклеточных трубо-

чек и волокон связанымногие ядерные и генные процессы, наблюдаемый эффект

вполне может быть обусловлен механической передачей, или механотрансдук-

цией. В предлагаемой гипотетической модели действие, оказываемое наноуглуб-

лениями на развитие клетки, вызвано передачей извне физических нагрузок,

возникающих в точках контакта на топографических неоднородностях. Транс-

дукция физического усилия от поверхности к ядру клетки осуществляется под

воздействием фактора транскрипции, который «выталкивает» лакуну внутрен-

ней оболочки ядра в нуклеоплазму, активизируя тем самым действие специфи-

ческого гена. В итоге, физическое влияние поверхностных особенностей прояв-

ляется в экспрессии генов и поведении клетки.

11.5.2. Стимуляция макрофагов

наномасштабной топографией поверхности

Уникальной особенностью макрофагов является их способность выживать

in vivo в качестве изолированных или присоединенных клеток на различных по-

верхностях. В живых организмах активированные макрофаги обычно концен-
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трируются в некоторой области под воздействием хемотаксических агентов,

а затем достигают центров локализации, взаимодействуя с внеклеточными во-

локнами и матриксами. Неудивительно, что поведение макрофагов на поверх-

ности искусственных БМ с нанесенными углублениями заметно отличается от

такового на плоских полимерных подложках, ранее использовавшихся при

культивировании. Например, сравнение фагоцитоза клеток макрофага P388D1

на кремниевых подложках с канавками переменной глубины и на контрольных

плоских подложках показало заметное увеличение их активности в первом слу-

чае, причем активность макрофагов возрастала пропорционально углублению

канавок [72]. На поверхности канавок был отмечен рост числа волокон F-акти-

на, доказывающий, что клетки P388D1 энергичнее прикрепляются к подложкам

с более глубокими канавками [72]. Также обнаружено, что наномасштабная то-

пография поверхности может играть важную роль в образовании макрофагов

при воспалительном цитокинезе. Например, уровень IL-1� для макрофагов

J774A-1, культивировавшихся в течение 48 часов на титановых поверхностях

с грубой и нерегулярной нанометрической структурой, оказался выше, чем на

гладких подложках из титана [88]. При этом после 72 часов роста на грубых по-

верхностях наблюдалось незначительное уменьшение уровня IL-6 [88]. Данные

наблюдения подтверждают общую гипотезу о том, что изменение размеров то-

пографических особенностей может использоваться для управления клеточны-

ми процессами, связанными с адгезией.

11.5.3. Экспрессия остеобластов на поверхностях

с нанотопографическими особенностями

Костная ткань часто рассматривается в качестве почти идеального материала

для создания искусственных биомиметических поверхностей, поскольку она

довольно хорошо изучена и служит привычной составляющей при решении

многих медицинских задач. По структуре она напоминает ВКМ после длитель-

ной минерализации. Минерализованные волокна костей обладают развитой на-

номасштабной топографией, которая, по-видимому, заметно влияет на поведе-

ние остеобластов, поэтому уже давно предпринимаются попытки изучения

воздействия поверхностных особенностей на развитие клеток костной ткани.

В работе [89] анализировали поведение клеток, похожих на остеобласты

(получены из мезенхимных стволовых клеток), при культивировании в течение

24 часов на поверхности с наноканавками. Клетки приобретали вытянутую

форму и ориентировались вдоль канавок, при этом вдоль канавок вытягивалась

и создаваемая этими клетками коллагеновая матрица, хотя сборка аналогичной

матрицы на плоской подложке происходит по случайным направлениям. В ра-

боте [61] в качестве поверхности культивирования различных клеток, в том

числе остеобластов, использовались углеродные волокна. Структуры кристал-

лических решеток данных волокон похожи на соответствующие участки ВКМ

нативной костной ткани и обладают очень грубой, шероховатой поверхностью.
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Сравнение полученных данных для нескольких типов клеток показало, что

именно остеобласты проявляют наибольшее сродство к материалу углеродной

нановолоконной матрицы — это может быть связано как с химическим соста-

вом, так и с топографическими особенностями подложки [61]. Позднее было

обнаружено, что топография подложки может модулировать дифференциацию

остеобластов и экспрессию генов. При посеве остеобластов на титановую по-

верхность с наноразмерными порами уровень экспрессии остеокальцина и ще-

лочной фосфатазы оказался более высоким, чем при посеве на контрольную

гладкую подложку [90]. Таким образом, результаты исследований in vitro влия-

ния топографии поверхностей со структурой, похожей на ВКМ костной ткани,

представляют интерес для использования в моделях in vivo или при изготовле-

нии имплантатов и протезов.

11.5.4. Изменение поведения клеток на поверхностях

с наноканавками при добавлении растворимых

компонентов

Первые исследования поведения клеток HCEC при контакте с наноразмерными

особенностями показали, что их рост на среде DVEM/F12 с сывороткой пред-

почтительно происходит вдоль длинных осей топографических фигур [49].

Однако затем выяснилось, что при культивировании тех же HCEC на питатель-

ной среде Epilife без сыворотки ориентация клеток имеет гораздо более слож-

ный характер: клетки избирательно выстраивались параллельно микромет-

ровым особенностям подложки, но одновременно с этим и перпендикулярно

нанометрическими структурам [91]. На поверхности с канавками глубиной

1200–1600 нм и гребнями высотой 400–500 нм у данных клеток вырабатывался

некоторый усредненный ответ, т. е. они «выбирали» сразу два направления —

параллельно и перпендикулярно канавкам. При меньшей глубине впадин клет-

ки преимущественно располагались перпендикулярно. Интересно, что для

углов промежуточной ориентации при культивировании клеток HCEC избира-

тельность отсутствует, так что клетки выстраиваются либо параллельно, либо

перпендикулярно особенностям.

Примером, подтверждающим установление равновесия между воздействи-

ем топографии поверхности и растворимых факторов, служит образование ней-

ритов в клетках РС12 при стандартных условиях культивирования, но с добав-

лением фактора роста нервных клеток HGF в концентрации 50 мг/мл. В опытах

не наблюдалось какого-либо влияния особенностей подложки, однако при сни-

жении концентрации HGF до некоторого субоптимального уровня регистриро-

вались изменения поведения клеток РС12 на поверхностях с наноканавками

различной глубины. Наиболее четко это проявлялось при культивировании кле-

ток на среде, содержащей HGF в концентрации менее 5 мг/мл. В данном случае

скорость формирования нейритов на нанометрических особенностях (гребни

высотой 70–250 нм, глубина канавок — 600 нм) в три раза превышала таковую

на плоских поверхностях и на поверхностях с особенностями микрометрового
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масштаба [92]. Оба вышеописанных случая показывают, что физические осо-

бенности БМ — всего лишь один из многих факторов, регулирующих поведе-

ние клеток. Прежде всего, оно определяется присутствием растворимых белков

и механизмами трансдукции сигналов, хотя некоторую роль могут играть и

физические особенности строения БМ, отделяющих клетку от окружения [93].

В целом можно полагать, что поверхностная структура искусственных и

естественных БМ вполне может косвенным образом регулировать распро-

странение биохимических сигналов через мономолекулярные слои культуры

тканей или даже через многослойную тканевую структуру.

11.6. Заключение

Взаимодействия биологических систем с окружающей средой не сводятся

лишь к химическим реакциям. На клеточном уровне необходимо учитывать

влияние физических свойств поверхности культивирования, а также особен-

ности внеклеточных матриксов и базальных мембран, которые играют важную

роль в процессах миграции, ориентации, экспрессии и дифференциации клеток,

взаимодействующих с подложкой. К сожалению, в настоящее время исследова-

тели лишь на качественном уровне понимают эффекты воздействия особеннос-

тей подложки, в частности размеров волокон, диаметра и глубины пор и т. п., на

поведение клеток. Сложности анализа объясняются трудностями выделения

влияния отдельного физического фактора на фоне многофункционального воз-

действия очень сложной структуры БМ. Однако развитие экспериментальных

методов уже позволяет создавать поверхности с наноразмерными неоднород-

ностями, рисунок и размеры которых во многом копируют структуру нативных

биологических поверхностей. Развитие биомиметики должно в будущем позво-

лить выделять и регистрировать влияние отдельных физических особенностей

БМ и даже прослеживать это влияние в режиме реального времени. Продолжая

изучать воздействие единичных особенностей, можно надеяться получить пол-

ное описание поведения клетки, включающее учет воздействия каждой особен-

ности в определенный момент времени.

Приведенные в данной главе примеры использования поверхностей с нано-

размерной топографией являются лишь началом изучения взаимодействий

клетки с физическим окружением. Наличие на подложке мелких топографичес-

ких структур, имитирующих особенности базальных мембран, позволяет ис-

следователям понять, почему некоторые закономерности, наблюдаемые

in vitro, не удается воспроизводить в реальном клеточном окpужении in vivo.

Дальнейшие исследования поведения клеток in vitro в системах с разными то-

пографическими поверхностями позволят выработать новые стратегии культи-

вирования клеток разных типов и даже тканей, необходимых для разработки

новых методик тканевой инженерии и производства имплантатов и протезов.

320 Глава 11



Литература

1. Abrams G.A., Teixeira A.I., Nealey P.F., Murphy C.J. The effects of substratum

topography on cell behavior. In: Dillow A., Lowman A., editors, Biomimetic Mate-

rials and Design. N-Y: Marcel Dekker; 2002; 91–138.

2. Jefferson K.K., GoldmannD.A., Pier G.B. Use of confocal microscopy to analyze the rate

of vancomycin penetration through Staphylococcus aureus biofilms. Antimicrob. Agents

Chemother. 2005; 49: 2467–2473.

3. Suci P.A., Mittelman M.W., Yu F.P., Geesey G.G. Investigation of ciprofloxacin pene-

tration into Pseudomonas aeruginosa biofilms. Antimicrob. Agents Chemother. 1994;

38: 2125–2133.

4. Schembri M.A., Kjaergaard K., Klemm P. Global gene expression in Escherichia coli

biofilms. Mol. Microbiol. 2003; 48: 253–267.

5. Saxena S., Davies D.J., Kirsner R.L. Thin basement membranes in minimally abnormal

glomeruli. J. Clin. Pathol. 1990; 43: 32–38.

6. Tonna S., et al. The risks of thin basement membrane nephropathy. Semin. Nephrol.

2005; 25: 171–175.

7. Taylor H.R., Kimsey R.A. Corneal epithelial basement membrane changes in diabetes.

Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 1981; 20: 548–553.

8. Makino H., Yamasaki Y., Hironaka K., Ota Z. Glomerular extracellular matrices in rat

diabetic glomerulopathy by scanning electron microscopy. Virchows Arch. B. Cell

Pathol. Incl. Mol. Pathol. 1992; 62: 19–24.

9. Liu Z., Diaz L.A. Bullous pemphigoid: end of the century overview. J. Dermatol. 2001;

28: 647–650.

10. Arikawa-Hirasawa E., Watanabe H., Takami H., Hassell J.R., Yamada Y. Perlecan is

essential for cartilage and cephalic development. Nat. Genet. 1999; 23: 354–358.

11. Boutboul S., et al. A subset of patients with epithelial basement membrane corneal

dystrophy have mutations in TGFBI/BIGH3. Hum. Mutat. 2006; 27: 553–557.

12. Gould D.B., et al. Role of COL4A1 in small-vessel disease and hemorrhagic stroke.

N. Engl. J. Med. 2006; 354: 1489–1496.

13. Yurchenco P.D., O’Rear J.J. Basal lamina assembly. Curr. Opin. Cell Biol. 1994; 6:

674–681.

14. Laurie G.W., Leblond C.P., Martin G.R. Localization of type IV collagen, laminin,

heparan sulfate, proteoglycan and fibronectin to the basal lamina of basement mem-

branes. J. Cell Biol. 95: 1982; 340–344.

15. Laurie G.W., Leblond C.P., Inoue S., Martin G.R., Chung A. Fine structure of the

glomerular basement membrane and immunolocalization of five basement membrane

components to the lamina densa (basal lamina) and its extensions in both glomeruli and

tubules of the rat kidney. Am. J. Anat. 1984; 169: 463–481.

16. Sanes J.R., Hall Z.W. Antibodies that bind specifically to synaptic sites on muscle fiber

basal lamina. J. Cell Biol. 1979; 83: 357–370.

17. Sanes J.R., Laminin, fibronectin and collagen in synaptic and extrasynaptic portions of

muscle fiber basement membrane. J. Cell Biol. 1982; 93: 442–451.

18. Noonan D.M., et al. Identification of CDNA clones encoding different domains of the

basement membrane heparan sulfate proteoglycan. J. Biol. Chem. 1988; 263:

16379–16387.

19. Hironaka K., Makino H., Yamasaki Y., Ota Z. Pores in the glomerular basement

membrane revealed by ultrahigh-resolution scanning electron microscopy. Nephron

1993; 64: 647–649.

Поведение клеток на базальных мембранах, «имитируемых» матрицами 321



20. Yamasaki Y., Makino H., Ota Z. Meshwork structures in bovine glomerular and tubular

basement membrane as revealed by ultra-high-resolution scanning electron microscopy.

Nephron 66:1994; 189–199.

21. Abrams G.A., Schaus S.S., Goodman S.L., Nealey P.F., Murphy C.J. Nanoscale topo-

graphy of the corneal epithelial basement membrane and Descemet’s membrane of the

human. Cornea 2000; 19: 57–64.

22. Abrams G.A., Goodman S.L., Nealey P.F., Franco M., Murphy C.J. Nanoscale topo-

graphy of the basement membrane underlying the corneal epithelium of the rhesus

macaque. Cell Tissue Res. 2000; 299: 39–46.

23. Pufe T., et al. Endostatin/collagen XVIII – an inhibitor of angiogenesis – is expressed in

cartilage and fibrocartilage. Matrix Biol. 2004; 23: 267–276.

24. Brammer R.D., Bramhall S.R., Eggo M.C. Endostatin expression in a pancreatic cell line

is modulated by a TNF alpha-dependent elastase. Br. J. Cancer 2005; 93: 1024–1028.

25. Brammer R.D., Bramhall S.R., Eggo M.C. Endostatin expression in pancreatic tissue is

modulated by elastase. Br. J. Cancer 2005; 92: 89–93.

26. Carlson M.A., Longaker M.T. The fibroblast-populated collagen matrix as a model of

wound healing: a review of the evidence. Wound Repair Regen. 2004; 12: 134–147.

27. Lackie J.M., Chaabane N., Crocket K.V. A critique of the methods used to assess

leucocyte behaviour. Biomed. Pharmacother 1987; 41: 265–278.

28. Presta M., Rusnati M., Urbinati C., Sommer A., Ragnotti G. Biologically active synthetic

fragments of human basic fibroblast growth factor (BFGF): Identification of two

Asp–Gly–Arg-containing domains involved in the mitogenic activity of BFGF in

endothelial cells. J. Cell Physiol. 1991; 149: 512–524.

29. Nagayoshi T., et al. Human nidogen: complete amino acid sequence and structural

domains deduced from cDNAs and evidence for polymorphism of the gene. DNA 1989;

8: 581–594.

30. ThompsonM.T., et al. Biochemical functionalization of polymeric cell substrata can alter

mechanical compliance. Biomacromolecules 2006; 7: 1990–1995.

31. Engler A., et al. Substrate compliance versus ligand density in cell on gel responses.

Biophys. J. 2004; 86: 617–628.

32. Pelham R.J. Jr., Wang Y. Cell locomotion and focal adhesions are regulated by substrate

flexibility. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997; 94: 13661–13665.

33. Wozniak M.A., Desai R., Solski P.A., Der C.J., Keely P.J. Rock-generated contractility

regulates breast epithelial cell differentiation in response to the physical properties of

a three-dimensional collagen matrix. J. Cell Biol. 2003; 163: 583–595.

34. Deroanne C.F., Lapiere C.M., Nusgens B.V. In vitro tubulogenesis of endothelial cells by

relaxation of the coupling extracellular matrix–cytoskeleton. Cardiovasc. Res. 2001; 49:

647–658.

35. Engler A.J., et al. Myotubes differentiate optimally on substrates with tissue-like stiff-

ness: pathological implications for soft or stiff microenvironments. J. Cell Biol. 2004;

166: 877–887.

36. Polte T.R., Eichler G.S., Wang N., Ingber D.E. Extracellular matrix controls myosin light

chain phosphorylation and cell contractility through modulation of cell shape and cyto-

skeletal prestress. Am. J. Physiol. Cell Physiol. 2004; 286: 518–528.

37. Wong G.A., Tang V., El-Sabeawy F., Weiss R.H. BMP-2 inhibits proliferation of human

aortic smooth muscle cells via p21Cip1/Waf1. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 2003;

284: 972–979.

38. Damljanovic V., Lagerholm B.C., Jacobson K. Fibroblast traction assays on modified

polyacrylamide substrates. Mol. Biol. Cell 2004; 15: 160 A.

322 Глава 11



39. Doyle A.D., Lee J. Cyclic changes in keratocyte speed and traction stress arise from

Ca2+-dependent regulation of cell adhesiveness. J. Cell Sci. 2005; 118: 369–379.

40. Georges P.C., Miller W.J., Meaney D.F., Sawyer E.S., Janmey P.A. Matrices with

compliance comparable to that of brain tissue select neuronal over glial growth in mixed

cortical cultures. Biophys. J. 2006; 90: 3012–3018.

41. Woerly S., Doan V.D., Sosa N., de Vellis J., Espinosa-Jeffrey A. Prevention of gliotic

scar formation by neurogel allows partial endogenous repair of transected cat spinal cord.

J. Neurosci Res. 2004; 75: 262–272.

42. Engler A.J., Sen S., Sweeney H.L., Discher D.E. Matrix elasticity directs stem cell

lineage specification. Cell 2006; 126: 677–689.

43. Abrams G.A., Murphy C.J., Wang Z.Y., Nealey P.F., Bjorling D.E. Ultrastructural

basementmembrane topography of the bladder epithelium.Urol. Res. 2003; 31: 341–346.

44. Abrams G.A., Bentley E., Nealey P.F., Murphy C.J. Electron microscopy of the canine

corneal basement membranes. Cells Tissues Organs 2002; 170: 251–257.

45. Harrison R. On the stereotropism of embryonic cells. Science 1911; 34: 279.

46. Harrison R. The reaction of the embryonic cells to solid structures. J. Exp. Zool. 1921; 17:

521.

47. Curtis A.,WilkinsonC. Topographical control of cells. Biomaterials 1997; 18: 1573–1583.

48. Washburn N.R., Yamada K.M., Simon C.G. Jr., Kennedy S.B., Amis E.J. Highthrough-

put investigation of osteoblast response to polymer crystallinity: influence of nanometer-

scale roughness on proliferation. Biomaterials 2004; 25: 1215–1224.

49. Teixeira A.I., Abrams G.A., Bertics P.J., Murphy C.J., Nealey P.F. Epithelial contact

guidance on well-defined micro- and nanostructured substrates. J. Cell Sci. 2003; 116:

1881–1892.

50. Fan Y.W., et al. Culture of neural cells on silicon wafers with nano-scale surface

topograph. J. Neurosci. Methods 2002; 120: 17–23.

51. Clark P., Connolly P., Curtis A.S., Dow J.A., Wilkinson C.D. Cell guidance by ultrafine

topography in vitro. J. Cell Sci. 1991; 99: (Pt 1): 73–77.

52. Dalby M.J., Riehle M.O., Johnstone H.J., Affrossman S., Curtis A.S. Polymer-demixed

nanotopography: control of fibroblast spreading and proliferation. Tissue Eng. 2002; 8:

1099–1108.

53. Dalby M.J., Yarwood S.J., Johnstone H.J., Affrossman S., Riehle M.O. Fibroblast

signaling events in response to nanotopography: a gene array study. IEEE Trans. Nano-

bioscience 2002; 1: 12–17.

54. Bystrom B., Virtanen I., Rousselle P., Gullberg D., Pedrosa-Domellof F. Distribution of

laminins in the developing human eye. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2006; 47: 777–785.

55. Ziebarth N.M.,Manns F., Uhlhorn S.R., VenkatramanA.S., Parel J.M. Noncontactoptical

measurement of lens capsule thickness in human, monkey, and rabbit postmortem eyes.

Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2005; 46: 1690–1697.

56. Futaki S., et al. Molecular basis of constitutive production of basement membrane

components. Gene expression profiles of Engelbreth–Holm–Swarm tumor and f 9 em-

bryonal carcinoma cells. J. Biol. Chem. 2003; 278: 50691–50701.

57. Orkin R.W., et al. A murine tumor producing a matrix of basement membrane.

J. Exp.Med. 1977; 145: 204–220.

58. Kleinman H.K., et al. Basement membrane complexes with biological activity. Bio-

chemistry 1986; 25: 312–318.

59. Kubota Y., Kleinman H.K., Martin G.R., Lawley T.J. Role of laminin and basement

membrane in the morphological differentiation of human endothelial cells into capil-

lary-like structures. J. Cell Biol. 1988; 107: 1589–1598.

Поведение клеток на базальных мембранах, «имитируемых» матрицами 323



60. Dalby M.J., Riehle M.O., Sutherland D.S., Agheli H., Curtis A.S. Changes in fibroblast

morphology in response to nano-columns produced by colloidal lithography. Bioma-

terials 25: 2004; 5415–5422.

61. Price R.L., Ellison K., Haberstroh K.M., Webster T.J. Nanometer surface roughness

increases select osteoblast adhesion on carbon nanofiber compacts. J. Biomed. Mater.

Res. A 2004; 70: 129–138.

62. Stevens M.M., George J.H. Exploring and engineering the cell surface interface. Science

2005; 310: 1135–1138.

63. Ahmed I., et al. Three-dimensional nanofibrillar surfaces covalently modified with

tenascin-c-derived peptides enhance neuronal growth in vitro. J. Biomed. Mater. Res. A

2006; 76: 851–860.

64. Nur E.K.A., Ahmed I., Kamal J., Schindler M., Meiners S. Three dimensional nano-

fibrillar surfaces induce activation of Rac. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2005; 331:

428–434.

65. Brunette D.M. Spreading and orientation of epithelial cells on grooved substrata. Exp.

Cell Res. 1986; 167: 203–217.

66. Chehroudi B., Gould T.R., Brunette D.M. Titanium-coated micromachined grooves of

different dimensions affect epithelial and connective-tissue cells differently in vivo.

J. Biomed. Mater. Res. 1990; 24: 1203–1219.

67. Chehroudi B., McDonnell D., Brunette D.M. The effects of micromachined surfaces on

formation of bonelike tissue on subcutaneous implants as assessed by radiography and

computer image processing. J. Biomed. Mater. Res. 1997; 34: 279–290.

68. Dalby M.J., Riehle M.O., Yarwood S.J., Wilkinson C.D., Curtis A.S. Nucleus alignment

and cell signaling in fibroblasts: response to a micro-grooved topography. Exp. Cell Res.

2003; 284: 274–282.

69. Den Braber E.T., et al. Effect of parallel surface microgrooves and surface energy on cell

growth. J. Biomed. Mater. Res. 1995; 29: 511–518.

70. Kim S.O., et al. Epitaxial self-assembly of block copolymers on lithographically defined

nanopatterned substrates. Nature 2003; 424: 411–414.

71. Pins G.D., Bush K.A., Cunningham L.P., Campagnola P.J. Multiphoton excited fabri-

cated nano- and micropatterned extracellular matrix proteins direct cellular morphology.

J. Biomed. Mater. Res. A 2006; 78: 194–204.

72. Wojciak-Stothard B., Curtis A., Monaghan W., Mac Donald K., Wilkinson C. Guidance

and activation of murine macrophages by nanometric scale topography. Exp. Cell Res.

1996; 223: 426–435.

73. Whitesides G.M., Ostuni E., Takayama S., Jiang X., Ingber D.E. Soft lithography in

biology and biochemistry. Annu. Rev. Biomed. Eng. 2001; 3: 335–373.

74. Kane R.S., Takayama S., Ostuni E., Ingber D.E., Whitesides G.M. Patterning proteins

and cells using soft lithography. Biomaterials 1999; 20: 2363–2376.

75. Liliensiek S.J., Campbell S., Nealey P.F., Murphy C.J. The scale of substratum topo-

graphic features modulates proliferation of corneal epithelial cells and corneal fibro-

blasts. J. Biomed. Mater Res. A 2006; 79: 185–192.

76. Araki-Sasaki K., et al. An SV40-immortalized human corneal epithelial cell line and its

characterization. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 1995; 36: 614–621.

77. De Caprio J.A., et al. Sv 40 large tumor antigen forms a specific complexwith the product

of the retinoblastoma susceptibility gene. Cell 1988; 54: 275–283.

78. Fatt I. Architecture of the lid-cornea juncture. CLAO J. 1992; 18: 187–192.

79. King-Smith P.E., et al. The thickness of the human precorneal tear film: evidence from

reflection spectra. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2000; 41: 3348–3359.

324 Глава 11



80. Karuri N.W., et al. Biological length scale topography enhances cell-substratum adhesion

of human corneal epithelial cells. J. Cell Sci. 2004; 117: 3153–3164.

81. Chung T.W., Liu D.Z., Wang S.Y., Wang S.S. Enhancement of the growth of human

endothelial cells by surface roughness at nanometer scale. Biomaterials 2003; 24:

4655–4661.

82. Diehl K.A., Foley J.D., Nealey P.F., Murphy C.J. Nanoscale topography modulates

corneal epithelial cell migration. J. Biomed. Mater. Res. A 2005; 75: 603–611.

83. Sastry S.K., Burridge K. Focal adhesions: a nexus for intracellular signaling and cyto-

skeletal dynamics. Exp. Cell Res. 2000; 261: 25–36.

84. Meyle J., Gultig K., Wolburg H., Von RecumA.F. Fibroblast anchorage to microtextured

surfaces. J. Biomed. Mater. Res. 1993; 27: 1553–1557.

85. Uttayarat P, Toworfe G.K., Dietrich F., Lelkes P.I., CompostoR.J. Topographic guidance

of endothelial cells on silicone surfaces with micro- to nanogrooves: orientation of actin

filaments and focal adhesions. J. Biomed. Mater. Res. A 2005; 75: 668–680.

86. Curtis A.S., et al. Cells react to nanoscale order and symmetry in their surroundings. IEEE

Trans Nanobioscience 2004; 3: 61–65.

87. Dalby M.J., et al. Nanotopographical stimulation of mechanotransduction and changes in

interphase centromere positioning. J. Cell Biochem. 2006; 100: 326–338.

88. Tan K.S., Qian L., Rosado R., Flood P.M., Cooper L.F. The role of titanium surface

topography on J 774 A. 1 macrophage inflammatory cytokines and nitric oxide pro-

duction. Biomaterials 2006; 27: 5170–5177.

89. Zhu B., Lu Q., Yin J., Hu J., Wang Z. Alignment of osteoblast-like cells and cellproduced

collagen matrix induced by nanogrooves. Tissue Eng. 2005; 11: 825–834.

90. Zinger O., et al. Differential regulation of osteoblasts by substrate microstructural

features. Biomaterials 2005; 26: 1837–1847.

91. Teixeira A.I., et al. The effect of environmental factors on the response of human corneal

epithelial cells to nanoscale substrate topography. Biomaterials 2006; 27: 3945–3954.

92. Foley J.D., Grunwald E.W., Nealey P.F., Murphy C.J. Cooperative modulation of

neuritogenesis by PC 12 cells by topography and nerve growth factor. Biomaterials 2005;

26: 3639–3644.

93. King M.R. Anisotropic Brownian diffusion near a nanostructured surface. J. Colloid

Interface Sci. 2006; 296: 374–376.

Поведение клеток на базальных мембранах, «имитируемых» матрицами 325



12.1. Введение

Живые клетки и целые организмы построены из наномасштабных молекуляр-

ных компонентов, которые формируются в результате сложных процессов

иерархической самосборки. В прошлом биологи уделяли основное внимание

анализу состава и структуры отдельных биохимических структур, однако сей-

час очевидно, что важнейшие свойства живых клеток (включая их способности

к изменению формы, перемещению и росту) зависят не только от состава, но

и от архитектуры биологических объектов.

В последнее время интенсивно изучаются пространственное расположение

молекулярных компонентов и способы образования структур со специализиро-

ванными формами и биохимическими свойствами [1, 2]. Сказанное относится к

биологическим системам различных масштабов: от сочетания нескольких мо-

лекул (объединяющихся для формирования отдельного фермента) до целой

клетки, где разные виды многомолекулярных волокон, пучков и трубочек обра-

зуют молекулярную «рамку» клетки — цитоскелет.

Известно, что некоторые волокна цитоскелета ответственны за возникнове-

ние механических (например, стягивающих) сил, подобных действующим в

мышечных волокнах за счет скольжения молекул актомиозина. Из этого следу-

ет, что для сохранения формы клетки все остальные части цитоскелета оказыва-

ют физическое сопротивление этим силам (как и любым другим внешним меха-

ническим нагрузкам). В то же время для реакции на внутренние и внешние

напряжения клетки должны обладать собственными механизмами, позволяю-

щими перестраивать внутреннюю структуру, т. е. удалять ненужные компонен-

ты и включать новые. Способность преобразовывать внешние механические

сигналы в биохимические реакции (и наоборот) представляет собой одну из

форм так называемой механотрансдукции — одного из фундаментальных

свойств материалов, составляющих живые организмы [3]. Если бы ученые по-

няли взаимосвязь между механическими и химическими сигналами на нано-

масштабном уровне, то это произвело бы подлинную революцию в биохимии,

так как позволило бы создавать многофункциональные биомиметические

структуры, имитирующие характеристики живых тканей.

ГЛАВА 12

ФОКАЛЬНЫЕ АДГЕЗИИ И САМОСБОРКА

НАНОМАСШТАБНЫХМЕХАНОХИМИЧЕСКИХ

МАШИНДЛЯ УПРАВЛЕНИЯ РАБОТОЙ КЛЕТОК

Танмей Леле, Дональд Е. Ингбер

Перевод с англ. А. Хачояна.



Еще одной ключевой особенностью живых организмов, позволяющей им

легко преобразовывать механическую и химическую энергию из одной формы

в другую, является наличие в клетках множества структурных каркасов, выпол-

няющих биохимические функции. Столь сложная форма метаболизма давно

получила название «биохимия твердого состояния вещества» или «биохимия

твердого тела» [2]. В результате такого преобразования действующее на по-

верхности клетки механическое напряжение передается на внутренний цито-

скелет, а затем изменяет биохимическую активность клеточных органелл, реа-

гирующих на нагрузку. Триггером, т. е. механизмом запуска биохимического

сигнала (требуемой последовательности реакций), в данном случае служит не-

которое изменение формы молекул, обусловленное механическим воздействи-

ем. Изменение формы, в свою очередь, приводит к изменению биофизических

параметров клетки, а именно — химического сродства при молекулярном свя-

зывании, скоростей пропускания или задержки соединений в ионных каналах

и т. п. [4]. Таким образом, для понимания механизмов действия биологических

наноструктур и имитации их функционирования в проектируемых искусствен-

ных материалах нам необходимо понять способ создания и организации макро-

молекулярных каркасов, несущих основные структурные и биохимические

функции. Отдельной проблемой является выяснение механизмов трансдукции

механических и химических сигналов в нанометрическом масштабе.

В этой главе основное внимание уделяется специализированным клеточным

структурам, с помощью которых происходит точечное прикрепление клеток,

известное под названием «фокальные адгезии». Такие комплексы—пример са-

моорганизующихся наноструктур с большим числом функций. Они вызывают

повышенный интерес из-за формирования физических «мостов», передающих

усилия от воспринимающих внешние нагрузки каркасов внеклеточных мем-

бран (ВКМ) к внутриклеточному цитоскелету за счет взаимодействий с рецеп-

торами из трансмембранного интегрина [5–7]. Эти многомолекулярные связи

создают механизм передачи механических напряжений от молекул ВКМ к бел-

кам на сайтах внутриклеточной фокальной адгезии, которые закрепляются ак-

тином цитоскелета [6]. Кроме того, макромолекулярные каркасы обеспечивают

усиление или ослабление фокальной адгезии, когда приложенные к молекулам

интегрина механические напряжения возрастают или уменьшаются [8]. Внутри

данных каркасов сконцентрировано большое число разнообразных молекул,

трансдуцирующих сигналы [9, 10].

Таким образом, фокальная адгезия представляет собой основной сайт для

внутриклеточных механохимических преобразований, и динамическая сборка

структур принципиально важна для понимания поведения клеток, включая их

рост, дифференциацию имиграцию. В этой главе будут изложены основные по-

ложения и концепции биохимии твердого состояния, макромолекулярной сбор-

ки веществ, клеточной механотрансдукции, механического регулирования

и контроля поведения клеток путем фокальной адгезии. Мы также обсудим не-

которые проблемы использования вышеперечисленных концепций для проек-

тирования и создания биоматериалов.

Фокальные адгезии и самосборка наномасштабных механохимических машин 327



12.2. Биохимия твердого состояния

при фокальной адгезии

Традиционно считалось, что триггером многих процессов, характерных для

поведения клеток, служит появление в среде гормонов или факторов роста, ко-

торые, взаимодействуя с рецепторами на клеточной поверхности, меняют ее

конфигурацию. Изменение формы молекулы приводит к определенной после-

довательности биохимических реакций (сигнальная трансдукция), управляю-

щих поведением клеток. Однако за последнее десятилетие выяснилось, что

многие из модулирующих сигнальную трансдукцию молекул вообще не при-

сутствуют внутри цитоплазмы или липидного бислоя, а начинают функциони-

ровать лишь после физического отделения, т. е. прикрепления к нераствори-

мым молекулярным каркасам, находящимся внутри цитоплазмы и ядра [11].

Процесс биохимической передачи сигналов в этом случае происходит путем

взаимодействий между несколькими макромолекулярными составляющими в

составе самособирающихся мультимолекулярных каркасов. Есть и более высо-

кий уровень сложности поведения описываемых структур, так как выяснилось,

что образующие нерастворимые каркасы мультипротеиновые комплексы сами

находятся в состоянии постоянной сборки или разборки. Это создает дополни-

тельные возможности управления, поскольку сборка комплексов может регу-

лироваться внешними физическими воздействиями, например приложением

механических напряжений [12, 13]. То есть фокальная адгезия выступает в

качестве примера нерастворимых, многомолекулярных и механохимических

образований или каркасов, служащих агентами-посредниками при распростра-

нении, сокращении и миграции ВКМ на поверхности подложки.

Клетка прикрепляется к ВКМ только в нескольких точках. При этом сборка

адгезии в системе клетка–подложка (субстрат) происходит лишь в том месте,

где рецепторы трансмембранного интегрина связывают молекулы ВКМ (фиб-

ронектин, ламинин, витронектин и коллагены разных типов) с внешним окру-

жением и кластером внутри наружной мембраны [7]. В результате на внутрен-

ней поверхности кластеризованных интегринов должны одновременно

находиться различные молекулы, включая требуемые для фокальной адгезии

каркаса белки (талин, винкулин, �-актинин, паксиллин, зилин и филамин), ко-

торые физически связывают интегрины с напряженными микроволокнами ак-

тина, в результате чего происходит механическое прикрепление ВКМ к цито-

скелету (рис. 12.1, см. цв. вклейку). На цитоскелете находятся и другие белки,

соединения и структуры, необходимые для формирования фокальной адгезии,

в число которых входят участвующие в процессах трансдукции различные сиг-

нальные молекулы: аминокислоты (тирозин, серин и треонин), протеинфосфа-

тазы, G-протеины и рецепторы факторов роста [14, 15]. В настоящее время точ-

но установлено, что центры фокальной адгезии — весьма сложные

макромолекулярные образования, состоящие из 50 и более различных белков

[10]. При этом каждый из них несет собственную, уникальную функцию в со-

здании центра адгезии, обеспечивая связывание на поверхности раздела клетки
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и ВКМ и протекание биохимических реакций, с помощью которых регули-

руется поведение клетки.

Подробные структурные исследования строения центров фокальной адге-

зии показали, что их характерная толщина составляет примерно 60 нм, а пло-

щадь (в плоскости, параллельной субстрату ВКМ) — несколько квадратных

микрометров [16]. Методом двухфотонной микроскопии с зондами в виде флу-

оресцентных мембран было показано, что на клеточных мембранах существу-

ют отдельные упорядоченные участки, которые, в свою очередь, могут влиять

на структуру ассоциированных липидных слоев [17]. Центры адгезии могут из-

менять форму и размеры внутри одной и той же клетки, поскольку они

способны постоянно образовываться, созревать и разрушаться [18].

Сформировавшийся центр фокальной адгезии завершает сложный процесс,

начинающийся с образования очень маленьких, точечных адгезий («фокальных

комплексов») на ведущем крае подвижной клетки [18], химический состав ко-

торых заметно отличается от состава зрелых центров фокальной адгезии [14].

Зарождающиеся центры адгезии характеризуются очень низкой концентрацией

�-актинина, винкулина, паксиллина, FAC и VASP, в них также отсутствует зи-

лин, большие количества которого характерны для зрелых центров [14]. Боль-

шинство зарождающихся центров затем разрушается, однако некоторые из них,

постепенно увеличиваясь в размерах, превращаются в зрелые центры фокаль-

ной адгезии. Для рассматриваемых нами проблем особенно важно, что их обра-

зование может зависеть от приложенных в точке контакта внешних механичес-

ких напряжений [14].

Воздействие длительных и противоположно направленных растягивающих

напряжений внутри клетки приводит к преобразованию и сдвигу в направлении

ядра некоторых фокальных центров адгезии, в результате возникают линейные

структурные образования, называемые «фибриллярные адгезии» [19]. В отли-

чие от упоминавшихся выше фокальных адгезий и фокальных комплексов (рас-

полагающихся по периферии клеток) фибриллярные адгезии (или «якоря») на-

ходятся в центре клеток. Данные центры обычно обогащены альфа5-бета1

интегрином, что отличает их от фокальных адгезий, для которых характерно

присутствие интегрина альфа5/бета-3 [20]. Кроме того, в фибриллярных адге-

зиях наблюдается повышенное (по сравнению с фокальными) содержание тен-

зина и низкий уровень фосфотирозина [20]. Перечисленные формы адгезий

(фокальные комплексы, фокальные адгезии и фибриллярные адгезии) различа-

ются не только по форме, размерам и субклеточной локализации, но и по моле-

кулярному составу.

12.3. Фокальные адгезии

в качестве машины механотрансдукции

Фокальные адгезии играют роль своеобразных мостов или центров связи меж-

ду ВКМ, интегринами и сократительными актинами цитоскелета и в этом ка-

честве именно они обеспечивают предпочтительные маршруты преобразова-
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ния механических усилий при прохождении через поверхность клеток [6]. Их

роль проявляется двояко: при передаче внутренних, вытягивающих усилий

(от цитоскелета к субстрату ВКМ), и при передаче внешних механических уси-

лий в обратном направлении, т. е. к цитоскелету и клеточному ядру [21].

Заметим, что фокальная адгезия не просто пассивный проводник физичес-

ких воздействий через молекулы сигнальной трансдукции — она может изме-

нять собственную структуру в зависимости от величины прилагаемых нагрузок

[22, 23]. Например, было обнаружено, что для неподвижных (закрепленных)

клеток существует прямая корреляция между площадью фокальной адгезии

и величиной вытягивающих нагрузок, возникающих в центрах контакта с суб-

стратом [24, 25]. В исследованиях, где вытягивающие усилия в микроволокнах

искусственно ослаблялись (за счет использования ингибиторов сократимости

миозина II), было обнаружено зависящее от времени разрушение уже сущест-

вующих фокальных адгезий и прекращение формирования новых [26, 27].

Опыты с поверхностным слоем клеток показали, что приложение жидкостных

сдвиговых напряжений к верхушечной (апикальной) части клеток, а также при-

ложение механических напряжений ко всему клеточному объему вызывает пе-

рестройку фокальных адгезий на подложке. Это происходит вследствие вызы-

ваемой напряжениями активации дополнительных интегриновых рецепторов

[28, 29]. С другой стороны, создание (с использованием специальных микропи-

петок) жидкостных сдвиговых напряжений в апикальной части клеток может

индуцировать формирование адгезий в основании клетки по механизму, не

связанному с сократимостью миозина II [8]. Во многих работах сделано пред-

положение, что передача напряжений в системах описываемого типа проис-

ходит через цитоскелет [5, 6, 21, 30–33].

При выращивании клеток на ВКМ различной жесткости обнаружили, что

размер фокальных адгезий на мягких подложках меньше, чем на жестких.

Исследователи объясняли этот факт возникновением меньших по величине

вытягивающих усилий на более мягких внутриклеточных матриксах [34]. При-

веденные выше экспериментальные данные подтверждают гипотезу о возмож-

ности управления сборкой фокальных адгезий за счет направленного прило-

жения внешних механических нагрузок.

Возможность контроля состава и концентрации макромолекул внутри фо-

кальных адгезий изучалась во многих работах с использованием ряда методик:

от простого приложения внешних нагрузок до изменения химического срод-

ства лигандов ВКМ [35], ее механических свойств [36], распределения нано-

масштабных лигандов и топологии подложки [37, 38]. На сборку фокальных ад-

гезий также влияет растворение при распространении сигналов, включая

внеклеточно регулируемую киназой сигнализацию, управляющую ростом кле-

ток [39]. Многие сигнальные цепочки клеточных реакций «запускаются» лиги-

рованием (химическим связыванием) интегрина, в результате в клетках изменя-

ются процессы формообразования, экспрессия генов, дифференциация

и апоптоз [39–45]. При этом другие важные особенности клеток (рост, подвиж-

ность, факторы выживания) продолжают зависеть от способности интегринов
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трансдуцировать механические сигналы через мембраны и образовывать фо-

кальные адгезии. Например, было обнаружено, что передача усилия к фокаль-

ной адгезии происходит через связи интегрина с цитоскелетом, которые вызы-

вают множество реакций отклика, в том числе включение сигнальной системы

cAMP [46, 47]. Оказалось, что приток ионов Ca
2+
внутрь клеток (через чувстви-

тельные к механическим нагрузкам ионные каналы) приводит к различным

процессам: перестройке цитоскелета [48], изменению формы клеток [49, 50]

и морфологии клеточных ядер [21]. Два последних явления одинаково значимы

для развития клетки, ее роста, дифференциации, сократительной способности,

подвижности, а также сохранения растворимых цитокинов и гормонов [51–56].

Таким образом, фокальные адгезии представляют собой некие наномасштаб-

ные механохимические устройства, которые могут осуществлять трансдукцию

прилагаемых к клетке механических нагрузок и превращение их во внутримо-

лекулярные биохимические сигнальные реакции. Эта способность позволяет

фокальным адгезиям одновременно регулировать физические и химические па-

раметры физиологии клеток на уровне ВКМ.

12.4. Влияние механических воздействий на процессы

связывания в фокальных адгезиях

Основной вопрос исследований в данной области заключается в том, каким об-

разом механические силы могут регулировать процессы сборки сложных нано-

масштабных комплексов, т. е. чем являются центры связывания или фокальные

адгезии. Единственный разумный механизм основан на предположении, что

прилагаемые силы способны изменять конформацию макромолекул [57, 58]

и обнаруживать так называемые скрытые сайты связывания, способствуя тем

самым появлению необходимых связывающих реагентов. Например, с исполь-

зованием для регистрации конформационных изменений белков методики

FRET (резонансный перенос энергии флуоресценции), было показано, что ме-

ханические нагрузки локализуются на ВКМмакромолекул, вызывая их самоор-

ганизацию (фиброгенез фибронектинов), происходящую вне клеток [59, 61].

Путем компьютерного моделирования была изучена возможность протекания

аналогичных процессов в фокальных адгезиях внутри клеток [57, 58].

С другой стороны, изменение конформации молекул при действии физичес-

ких нагрузок может быть обусловлено кинетикой адгезионного связывания.

Предполагается, что приложение силы приводит к нарушению равновесия меж-

ду связанными и несвязанными протеинами, влекущее за собой наблюдаемые из-

менения размеров и плотности фокальной адгезии. Данная теория частично опи-

рается на результаты более ранних работ по механическому управлению

биохимическими процессами, где предполагалось, что константа скорости дис-

социации kOFF для рецепторов в комплексе лиганд–рецептор экспоненциально

возрастает по мере увеличения механических нагрузок. Это было эксперимен-

тально доказано для адгезионных взаимодействий между нейрофилами при
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сдвиге: в предельных состояниях они на очень короткое время способны связы-

ваться с покрытыми Р-селектином подложками [62]. Некоторые лиганд-рецеп-

торные связи легко разрушаются при возрастании нагрузки (их даже называют

«скользящие связи»), в то же время другие связи при увеличении нагрузки укреп-

ляются — их именуют «захватывающие связи» [63, 65]. Доказательства сущес-

твования «захватывающих» химических связей были получены путем использо-

вания атомно-силовой микроскопии при изучении взаимодействия между

свободным Р-селектином и Р-селектином с лиганд-1 гликопротеином [65].

Авторы этой главы занимались экспериментальным подтверждением гипоте-

зы, в соответствии с которой механические нагрузки могут изменять кинетику

связывания белков фокальных адгезий внутриживых клеток [12, 66]. Они приме-

нили метод FRAP (восстановление флуоресценции после фотообесцвечивания)

для определения локализованных в адгезиях GFP-меченых белков (винкулина и

зилина). Принцип действия FRAP основан на том, что на молекулы, располагаю-

щиеся на небольших участках изучаемых систем (поверхность мембраны, цито-

плазмы или ядра), наносятся флуоресцентные метки, светящиеся при облучении

короткими лазерными импульсами. Используя соответствующую длину волны,

можно «обесцветить» все молекулы, подвергнутые воздействию лазера, не затра-

гивая при этом их внутренней структуры и функций [67]. Такая методика позво-

ляет получать последовательные изображения флуоресцирующих поверхностей

и измерять, например, скорость перераспределения остающихся флуоресциро-

вать молекул в цитоплазме или перемещение молекул на каркасах фокальных ад-

гезий.

Авторам удалось показать, что измерение методом FRAP скорости восста-

новления зилина и винкулина не связано со скоростью молекулярной диффу-

зии, так что при некоторых условиях нормированное восстановление FRAP

можно использовать для оценки величины константы kOFF (см. выше) отдель-

ных белков внутри живых клеток.

Путем измерений было показано, что время восстановления зилина и винку-

лина внутри фокальных адгезий в живых капиллярных клетках эпителия со-

ставляет несколько секунд (рис. 12.2) [66]. Для регистрации прилагаемых

к данным адгезиям нагрузок исследователи либо химически ингибировали свя-

занное с актомиозином напряжение (применяя соответствующие фармакологи-

ческие препараты), либо физически ограничивали отдельные напряженные во-

локна тщательно сфокусированным излучением фемтосекундного лазера,

которое выжигало целевые клеточные структуры (размеры области облучения

~ 300 нм) [68, 69]. Разрыв напряженных волокон приводил к сокращению их

концов (рис. 12.3) и дальнейшей релаксации стягивающих напряжений на цент-

рах адгезии, соединяющих клетку с подложкой [70].

Используя описанную методику (ее иногда называют «лазерная хирургия»),

ученым удалось разрывать отдельные внутриклеточные стрессорные волокна

и непосредственно измерять параметры диссипации напряжений на отдельных

фокальных адгезиях. При изучении кинетики связывания зилина и винкулина

методом FRAP было также обнаружено, что константа скорости реакции диссо-
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Рис. 12.2. Изученное методом FRAP ускорение восстановления зилина в живых

клетках при диссипации напряжений. Снимки в ряду (а) представляют изображения

отдельной фокальной адгезии, содержащей GFP-зилин. Метод FRAP позволяет оце-

нить содержание GFP-зилина в разные моменты времени. Крайний снимок слева от-

носится к адгезии в исходном состоянии, три следующих — к моментам времени 0,

12 и 40 с после начала процесса. Воздействие заключается в том, что очень неболь-

шой круговой участок (площадь < 1 мкм
2
) фотообесцвечивается мощным лазерным

импульсом (с длиной волны излучения 488 нм), создаваемым лазерным сканирую-

щим конфокальном флуоресцентном микроскопом типа Zeiss LMS 510 meta (отме-

тим, что флуоресцентное окрашивание после импульса обесцвечивания восстанав-

ливается); б — на кривых показаны зависимости от времени интенсивности

флуоресценции GFP-зилина на контрольном образце (светлые кружки) и число кле-

ток, в которых происходит диссипация напряжений (темные треугольники). Сплош-

ные кривые соответствуют стандартнымподгоночным кривым для релаксации в виде

функции [1 – exp (– kOFF t )], где значение константы kOFF оценивалось по методу наи-

меньших квадратов. Подробности эксперимента можно найти в работе [82]



циации kOFF для зилина возрастает с уменьшением напряжений, что отражено

на кривых скорости восстановления флуоресценции (рис. 12.2, б) [66]. Инте-

ресно, что константа скорости реакции диссоциации kOFF для винкулина (лока-

лизованного вместе с зилином в одних и тех же адгезионных центрах) не изме-

няется [66]. Таким образом, эффективная константа скорости диссоциации

интересующих нас белков определяется взаимодействиями между обес-

цвечиваемой флуоресцентной молекулой и молекулами, с которыми она взаи-

модействует. Следовательно, сборка некоторых адгезионных белков может ре-

гулироваться механическими нагрузками, способными изменять кинетику

связывания участвующих в сборке молекул. Важно и то, что измеренные изме-

нения константы скорости диссоциации зилина позволяют предсказать общие

зависимости констант скоростей от напряжений в течение довольно длительно-

го времени удаления зилина из фокальной адгезии. Возможность измерения

констант скоростей — интересный инструмент для построения системных мо-

делей динамической сборки фокальных адгезий.
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Рис. 12.3. Диссипации напряжений в живой клетке после механического разруше-

ния в ней отдельного напряженного волокна, осуществляемого так называемой ла-

зерной хирургией. На снимках, полученных сканирующимфлуоресцентным микрос-

копом, белой стрелкой показано отдельное волокно выделяющей YFP-актин живой

клетки эндотелия до (вверху) и через 5 с после воздействия (внизу) мощного импульса

света, разрушающего его. В экспериментах применялся лазер Ti/сапфир с длиной

волны излучения 790 нм. Подробности эксперимента можно найти в работе [70]



12.5. Фокальные адгезии в роли

многофункционального биоматериала

Хотя биологи привыкли рассматривать фокальные адгезии в качестве сложных

и многомолекулярных сигнальных комплексов (или даже механотрансдук-

ционных органелл), в действительности данные объекты — новый тип биоло-

гических материалов, свойства которых определяются их функциональностью

(речь идет о фиксации клеток на поверхности), что требует особого химическо-

го состава компонентов. Необходимо заметить, что фокальные адгезии по мно-

гим свойствам очень отличаются от искусственных биоматериалов.

Во-первых, фокальные адгезии могут динамически собираться и разбирать-

ся под воздействием прилагаемых нагрузок. Этот процесс может быть вызван

биохимически (запуском сигнальных реакций), причем после протекания реак-

ций и окончания сборки наблюдается биохимическая генерация клетками не-

ких растягивающих нагрузок [8].

Во-вторых, фокальные адгезии выступают в роли посредника в процессах

механохимической трансдукции, что является следствием их способности к из-

менению конфигурации макромолекул и кинетики их связывания в ходе иммо-

билизации клетки на поверхности под действием физических сил. Кстати, тот

же закрепляющий комплекс способен создавать механохимические модифика-

ции в строении фокальной адгезии и изменять уровень нагрузок, передаваемых

через цитоскелет к ВКМ и соседним клеткам. Следовательно, биохимические

сигналы способны каким-то образом влиять на движение и сокращение клеток.

Важно и то, что фокальные адгезии также выступают посредниками в ходе

преобразования механической энергии в электрическую. Это может происхо-

дить за счет зависящей от прилагаемой нагрузки активации ионных каналов

клеточных мембран, так как изменения нагрузки, по-видимому, влияют на ак-

тивность связанных с мембранами интегринов [71–73]. Возможна и обратная

зависимость, т. е. электрические сигналы воздействуют на клеточные функции,

процессы сборки и передачу биохимических сигнальных реакций через фо-

кальные адгезии. Данное воздействие может происходить за счет изменений

регулируемых внешними силами ионных потоков через клеточные мембраны.

Можно также сказать, что фокальная адгезия — это центр объединения раз-

личных химических сигналов, передающихся связанными, растворимыми или

нерастворимыми молекулами к располагающимся на поверхности клеток сиг-

нальным рецепторам. При этом сигналы от лигирования и кластеризации по-

верхностных рецепторов растворимыми факторами роста (FGF, PDGF) приво-

дят к изменению обмена Na
+
/H

+
или модификации липидов инозитола, т. е.

клетка каким-то образом отличает эти сигналы от сигналов, возникающих при

связывании интегрина с нерастворимыми молекулами ВКМ независимо от на-

грузки.

В целом поведение клетки регулируется совокупностью поступающих сигна-

лов, в процессе их интеграции участвуют ферменты и субстраты, роль которых

заключается в закреплении основы цитоскелета в фокальной адгезии [74–78].
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В заключение хотелось бы отметить, что фокальные адгезии — замечатель-

ный биоматериал, способный одновременно воспринимать, объединять и обра-

батывать поступающие сигналы, а также управлять ответными реакциями.

Этот материал позволяет клеткам объединять поступающую информацию, а за-

тем изменять свою собственную структуру, усиливая или ослабляя активность

некоторых функций в соответствии с условиями окружения. Такие функцио-

нальные особенности адгезий уникальны для живых организмов, а их имита-

ция — цель разработок, связанных с созданием новых биоматериалов.

12.6. Заключение

Регулирование механических характеристик биоматериалов за счет управления

поведением отдельных клеток является стратегическим направлением ткане-

вой инженерии [34]. Возможные практические приложения таких исследова-

ний простираются от управления «переключением» стволовых клеток и созда-

ния мышечных тканей in vitro до управления дифференциацией нейронов

[79–81]. Очень интересные перспективы открывает предпочтительное присое-

динение клеток к поверхностям, особенности которых напоминают механичес-

кое окружение клеток in vivo. Так, способность клеток воспринимать степень

жесткости подложки тесно связана с взаимодействиями в системе ВКМ–цито-

скелет внутри фокальных адгезий. Проблема сборки последних в живых клет-

ках является центральной для решения многих важных задач современной

медицины, включая терапию, технологическую разработку клеточных интер-

фейсов и проектирование новых биоматериалов для тканевой инженерии.

Супрамолекулярная самосборка структур, подобных фокальным адгезиям,

является универсальной особенностью живого. Известно, что столь сложные

комплексы с большим числом разнообразных белков формируются через пере-

ходные связывающие взаимодействия между молекулярными компонентами.

При этом механические силы (внутренние, возникающие в актине цитоскелета,

или внешние, передаваемые к клеткам через микроокружение) могут участво-

вать в управлении связывающими взаимодействиями и, следовательно, контро-

лировать общий процесс сборки. Известно также, что формирование центров

адгезии тесно связано с внутриклеточными сигналами (последовательностями

сигнальных реакций), «руководящими» основными этапами развития клетки

(дифференциацией, ростом и апоптозом). Из сказанного легко осознать высо-

кую актуальность для биологии и медицины проблемы изучения процессов

сборки фокальных адгезий с учетом наблюдаемого эффекта механохимической

конверсии энергии. Эта проблема касается нескольких научных дисциплин,

поэтому полное понимание механизмов образования адгезий может быть дос-

тигнуто лишь на основе междисциплинарных исследований, накопления экспе-

риментальных данных, а также применения методов молекулярного моделиро-

вания, позволяющих предсказывать возможные изменения конформаций

участвующих в сборке белков при механических нагрузках. В этом контексте
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огромную ценность приобретают методы изучения клеток in vitro, которые поз-

воляют точно измерять кинетические параметры связывания белков.

Основная цель будущих исследований состоит не только в определении пу-

тей передачи механических нагрузок отдельным молекулам или группам моле-

кул внутри фокальных адгезий, но и их участии в самосборке адгезии посред-

ством изменения структуры химических связей. Для решения этих задач

необходимо дальнейшее развитие экспериментальных методик (FRAP, FRET

и лазерной хирургии), что позволит понять влияние прилагаемых к интегринам

и цитоскелету сил на изменение активности биологических молекул и связан-

ных с цитоскелетом ферментов.

Изучение фокальных адгезий может стать основой дизайна нового поколе-

ния так называемых умных биоматериалов, способных к самосборке из различ-

ных молекулярных компонентов. При этом скорость сборки вещества может

регулироваться не только физическими и биохимическими методами, но и пу-

тем преобразования механической и химической энергий. Разработав такие ме-

тодики проектирования материалов, можно в будущем перейти к промышлен-

ному производству многофункциональных структур, способных одновременно

воспринимать информацию от окружающей среды, обрабатывать ее и откли-

каться соответствующим образом. Способные к реакции на окружающие усло-

вия «умные» материалы, конечно, найдут множество практических примене-

ний в разных областях—от тканевой инженерии до создания биокомпьютеров.

Сейчас трудно предсказать время создания первых искусственных самоор-

ганизующихся систем или «машин механохимической трансдукции». Для

успеха исследований в этом направлении необходимо значительно усовершен-

ствовать и развить существующие нанотехнологические методики и разобрать-

ся в механизмах молекулярной сборки, однако представляется очевидным, что

рассмотренные выше фокальные адгезии — исключительно интересная мо-

дель, свойства которой мы должны научиться воссоздавать и копировать.
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13.1. Введение

РНК и ДНК являются основными генетическими компонентами клеточного ап-

парата, с помощью которых передается поток информации, необходимый для

нормального функционирования клетки. Однако при различных заболеваниях

нередко происходит сбой в интерпретации этой информации, что приводит к

нарушению функционирования клеток. Анализ генома человека позволил

идентифицировать ряд генов, участвующих в развитии заболеваний. Это от-

крыло новые возможности в лечении болезней с помощью метода генной тера-

пии (замены дефектного гена или изменения экспрессии гена путем введения

другого генетического материала в клетки организма). Введение чужеродной

ДНК или РНК в клетку называют трансфекцией. В настоящее время трансфек-

ция представляет собой обычный лабораторный метод, позволяющий изучать

функции генов, изменять их экспрессию, производить биохимическое картиро-

вание или анализ мутаций. Таким образом, теперь стало возможным контроли-

ровать поведение клетки с помощью трансфекции. В этой главе мы обсудим

возможности изменения поведения клеток с помощью введения в них ДНК или

РНК, практическое применение такого подхода, а также новые терапевтичес-

кие методы, основанные на трансфекции.

13.2. Методы трансфекции

Полинуклеотидные молекулы (ДНК или РНК) представляют собой длинные

гидрофильные макромолекулы, имеющие общий отрицательный заряд. Эти мо-

лекулы очень лабильны в биологических средах и плохо проникают через био-

логические мембраны. Таким образом, для их переноса требуются эффек-

тивные и безопасные векторные системы. Обычно методы трансфекции

подразделяют на методы с использованием вирусных векторов (ретровирусов,

аденоассоциированных вирусов или лентивирусов), химические методы

(с участием полимеров или липидов), а также физические методы (электропо-

рация, микроинъекции, тепловой шок). Системы на основе вирусов подразуме-

вают использование генетически измененных ретровирусов, аденовирусов,
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аденоассоциированных вирусов (ААВ) или других вирусов для переноса гене-

тической информации. Вирусы способны с высокой эффективностью достав-

лять в клетки чужеродный генетический материал, однако вероятность возник-

новения сильного иммунного ответа (в случае аденовирусов) и риск

инсерционного мутагенеза (для ретровирусных векторов [1]) вызывают актив-

ные дискуссии относительно безопасности применения подобных систем для

проведения генной терапии. Таким образом, в настоящее время ведутся иссле-

дования, направленные на создание более подходящих векторных систем для

трансфекции клеток, которые обладали бы меньшей инвазивностью (большей

безопасностью) и высокой эффективностью. Эти исследования привели к появ-

лению невирусных векторов для доставки генетического материала.

К невирусным методам переноса относятся векторы на основе наночастиц,

липосом и комплексов с катионными липидами (липоплексы) или с полимера-

ми (полиплексы), а также механические методы: электропорация или инъекция

плазмид с помощью микрошприцев, особенно для переноса генетического ма-

териала через кожу. Полимерные наночастицы для доставки генов можно полу-

чить простой конденсацией полинуклеотидов (ДНК, РНК) с полимерами:

поли-L-лизином (ПЛ), полиэтиленимином (ПЭИ), полиамидамином или поли-

имидазолами; включением ДНК в полимерную матрицу из полиэтиленоксида,

полимолочной кислоты (ПМК), сополимера молочной и гликолевой кислот

(ПМГК) или полиалкилцианоакрилатов; образованием комплексов между ДНК

и поверхностью готовых полимерных наночастиц с привитыми катионными

ПАВ или полисахаридами. Это три основных типа полимерных наночастиц, ко-

торые используют для изучения возможностей трансфекции клеток генетичес-

ким материалом (ДНК/РНК) [2]. Включение ДНК в наночастицы путем конден-

сации, инкапсулирования или комплексообразования приводит к получению

систем с совершенно разными свойствами и трансфецирующей активностью,

что позволяет использовать их для различных целей. Эти отличия возникают,

главным образом, из-за несоответствия между основными химическими свой-

ствами полимеров и методом приготовления наночастиц. Катионные поли-

меры, такие как ПЛ и ПЭИ, способные эффективно уплотнять ДНК, часто

непригодны для применения in vivo из-за цитотоксичности, невозможности раз-

ложения в биологических системах и способности агрегировать в физиологи-

ческих условиях. Напротив, наночастицы, приготовленные из биоразлагаемых

полимеров, таких как ПМГК/ПМК, стабильны в кровотоке, но их трансфециру-

ющая активность значительно уступает соответствующей активности наночас-

тиц из катионных полимеров. Тем не менее, наночастицы из ПМГК/ПМК обла-

дают одним важным преимуществом, которым не следует пренебрегать,

а именно: они способны защищать и медленно высвобождать ДНК/РНК в клет-

ке, что обеспечивает поддержание в ней определенного уровня генетического

материала на протяжении длительного времени. Попытки синтезировать разла-

гаемые в биологических условиях катионные полимеры с низкой токсичностью

и высокой трансфецирующей активностью в конечном итоге должны привести

к созданию новых полимерных наночастиц для трансфекции. Кроме того,
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использование специфических лигандов помогает направлять полимерные на-

ночастицы к определенным клеткам-мишеням и преодолевать некоторые кле-

точные барьеры. Так, ядерная мембрана остается пока непреодолимым барье-

ром для проведения трансфекции ДНК. Использование пептидов, являющихся

сигналами ядерной локализации, и тканеспецифичных промоторов пока нахо-

дится лишь в стадии испытания, однако предварительные данные позволяют

надеяться на возможность улучшения ядерного транспорта ДНК. Метод элек-

тропорации основан на использовании электрического поля для создания не-

больших пор в клеточной мембране (электропор), что позволяет крупным заря-

женным молекуламДНКи РНК проникать в цитоплазму и в ядро клетки.Метод

генной пушки и микроинъекции также являются чрезвычайно эффективными

способами прямой доставки ДНК к специфической мишени. К ограничениям

этих методов относится небольшое количество трансфецируемых клеток

и участие высококвалификацированного исследователя.

13.3. Физические и биологические барьеры

Чтобы трансфекция прошла успешно и молекулы ДНК или РНК могли достичь

своей мишени в клетке, необходимо преодолеть несколько физических и био-

логических барьеров. Физический барьер для создания полимерной системы

доставки генов, которая пока представляет собой лишь идеалистическую пер-

спективу, состоит в том, что эта система должна сжимать молекулы ДНК/РНК

до такого размера, чтобы они смогли легко проникать в клетки, а также поддер-

живать их стабильность и биологическую активность.

После проникновения в клетку вектору необходимо преодолеть определен-

ные трудности, чтобы достичь цитоплазмы или ядра, и на каждом этапе про-

исходит потеря значительной части молекул ДНК/РНК. К этим трудностям

относятся поддержание физической и химической стабильности вектора в

культуральной среде или в системном кровотоке, связывание с клетками и ин-

тернализация клетками в результате эндоцитоза, внутриклеточный транспорт

и высвобождение ДНК/РНК в цитоплазму, перенос через цитоплазму к ядру

и проникновение ДНК в ядро [3]. Методы трансфекции ДНК и РНК можно раз-

делить на группы в зависимости от конечной локализации в клетке. Для экс-

прессии генов ДНК должна быть перенесена в ядро клетки, а РНК действует

в цитоплазме. Таким образом, векторы для переноса РНК могут быть устроены

несколько проще, чем те, что нужны для переноса ДНК.

Методы трансфекции сильно различаются по эффективности, которая от-

части зависит от взаимодействия вектора с клеточной мембраной и от его выс-

вобождения из эндосом [4]. Узнавание наночастиц клетками и их связывание с

клеточной мембраной могут усиливаться при использовании специфических

лигандов, способных связываться со специфическими рецепторами на клеточ-

ной мембране. Это взаимодействие не только способствует присоединению на-

ночастиц к поверхности клетки, но также усиливает интернализацию наночас-

тиц за счет опосредованного рецепторами эндоцитоза. Наиболее узким местом
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в использовании полимерных носителей для трансфекции является то, что пос-

ле эндоцитоза полимерные векторы могут остаться изолированными в эндосо-

мальном компартменте клеток. В процессе эволюции вирусы выработали весь-

ма эффективный механизм, позволяющий им покидать эндосомальный

компартмент и возвращаться в цитоплазму. Они имеют в своей оболочке так на-

зываемые фузогенные (т. е. способствующие слиянию) или разрывающие мем-

брану пептиды, которые позволяют вирусным частицам легко проникнуть в ци-

топлазму. Однако эффективность трансфекции клеток невирусными векторами

в значительной степени определяется способностью вектора уйти из эндосом.

Именно с этим связан активный поиск стратегий, позволяющих повысить веро-

ятность выхода невирусных полимерных векторов из эндосом с тем, чтобы по-

высить эффективность переноса генов. В исследованиях in vivo возникает еще

больше сложностей. Физико-химические свойства вектора имеют чрезвычайно

большое значение для их биораспределения, фармакокинетики и, следователь-

но, влияют на эффективность проводимого лечения [5]. Таким образом, для

создания подходящей системы переноса ДНК/РНК в клетки в системах in vivo

очень важно понять взаимосвязь между характеристиками вектора и фармако-

кинетикой его распределения.

13.4. Трансфекция клеток молекулами ДНК

Успешное введение ДНК в клетки в условиях in vitro является первым шагом

к проведению регуляции поведения клеток в нормальном состоянии и при забо-

левании. Однако возможности введения ДНК в клетки in vivo ограничены из-за

отсутствия безопасных и эффективных методов трансфекции генов. В этом раз-

деле мы рассмотрим возможности применения трансфекции в генной терапии,

тканевой инженерии, а также в качестве экспериментального инструмента

в функциональной геномике.

13.4.1. Генная терапия

Введение ДНК в клетки рассматривается в качестве способа влияния на поведе-

ние клеток через экспрессию недостающего или дефектного гена. Методы

трансфекции применяют с целью корректировки потери генов, ответственных

за подавление роста опухолей (р53), экспрессию клеточных рецепторов, про-

дукцию гормонов и ферментов, секрецию факторов роста, а также для ДНК-им-

мунизации. Генная терапия призвана лечить заболевания на генетическом

уровне путем изменения биологии клетки в терапевтических целях. Например,

при устранении генетического дефекта методом генной терапии может оказать-

ся необходимым поддерживать физиологическую концентрацию определенно-

го белка на протяжении длительного времени. В рамках генной терапии для

коррекции гормональной недостаточности нужно не только достичь нормаль-

ного уровня экспрессии гена, но и обеспечить физиологический импульсный

характер секреции гормона [6]. Общий биологический эффект активной проли-
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ферации клеток также является патологическим фактором в развитии некото-

рых заболеваний. Скорость и кинетические закономерности пролиферации

клеток при раке могут значительно отличаться от таковых при других пролифе-

ративных нарушениях, таких как рестеноз, и это необходимо учитывать при вы-

боре вектора для переноса генов. Было показано, что снижение числа пролифе-

рирующих клеток на 50% снижает на 90% разрастание неоинтимы у пациентов,

перенесших ангиопластическую операцию, что считается хорошим терапевти-

ческим результатом [7]. Таким образом, в результате трансфекции можно дос-

тичь клинически значимого ослабления роста неоинтимы. Напротив, для дости-

жения полной ремиссии у пациентов с диссеминированной формой рака

необходимо полностью уничтожить все раковые клетки.

В большинстве случаев особое внимание уделяют эффективности трансфек-

ции, однако, как показано ниже, при определенных заболеваниях даже низкий,

но постоянный уровень экспрессии гена может оказаться более эффективным.

Одним из подобных примеров является терапевтический ангиогенез, при кото-

ром требуется постоянный невысокий уровень экспрессии генов, кодирующих

факторы ангиогенеза (например, VEGF или FGF). Известно, что при высоком

уровне содержания ростовых факторов образуются сосуды с легко прони-

цаемыми стенками, которые являются нефункциональными и со временем

регрессируют. Таким образом оказывается, что постоянно низкий уровень экс-

прессии гена является более эффективным для формирования зрелых и функ-

циональных кровеносных сосудов [8].

Комплекс ДНК с ПЭИ использовали для доставки терапевтической ДНК,

олигонуклеотидов или РНК в рамках экспериментальной генной терапии

in vivo. Для доставки плазмидной ДНКможно использовать ПЭИ с любой моле-

кулярной массой, однако для переноса небольших молекул нуклеиновых кис-

лот, таких как РНК, лучше использовать комплексы с низкомолекулярным

ПЭИ [9]. Системное введение полиплексов, содержащих ПЭИ и ген опухолево-

го супрессора р53, один раз в три дня на протяжении трех недель при ортотопи-

ческой модели рака мочевого пузыря приводило к снижению размера опухоли

на 70%. При внутривенном введении соответствующих полиплексных ком-

плексов экспрессия репортерного гена в опухолевой ткани в 14 раз превышала

его экспрессию в легких [10]. Авторы этой работы объясняют предпочтитель-

ное накопление полиплексов в опухоли (по сравнению с легкими) и их низкую

цитотоксичность низким значением соотношения N/P. В этом случае полиплек-

сы имеют слабый положительный дзета-потенциал, что ослабляет их взаимо-

действие с белками сыворотки и делает полиплексы идеальным инструментом

для системной доставки гена к опухолевой ткани в условиях in vivo.

Линейный ПЭИ с молекулярной массой 22 кДа успешно применяли для пе-

реноса клонированного гена рецептора соматостатина типа 2 (sst2) в моделях

трансплантированного первичного и метастазирующего рака поджелудочной

железы у хомяков [11]. Пептид соматостатин подавляет пролиферацию клеток с

помощью нескольких подтипов поверхностных клеточных рецепторов: sst1,

sst2 и sst5. Было обнаружено, что при аденокарциноме поджелудочной железы
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у человека, а также в линиях панкреатических опухолевых клеток происходит

прекращение экспрессии гена sst2. Таким образом, коррекция дефицита гена

sst2 в панкреатических клетках может замедлить рост опухоли и сделать ее чув-

ствительной к лечению соматостатином. Линейный ПЭИ образовывал ком-

плекс с плазмидной ДНК, содержащей мышиный ген sst2. Комплексы ПЭИ

с ДНК с помощью инъекций вводили внутрь опухоли хомякам с модельным ра-

ком поджелудочной железы. Через шесть дней после введения комплексов

в опухоль в результате переноса гена sst2 in vivo отмечалось значительное

замедление роста первичной опухоли, а также уменьшение распространения

метастаз в печени.

Разлагаемые в биологических условиях наночастицы из ПМГК способны

поддерживать длительное высвобождение ДНК внутри клеток, обеспечивая тем

самым продолжительную экспрессию генов. Она особенно важна в том случае,

когда время полужизни экспрессируемого белка слишком коротко, а также при

необходимости постоянной доставки генетического материала для достижения

наилучшего терапевтического результата. Прабха и Лабхасетвар провели внут-

риклеточное высвобождение плазмидной ДНК из наночастиц ПМГК, способ-

ствующее поддержанию постоянного уровня ДНК в клетке. Этот результат мож-

но использовать для повышения экспрессии генов, что на количественном

уровне определяется по содержанию мРНК с помощью метода ПЦР с обратной

транскрипцией. Оказывается, наночастицы, содержащие генwt-p53, обеспечива-

ют более высокий уровень мРНК для р53, чем соответствующие липосомы, даже

через пять дней после трансфекции клеток рака молочной железы линии

MDA-MB-435S [12]. Поддержание уровня экспрессии р53 приводило к более

значимому и длительному торможению пролиферации клеток по сравнению

с теми же показателями при трансфекции клеток свободной плазмидой

(рис. 13.1). Коэн с соавторами доказали, что, хотя в условиях in vitro уровень

трансфекции наночастицами уступал уровню трансфекции липосомами, в усло-

виях in vivo уровень трансфекции наночастицами на один-два порядка превосхо-

дил соответствующий уровень для липосом через семь дней после внутримы-

шечного введения препаратов крысам [13]. Эти эксперименты показали

поддержание постоянного уровня экспрессии гена in vivo на протяжении 28 дней

после внутримышечного введения одной дозы в виде наночастиц.

Перенос ДНК в клетки, кроме того, является альтернативой иммунизации.

Хитозановые наночастицы рассматриваются в качестве потенциального носите-

ля для пероральной иммунизации, что связано со способностью хитозана связы-

ваться со слизистыми оболочками. После перорального приема хитозановые

наночастицы, содержащие ДНК, могут прикрепляться к эпителиюЖКТ и транс-

фецировать эпителиальные или иммунные клетки, присутствующие в ассоции-

рованной с кишечником лимфоидной ткани [14]. Исследования in vitro показали,

что хитозан способен стимулировать трансклеточный и параклеточный транс-

порт лекарственных препаратов через монослой эпителиальных клеток кишеч-

ника [15]. Рой с соавторами провели успешную иммунизацию с помощью перо-

рального введения генов, используя комплексы ДНК с хитозаном [16]. Мышам с
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индуцированной гиперчувствительностью к арахису перорально вводили хито-

зановые наночастицы, содержащие ДНК, и через четыре недели после первой

иммунизации определяли уровень сывороточных и секретируемых антител.

Было выявлено значительное различие уровня антител у мышей, получивших на-

ночастицы с препаратом, по сравнению с контрольными мышами или с живот-

ными, иммунизированными свободной ДНК. Эффективность экспрессии генов

при пероральном введении хитозановых наночастиц с ДНК анализировали с по-

мощью использования в той же модели гена lacZ. У мышей, получавших нано-

частицы, наблюдался более высокий уровень экспрессии гена в желудке и в тон-

кой кишке по сравнению смышами, получавшими свободнуюплазмиднуюДНК.

13.4.2. Тканевая инженерия

Индуцированная клетками регенерация тканей обычно производится с по-

мощью локальных внешних сигналов, способствующих пролиферации и диф-

ференцировке клеток. К таким сигналам относятся факторы роста, сигнальные

молекулы и молекулы внеклеточного матрикса. Для регенерации тканей про-

водят трансфекцию клеток плазмидной ДНК, содержащей различные факторы
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Рис. 13.1. Антипролиферативная активность наночастиц, содержащих ДНК wt-p53,

по сравнению с активностью свободной ДНКwt-p53 в клеткахMDA-MB-435S. Клет-

ки в 96-луночных планшетах (2500 клеток в лунке) инкубировали с наночастицами

(500 мкг/мл) или с эквивалентным количеством свободной ДНК (10,5 мкг/мл). В ка-

честве контрольных образцов использовали реакционную среду или наночастицы без

ДНК. За ростом клеток следили с помощью стандартного метода, заключающегося в

измерении поглощения, прямо пропорционального числу жизнеспособных клеток.

При включения ДНК в наночастицы наблюдалось повышение антипролиферативной

активности. На графике представлены усредненные результаты с учетом стандартно-

го отклонения (n = 6; p < 0,01 для точек, отмеченных звездочкой). Воспроизводится

в соответствии с работой [12] с разрешения авторов



роста [17–19]. Более жесткие требования к такому подходу предъявляются в тех

случаях, когда белки или факторы роста, необходимые для развития ткани, име-

ют малое время полужизни. Плазмидную ДНК, кодирующую фактор роста

фибробластов 4 (FGF4), в составе гидрогелевых микрочастиц из катионизиро-

ванного желатина вводили кроликам с модельной ишемией задних конечнос-

тей [20]. Трансфекция приводила к усилению ангиогенеза за счет усиления экс-

прессии FGF4 в месте инъекции по сравнению с инъекцией раствора

плазмидной ДНК. Образующиеся в результате трансфекции гена кровеносные

сосуды были полностью функциональными и физиологически зрелыми.

Еще одним интересным применением трансфекции клеток для тканевой ин-

женерии являются генетические изменения биологических функций стволовых

клеток. Терапия с помощью стволовых клеток имеет большое будущее, однако

часто стволовые клетки необходимо определенным образом модифицировать,

чтобы активировать специфическую биологическую функцию. Один из приме-

ров — использование эндотелиальных клеток-предшественников (ЭКП) в ка-

честве вектора для переноса ДНК, а также в качестве инструмента для тканевой

инженерии. ЭКП трансфецировали плазмидной ДНК, кодирующей ангиоген-

ный фактор адреномедуллин, которую включали в катионизированные микро-

частицы желатина. Затем трансфецированные ЭКП вводили крысам с легочной

гипертензией. ЭКП преимущественно направлялись к поврежденному

легочному эндотелию и восстанавливали его [21].

13.4.3. Функциональная геномика

Для анализа связи экспрессии гена с функциональным ответом клеток можно

использовать высокопроизводительную систему микрочипов. Этот подход так-

же применяют для скрининга больших наборов последовательностей-мишеней

для терапевтических нужд [22, 23]. В одном исследовании была проведена

трансфекция клеток коллагеном, смешанным с плазмидной ДНК, или вируса-

ми, несущими эту ДНК. Смесь коллагена с плазмидой наносили в виде точек на

стеклянные пластинки или в лунки и использовали для трансфекции клеток.

Чипы с трансфецированными клетками затем анализировали для выявления

клеточного ответа с помощью микроскопических или биохимических методов.

Методы трансфекции для такого исследования должны быть недороги и эффек-

тивны для широкого спектра первичных клеток и клеточных линий [24].

13.5. Трансфекция клеток молекулами РНК

Метод РНК-интерференции (РНКи) основан на том, что двунитевая РНК

(днРНК) может связываться с мРНК-мишенью и вызывать ее деградацию путем

использования эндогенной природы биологического пути и тем самым выклю-

чать экспрессию соответствующих генов. РНКи представляет собой вырабо-

танный в ходе эволюции консервативный механизм выключения генов. Файер

с соавторами первыми описали интерференцию РНК в клетках животных,
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а именно в нематоде C. elegans [25]. Позднее РНКи обнаружили и в клетках

млекопитающих [26]. В этом механизме в роли эффекторных молекул, направ-

ляющих деградацию мРНК, выступают небольшие (21–30 нуклеотидов) двуни-

тевые молекулы РНК, которые называют малыми интерферирующими РНК

(миРНК). Последовательность этих миРНК комплементарна последователь-

ности мРНК того белка, транскрипция которого должна быть остановлена. При

вхождении в клетку миРНК включаются в мультисубъединичный рибонуклео-

протеиновый комплекс, называемый РНК-индуцируемым комплексом сайлен-

синга (RISC), который связывается с мРНК и инициирует ее деградацию.

Малые интерферирующие РНКмогут входить в клетку при трансфекции хи-

мически синтезируемыми молекулами или образовываться внутри клеток в ре-

зультате ферментативного расщепления длинных двунитевых РНК. Синтез

миРНК позволяет точно контролировать их последовательность и чистоту

и вносить химические модификации, повышающие эффективность их дей-

ствия. Малые интерферирующие РНК и так называемые короткие шпилечные

РНК (кшРНК) могут образовываться в клетках в результате трансфекции кле-

ток плазмидной ДНК, несущей соответствующий транскрипт. Синтезируемые

химическим путем миРНК оказывают более слабое неспецифическое побочное

действие благодаря жесткому контролю уровня вводимой РНК. Длительность

выключения генов определяется скоростью деления клеток. Молекулы миРНК

имеют высочайший терапевтический потенциал благодаря малому размеру

и возможности проведения химических модификаций, позволяющих достичь

большей стабильности и эффективности.

Основу химической структуры эффективной миРНК составляет дуплекс РНК

длиной 19 пар нуклеотидов с выступающей последовательностью из двух нук-

леотидов на 3’-конце. Способность выключать гены зависит от последователь-

ности миРНК; были разработаны правила, позволяющие синтезировать эффек-

тивные миРНК [27]. В 2002 г. днРНК назвали «достижением года» [28]. Все это

указывает на важную роль интерференции РНК не только как исследователь-

ского инструмента, но и как нового подхода к лечению многих заболеваний.

13.5.1. Инструмент анализа функций генов

Метод интерференции РНК является мощным инструментом в «обратном гене-

тическом анализе», с помощью которого функцию гена определяют путем ее

выключения. Относительно недавно РНКи был применен к анализу генов

в клетках млекопитающих [29]. С помощью ретровирусных векторов можно

создавать библиотеки кшРНК, позволяющие выключать экспрессию генов мле-

копитающих. Интерференция РНК активно используется для изучения различ-

ных генов, связанных с раком, инфекционными заболеваниями и заболевания-

ми дыхательных путей. Один из таких экспериментов позволил выявить новые

гены, участвующие в остановке клеточного цикла, происходящей при наличии

р53 [30]. Изменяя количество экспрессирующейся в клетке миРНК, стало воз-

можным определить относительное содержание продукта гена, необходимое
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для протекания какого-либо процесса во временном и в пространственном из-

мерении [31]. Это расширило спектр экспериментов, которые можно произво-

дить на млекопитающих. Таким образом, выключение генов при помощи РНКи

в сочетании с данными геномных последовательностей может помочь в опреде-

лении функции любого гена, экспрессирующегося в клетке. Высокая эффектив-

ность выключения генов при низкой концентрации миРНК, высокая специфич-

ность и стабильность, а также низкая стоимость синтеза также являются

факторами, способствующими активному использованию миРНК в функцио-

нальной геномике [32]. В настоящее время для проведения анализа в культуре

тканей млекопитающих РНКи является наиболее предпочтительным методом

функциональной геномики.

Опосредованное миРНК выключение генов может быть надежным и ценным

методом для крупномасштабного скрининга функций генов и идентификации

мишеней новых лекарственных препаратов. При создании лекарственных препа-

ратов метод РНКи такжеможет использоваться для оценки специфичности и изу-

чения механизма действия нового химического соединения, прежде чем начнет-

ся его продвижение в качестве лекарственного препарата [33]. Кроме того,

с помощью РНКи получают трансгенных мышей со стабильно выключенными

генами. Для внутриклеточного производства миРНК (из кшРНК) можно исполь-

зовать индуцибельные или тканеспецифичные промоторы, что позволит полу-

чать животных, у которых экспрессия гена выключена в определенном типе кле-

ток или тканей [34]. Поскольку последовательности РНК отключают экспрессию

в различной степени, можно получить трансгенных мышей с различным уровнем

выключения генов. Использование РНКи также позволяет создавать мышей

с двумя отключенными генами, которые располагаются рядом друг с другом на

одной хромосоме. Кроме того, выбирая в качестве мишени консервативный

участок последовательности, можно отключать целое семейство генов с по-

мощью одной-единственной миРНК [32].

Хотя метод РНКи предлагает наиболее быстрый путь получения трансген-

ных мышей, степень его надежности пока точно неизвестна. Необходимы

дополнительные исследования, которые помогут понять, насколько воспроиз-

водимо может быть отключена экспрессия генов во всех тканях или специфи-

ческих тканях-мишенях в определенный момент времени, чтобы иметь возмож-

ность получать организмы с разным фенотипом.

13.5.2. Терапевтический подход

Малые интерферирующие РНК представляют собой новый интересный класс

терапевтических средств, отличающихся широким спектром применения, от-

носительной простотой и низкой стоимостью синтеза (по сравнению с реком-

бинантными белками или моноклональными антителами). Так, миРНК можно

напрямую использовать для выключения экспрессии генов, ответственных за

возникновение или прогрессирование заболевания [35]. В нескольких исследо-

ваниях были показаны терапевтические возможности миРНК: они защищали
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Рис. 13.2. Использование метода защиты от РНКазы для изучения экспрессии

миРНК Fas в гепатоцитах мышей. Дорожки: 1—контрольный образец; 2—предва-

рительная инъекция (за 24 ч) солевого буфера; 3 — предварительная инъекция

миРНК флуоресцентного белка GFP (последовательность 1); 4— предварительная

инъекция миРНК Fas (последовательность 1). Дорожки 5 и 6 отражают подавление

экспрессииFas в мышах, которым была сделана инъекция миРНКFas, через 5 и через

10 суток соответственно. Экспрессия других генов, связанных с Fas, а также генов

«домашнего хозяйства» (L32 и GAPDН) не изменялась. Нижний рисунок отражает

результаты денситометрического анализа и показывает отношение Fas/GAPDH

(средние значения для трех мышей в каждой колонке). Уровень мРНК Fas в гепато-

цитах был значительно ниже (*P < 0,001) у мышей, подвергшихся воздействию

миРНК Fas, по сравнению с контрольными животными. Воспроизводится из работы

[36] с разрешения авторов



мышей от фульминантного гепатита [36], вирусной инфекции [37], сепсиса

[38], роста опухоли [39] и дегенерации желтого пятна [40]. Выключение гена

Fas-рецептора (ответственного за апоптоз гепатоцитов), опосредованное

миРНК, может иметь терапевтическое значение для предотвращения или лече-

ния острого и хронического поражения печени, гепатита, печеночной недоста-

точности и отторжения пересаженной печени. Такое терапевтическое действие

было показано путем введения мышам миРНК против гена Fas в двух моделях

аутоиммунного гепатита [36]. миРНК вводили мышам в хвостовую вену мето-

дом гидродинамической инъекции. Уровень мРНК и белка Fas в гепатоцитах

мышей значительно снижался после инъекций, причем это продолжалось не

менее 10 дней (рис. 13.2). Фульминантный гепатит индуцировали путем введе-

ния животным агонистических Fas-специфичных антител. Среди животных,

подвергавшихся лечениюмиРНКпротив Fas, через 10 дней выживало 82%, тог-

да как без лечения животные погибали через три дня (рис. 13.3). Эти результаты

говорят о том, что эффективного выключения генов в гепатоцитах можно до-

биться с помощью гидродинамических инъекций миРНК в хвостовую вену,

причем достигается достаточно стойкий эффект, поскольку гепатоциты пред-

ставляют собой редко делящиеся клетки.

Кроме того, миРНК способны повысить эффективность препаратов первой

линии при лечении определенных заболеваний. Так, было показано, что миРНК

усиливают действие иматиниба (специфического конкурентного ингибитора
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Рис. 13.3. Выживаемость мышей, которым была сделана инъекция миРНК Fas, по

сравнению с выживаемостью мышей, которым был введен солевой раствор или

миРНКGFP; предварительно животным была сделана интраперитонеальная инъек-

ция Fas-специфических антител. За животными наблюдали на протяжении 10 су-

ток, а потом умерщвляли. Последовательности, отключавшие Fas на 80% и более,

защищали животных от фульминантного гепатита, а последовательности, которые

не выключали экспрессию или выключали ее недостаточно эффективно, не оказы-

вали защитного действия. *P < 0,0001. � и �— GFP (n = 10); �— солевой буфер

(n = 15); �— Fas (последовательность 1) (n = 20); �— Fas (последовательность 2)

(n = 10); �— Fas (последовательность 4) (n = 10);�— Fas (последовательность 5)

(n = 10);�— Fas (последовательность 6) (n = 10). Воспроизводится из работы [36] с

разрешения авторов



Ab1-киназы). миРНК использовали для снижения уровня белков Bcr/Ab1, что

усиливает действие иматиниба [41]. Одна из важнейших проблем лечения

онкологических больных с помощью химиотерапевтических препаратов состо-

ит в развитии лекарственной устойчивости, связанной с экспрессией гена MDR

(кодирующего Р-гликопротеин, который выполняет функцию переносчика

многих лекарственных препаратов). В экспериментах in vitro было показано,

что метод РНКи позволяет подавить экспрессию MDR1 и преодолеть устойчи-

вость к даунорубицину в опухолевых клетках поджелудочной железы и желуд-

ка на 90% и более [42]. В настоящее время проводятся многочисленные клини-

ческие испытания, направленные на изучение возможностей применения

миРНК в качестве терапевтического агента.

13.5.3. Доставка миРНК внутрь клеток

13.5.3.1. In vitro

Эффективное выключение гена можно провести либо путем трансфекции клеток

in vitro с помощью химически синтезированных миРНК, либо путем трансфек-

ции клеток с помощью транскрипта, закодированного на плазмиднойДНК. В лю-

бом случае вводимые в клетку молекулы — миРНК или плазмидная ДНК— яв-

ляются гидрофильными полианионами, и для их эффективного переноса в клетку

требуется определенный вектор. Однако введение в клетку химически синтези-

рованных миРНК обычно провести проще, чем введение транскрипта. Дело

в том, что для выключения генов молекулы миРНК обязательно попадают в ци-

топлазму клетки, тогда как для образования миРНК на основании плазмидной

ДНК эта плазмида должна быть доставлена в ядро. Более того, выключение генов

путем трансфекции клеток млекопитающих дуплексами миРНК является вре-

менным и зависит от количества молекул миРНК, поступивших в клетку. В клет-

ках млекопитающих отсутствует фермент РНК-зависимая РНК полимераза, ко-

торая могла бы амплифицировать молекулы миРНК в клетке. Таким образом,

количество действующих молекул миРНК в клетке уменьшается с каждым деле-

нием. Оми и его коллеги показали, что активность миРНК в пролиферирующих

клетках сохраняется от 3 до 7 дней, однако может присутствовать более трех не-

дель в терминально дифференцированных клетках (нейроны) [43]. Экспрессию

гена можно выключить в линиях клеток млекопитающих, в первичных клетках и

даже в эмбриональных стволовых клетках [44].

Эльбашир с соавторами первыми сообщили о трансфекции культивируемых

клеток млекопитающих дуплексами миРНК [26]. Синтезировали дуплексы

миРНК гена люциферазы и вносили их в клетки вместе с плазмидой с геном лю-

циферазы. Для трансфекции использовали катионные липосомы и разные ли-

нии клеток млекопитающих: NIH/3T3, COS-7 и HeLa S3. Экспрессию гена лю-

циферазы анализировали через 20 ч после проведения трансфекции. Оказалось,

что дуплексы миРНК способны специфическим образом подавлять экспрессию

гена люциферазы, но по-разному в разных клеточных линиях. Еще одним инте-
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ресным результатом этого эксперимента было то, что миРНК оказались чрезвы-

чайно мощными реагентами, поскольку свое действие они проявляли в концен-

трации, которая на несколько порядков ниже обычно требуемой концентрации

других антисмысловых реагентов.

Ввести миРНК в клетки млекопитающихможно с помощью векторов на осно-

ве липидов путем конъюгации с пептидами илиметодом электропорации. Пепти-

ды MMP представляют собой амфипатические пептиды, способные проникать

через двойную липидную мембрану клетки без энергетических затрат. Тиолсо-

держащие миРНК конъюгировали сMPP (пенетратин, транспортан) путем созда-

ния дисульфидных мостиков [45]. Пептиды обеспечивали доставку миРНК в ци-

топлазму, поскольку при вхождении в клетку дисульфидные мостики

восстанавливались, высвобождая миРНК. КонъюгатыMPP–миРНК успешно вы-

ключали экспрессию генов GFP и люциферазы в стабильно трансфецируемых

клеточных линиях. Линия клеток яичников китайского хомячка (CHO-AA8-Luc

Tet-Off), стабильно экспрессирующая ген люциферазы, использовалась для срав-

нения трансфецирующей активности комплекса MPP–миРНК и реагента для

трансфекции липофектамина с миРНК. В последнем случае через два дня после

трансфекции активность люциферазы в клетках падала на 36%, но на третий день

она возвращалась к исходному уровню. Напротив, комплекс пенетратина

с миРНК на второй день после трансфекции снижал уровень люциферазы на

53%, причем на третий день этот низкий уровень экспрессии гена сохранялся.

Эти результаты указывают на более высокую эффективность трансфекции с по-

мощью MPP по сравнению с липофектамином для этой линии клеток.

13.5.3.2. In vivo

Первое успешное введение миРНК in vivo было проведено с помощью инъек-

ции миРНК в физиологическом растворе в хвостовую вену мыши под высоким

давлением. Этот метод быстрого экстрагирования под давлением позволяет

ввести миРНК в органы с развитой сосудистой сетью, такие как печень, легкие,

почки, селезенка и поджелудочная железа. В печени мыши уровень экспрессии

гена-мишени снижался почти на 90%, однако этот эффект продолжался не бо-

лее недели. Такой способ введения миРНК или кшРНК в организм грызунов

применялся во многих исследованиях и приводил к эффективной доставке мо-

лекул и выключению экспрессии гена-мишени. Однако этот метод, вполне при-

годный для трансфекции клеток грызунов, не имеет клинического применения

для лечения людей.

Соренсен с соавторами первыми показали, что введение синтетических

миРНК с помощью катионных липосом может специфическим образом инги-

бировать экспрессию экзогенных и эндогенных генов в организме взрослой

мыши [38]. Катионные липосомы (на основе 1,2-диолеил-3-N,N,N-триметиами-

нопропана) образовывали комплекс с плазмидой, кодирующей зеленый флуо-

ресцентный белок (GFP), а родственную ему миРНК вводили взрослым мышам

внутривенно. Через три дня после инъекции экспрессия гена GFP была в значи-

тельной степени подавлена под действием миРНК в печени и селезенке мышей
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по сравнению с контрольными мышами, которым вводили несовпадающую/не-

активную миРНК. Кроме того, терапевтическую эффективность синтетических

молекул миРНК изучали в условиях in vivo на модельных мышах, у которых

был индуцирован сепсис. Мышам линии BALB/c предварительно интраперито-

неально вводили миРНК против TNF-�, а затем— летальную дозу липополиса-

харида, способного вызвать септический шок. Было обнаружено выраженное

защитное действие миРНК, что подтверждалось числом мышей, переживших

септический шок, в отличие от контрольной группы мышей, получивших неак-

тивную миРНК. Этот эффект объясняли снижением уровня TNF-� в результате

специфического ингибирования экспрессии гена TNF-� под действием миРНК.

Поскольку высокая концентрация миРНК может вызвать неспецифический

иммунный ответ, для ее транспорта нужны такие векторы, которые в условиях

in vivo способны доставлять миРНК непосредственно к заданному участку. Так,

для доставки миРНК в головной мозг мыши был использован липидный вектор.

Смесь катионных липидов JetSI
™
использовали для связывания плазмидной

ДНК, кодирующей люциферазу, и миРНК против люциферазы в пикомолярной

концентрации [46]. Образующиеся полиплексы вводили в головной мозг жи-

вотных методом стереотаксической интрацеребровентрикулярной инъекции.

Было показано, что JetSI
™
в сочетании с другим фузогенным липидом—диоле-

илфосфатидилэтаноламином — эффективно ингибирует экспрессию гена-

мишени in vivo, даже при введении миРНК в пикомолярной концентрации.

Выключение экспрессии гена было дозозависимым и специфичным.

Значительная часть исследований в условиях in vivo выполняется на грызу-

нах, однако в одной недавней работе было показано, что вызванное интерфе-

ренцией РНК выключение экспрессии гена может быть успешно произведено

и на приматах, что подчеркивает возможность терапевтического использова-

ния миРНК также и в более высокоразвитых организмах, чем грызуны. Обезья-

нам циномолгус методом болюсной внутривенной инъекции вводили липосо-

мальный препарат, содержавший миРНК против гена аполипопротеина В

(АроВ) [47]. Через 48 ч после инъекции уровень мРНК гена-мишени в печени

был значительно понижен. Снижение уровня белка АроВ начиналось уже через

24 ч после инъекции миРНКи продолжалось 11 дней. Кроме того, не было обна-

ружено признаков активации системы комплемента, продукции провоспали-

тельных цитокинов или токсического действия. Единственным зарегистриро-

ванным изменением в организме приматов после введения липосомального

препарата миРНК было транзиторное повышение концентрации ферментов

печени, которое проходило через шесть дней после инъекции.

Молекулы миРНК могут образовывать комплексы с поликатионными поли-

мерами, образуя при этом полиплексы. Так, способные к самостоятельной

сборке наночастицы, содержащие миРНК, были синтезированы на основе по-

лиэтиленимина (ПЭИ), конъюгированного с ПЭГ, к дистальному концу которо-

го присоединен пептидный лиганд Arg–Gly–Asp (RGD) [48]. Использование

RGD в качестве лиганда позволяет связываться с интегринами, экспрессирую-

щимися на растущих сосудах опухолевой ткани, и таким образом направленно
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доставлять миРНК к опухоли. Для получения способных к самостоятельной

сборке и тканеспецифичных наночастиц использовали полимер, имеющий три

функциональные составляющие: (1) разветвленный ПЭИ как катионный ком-

плексообразующий полимер; (2) ПЭГ в качестве защитного внешнего слоя;

(3) пептид RGD как нацеливающий лиганд. Наночастицы этого полимера ис-

пользовали для доставки миРНК, ингибирующей рецептор фактора роста сосу-

дистого эндотелия (VEGFR-2), к сосудам опухоли для торможения опухолево-

го ангиогенеза. Наночастицы с миРНК вводили мышам с подкожными

опухолями (вызванными инъекцией клеток N2A) один раз в три дня путем инъ-

екций в хвостовую вену. Было отмечено накопление наночастиц в опухолевых

тканях со специфическим ингибированием экспрессии VEGFR-2 и торможе-

нием опухолевого ангиогенеза и самого роста опухоли (рис. 13.4).

Для повышения эффективности доставки миРНК без применения других

трансфецирующих агентов используют подход, заключающийся в химической

модификации миРНК. Так, липофильные миРНК синтезируют путем ковалент-

ного присоединения к 5’-концу РНК производных холестерина, литохолевой

кислоты или лауриновой кислоты [49]. Было показано, что эти конъюгаты по-

вышают эффективность доставки миРНК к клеткам печени и снижают экспрес-

сию конструкта, содержащего LacZ. В другом исследовании к 3’-концу миРНК

с помощью пирролидинового фрагмента присоединяли молекулу холестерина.

Это повысило устойчивость миРНК против расщепления нуклеазами,

увеличило стабильность в кровотоке, а также усилило захват миРНК клетками

печени.

Рекомбинантные вирусные векторы, например векторы на основе AAV, мо-

гут обеспечивать доставку и долгосрочное выключение генов как в делящихся,

так и в неделящихся клетках млекопитающих. Лентивирусы, продуцирующие

миРНК, могут осуществлять трансдукцию неделящихся клеток; такие вирусы

используют для доставки миРНК в эмбриональные стволовые клетки для созда-

ния нокаутных
*
мышей. Для трансфекции эмбриональных стволовых клеток

мыши Кунат с коллегами использовали конструкции на основе вирусных век-

торов, экспрессирующие кшРНК для белка, активирующего GTP-азу [50]. По-

лученные мыши имели приблизительно те же дефекты, что и животные, кото-

рых получают традиционным методом гомологичной рекомбинации. Несмотря

на преимущества вирусных векторов для доставки миРНК в нетрансфицируе-

мые клетки, их использование в терапевтических целях ограничено из-за неспе-

цифической стимуляции синтеза интерферона, связанной с высоким уровнем

экспрессии кшРНК. Вирусные векторы, экспрессирующие миРНК, в значи-

тельной степени снижают экспрессию экзогенных и эндогенных генов в голов-

ном мозге и в печени in vitro и in vivo [51]. Для внутриклеточной экспрессии

миРНК против GFP и �-глюкуронидазы были созданы рекомбинантные адено-

вирусные векторы. Клетки HeLa заражали вирусными векторами, экспрес-
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Рис. 13.4.Ингибирование роста опухоли с помощью наночастиц (RGD–ПЭГ–ПЭИ-

наноплексов), содержащих миРНК против VEGFR-2. Мышам вводили опухолевые

клетки N2A и оставляли их без лечения (белые квадратики) или один раз в три дня

вводили имRGD–ПЭГ–ПЭИ-наноплексы с миРНКпротив LacZ (черные квадратики)

или RGD–ПЭГ-ПЭИ-наноплексы с миРНК против VEGFR-2 (кружочки) в дозе

40 мкг на мышь. Лечение начинали в тот момент, когда опухоли становились пальпи-

руемыми (около 20 мм
3
). Только специфичная к VEGFR-2 миРНК ингибировала рост

опухоли, тогда как введение миРНК против LacZ не влияло на скорость опухолевого

роста по сравнению с контрольной группой (без лечения) (n = 5). (б–г) Неоваскуляри-

зация опухоли при лечении RGD–ПЭГ–ПЭИ-наноплексами. В конце эксперимента

по ингибированию роста опухоли (а) репрезентативные опухоли вырезали и анализи-

ровали методом световой микроскопии с небольшим увеличением. Трансиллюмина-

ция опухоли и окружающей кожной ткани выявляет значительное разрастание сосу-

дистой ткани у мышей, не подвергавшихся лечению (б), и у мышей, получавших в

качестве лечения миРНК против LacZ (в). Напротив, при лечении миРНК против

VEGFR-2 процесс неоваскуляризации и разветвления новых сосудов был затормо-

жен (г). Звездочкой обозначена опухолевая ткань. Длина черной полосы составляет

2 мм. Воспроизводится из работы [48] с разрешения авторов



сирующими миРНК против �-глюкуронидазы, и лизировали через 72 ч.

Происходило специфическое снижение экспрессии гена �-глюкуронидазы,

приводящее к 60%-му сокращению активности фермента. Для исследований

in vivo аденовирусные векторы, экспрессирующие миРНК против GFP, вводили

в область полосатого тела головного мозга трансгенных мышей, экспрессирую-

щих GFP. После локальной инъекции в головной мозг векторов AAV, произво-

дящих миРНК, на протяжении 5 дней наблюдалось эффективное выключение

соответствующего гена.

13.5.4. Проблемы

13.5.4.1. Специфичность

Неспецифическое ингибирование экспрессии генов является важной пробле-

мой при использовании двунитевых РНК (днРНК) для интерференции РНК.

Известно, что днРНК активируют днРНК-зависимую протеинкиназу, и это при-

водит к общему торможению синтеза белка и неспецифическому распаду

мРНК, присутствующей в клетке. Однако использование синтетических моле-

кул миРНК позволяет решать проблему этой неспецифической активации. Тем

не менее до сих пор появляются публикации, в которых отмечается способ-

ность молекул миРНК вызывать неспецифический ответ вне клеток-мишеней.

Это может быть связано с некоторой гомологией между последовательностью

миРНК и другими последовательностями мРНК [52, 53]. Большая часть не-

специфических реакций может быть ликвидирована с помощью тщательного

подбора последовательностей миРНК. Неспецифичное воздействие миРНК на

экспрессию гена также зависит от концентрации миРНК, свойств последова-

тельности, метода доставки и типа клеток [54]. Повышение концентрации

миРНК усиливает неспецифические эффекты.

13.5.4.2. Резистентность

Клетки могут стать устойчивыми к действию миРНК в результате потери генов,

необходимых для образования комплексов RISC, либо в результате селекции

супрессоров, ингибирующих деградацию [35]. Кроме того, не все последова-

тельности мРНК способны быть мишенями действия миРНК, поскольку неко-

торые последовательности-мишени скрыты РНК-связывающими белками или

сложными вторичными структурами. Недавние исследования показали, что

всего через 25 суток могут возникать устойчивые к миРНК штаммы вирусов

(ВИЧ) [55]. Чтобы снизить вероятность развития подобной устойчивости, необ-

ходимо использовать несколько последовательностей для связывания с одной

мишенью и несколько мишеней для одного вирусного генома. Однако заметим,

что до настоящего времени не было сообщений о развитии резистентности кле-

ток млекопитающих при введении миРНК.

Регуляция поведения клеток с помощью трансфекции 359



13.5.4.3. Стабильность

Для успешного применения in vivo молекулы миРНК должны обладать доста-

точной стабильностью в системном кровотоке и необходимыми фармакокине-

тическими свойствами. Эти молекулы должны связываться с белками крови

в такой степени, чтобы немедленно не выводиться, однако при этом связывание

не должно вызывать токсического действия [56]. Исследования показывают,

что пик распада миРНК достигается через 36–48 ч после их введения, а ослабле-

ние распада происходит через 96 ч. Биораспределение меченных радиоактив-

ной меткой миРНК изучали после их внутривенного и внутрибрюшинного вве-

дения мышам [57]. В первую очередь миРНК накапливаются в печени и почках,

но также в сердце, селезенке и легких. Такой характер распределения означает,

что для успешного выключения экспрессии генов in vivo необходимо усовер-

шенствовать фармакокинетические свойства миРНК.

Продолжаются исследования в области химических модификаций миРНК, ко-

торые могли бы повысить их стабильность и в то же время сохранить необходи-

мую способность выключения генов для терапевтического применения. Химичес-

кие модификации могут быть проведены во всем дуплексе миРНК или

в нескольких отдельных основаниях. В принципе, такой подход помогает повы-

сить устойчивость миРНК по отношению к нуклеазам, улучшает стабильность

в сыворотке крови, а также изменяет профиль биораспределения. Следует отме-

тить, что преимущественное распределение миРНК в тканях-мишенях позволяет

значительно снизить нежелательное неспецифическое действие. Введение

фосфоротиоатных связей повышает устойчивость к действию нуклеаз и улучшает

стабильность в сыворотке [57]. Однако введение таких модификаций часто сопря-

жено с цитотоксичностью и токсичностью in vivo; кроме того, пока не изучено

влияние этих модификаций на эффективность действия миРНК in vivo. Химичес-

кие модификации остатков сахара в последовательности миРНК в значительной

степени изменяют термостабильность и могут оказывать влияние на способность

миРНК выключать экспрессию. Было показано, что функциональные и нефунк-

циональные миРНК имеют разный термодинамический профиль. Например, при

исследовании влияния нескольких модификаций по 2’-положению на экспрессию

генов в культивируемых клетках было обнаружено, что способность выключать

экспрессию генов сохранялась после частичной замены оснований 2’-фторзаме-

щенными основаниями [58].

13.6. Заключение

Успехи молекулярной биологии и химии полимеров позволяют осуществлять

контроль поведения клеток с помощью введения в них определенных молекул

ДНК/РНК. Это продвинуло исследования в области идентификации новых ге-

нов, ответственных за возникновение и прогрессирование заболеваний. В на-

стоящее время трансфекция клеток молекулами ДНК и РНК становится ру-

тинным инструментом исследований, однако применение этого подхода для

терапевтических целей пока ограничено из-за недостатка безопасных и эф-

фективных методов трансфекции.
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14.1. Введение

Ткани и органы представляют собой сложные системы, поддержание и репара-

ция которых регулируются за счет взаимодействий между клетками, клетками

и матриксом, а также с помощью физических и химических сигналов. Данные

сигналы обеспечивают гомеостаз органов и их физиологическую активность.

Межклеточные контакты обычно основаны на одном или нескольких типах

взаимодействий: непосредственном межклеточном контакте, сообщений по-

средством внеклеточного матрикса (ВКМ) или растворимых медиаторов. Не-

посредственное межклеточное взаимодействие предполагает прямой физичес-

кий контакт, а контакты клеток с матриксом инициируются связыванием

трансмембранных белков с ВКМ или поверхностью биоматериала. В роли хи-

мических медиаторов выступают секретируемые растворимые факторы и цито-

кины, определяющие локальное и системное межклеточное сообщение. Дан-

ные молекулы подразделяют на аутокринные, паракринные и эндокринные.

Непосредственное межклеточное сообщение необходимо для инициации одно-

го или всех типов перечисленных выше взаимодействий, а секреция раствори-

мых факторов обеспечивает удаленные контакты и обеспечивает связь между

прилежащими тканями и органами.

Возможность управления клеточным микроокружением путем воздействия

на межклеточные контакты и контакты клеток с матриксом играет важную роль

в регенерации систем тканей [1–3]. В настоящее время механизмы, лежащие

в основе взаимодействий между различными типами клеток соединительных

тканей, не до конца изучены. Поэтому возникает необходимость создания адек-

ватных моделей in vitro и in vivo, на которых изучалась бы роль клеточных

взаимодействий в регенерации систем тканей и гомеостазе органов. В этой главе

обсуждается значение клеточных взаимодействий при создании сложных тканей

в ортопедии, описан процесс регенерации зоны контакта между костью, связка-

ми и сухожилиями. За кратким обзороммоделей кокультур последует рассмотре-

ние возможности их применения для изучения механизмов регенерации зон

контакта посредством контролируемых взаимодействий между клетками соеди-

нительных тканей: остеобластами, фибробластами и хондроцитами.

ГЛАВА 14

МНОГОУРОВНЕВЫЕМОДЕЛИ КОКУЛЬТУР

В ВОССТАНОВЛЕНИИ ЗОН КОНТАКТА

КОСТИ ИМЯГКИХ ТКАНЕЙ

Хелен Г. Лу и И-Нин Е. Ван

Перевод с англ. Т. Мосоловой.



14.2. Межклеточные взаимодействия в зоне контакта

мягких тканей и костей

Связки и сухожилия соединяются с костью через зону волокнистого хряща

[4–10]. Его восстановление очень важно для приживления трансплантатов мяг-

ких тканей. Волокнистый хрящ состоит из нескольких переходящих друг в дру-

га типов тканей, каждая из которых характеризуется определенным фенотипом

клеток и составом матрикса. Вполне вероятно, что взаимодействия между раз-

личными клетками значимы для поддержания и репарации участков матрикса

в зоне контакта. На модельной системе зоны соединения передней кресто-

образной связки, ПКС, с костью доказывается возможность применения

кокультур in vitro для изучения роли гетеротипных межклеточных взаимодей-

ствий в регенерации.

Анатомически соединение ПКС с костью представляет собой три переходя-

щих друг в друга тканевых участка: связку, волокнистый хрящ и кость. В зоне

волокнистого хряща выделяют обызвествленные и минерализованные области.

Связка содержит фибробласты, включенные в матрикс, богатый коллагеном.

Матрикс необызвествленного волокнистого хряща построен из хондроцитов

яйцевидной формы. В другом матриксе, обогащенном протеогликанами, найде-

ны коллагены типа I и II. Гипертрофированные хондроциты располагаются

в зоне обызвествленного волокнистого хряща, а околоклеточный матрикс со-

держит коллаген типа Х [8, 11]. Последний участок — субхондральная кость,

где остеобласты, остеоциты и остеокласты включены в структуру, состоящую

из коллагенов типа I. Многотканевая организация и контролируемая гетероген-

ность клеток играют важную роль в минимизации стрессовой нагрузки и разде-

лении ее между костью и окружающими тканями [5, 12]. Сейчас не совсем

понятна организация зоны контакта, а невозможность ее воссоздания после

хирургического восстановления связок — главная причина отторжения транс-

плантата [13–16].

Хотя механизм регенерации зоны контакта неизвестен, in vivo было замече-

но, что срастание связки и кости при восстановлении ПКС приводит к образова-

нию в костном туннеле слоя фиброваскулярной ткани [17–20]. В процессе сра-

стания этот слой превращается в ткань, напоминающую волокнистый хрящ.

Образование слоя волокнистого хряща происходит только там, где пересажен-

ное сухожилие непосредственно контактирует с костной тканью. Это говорит

о том, что для регенерации волокнистого хряща большое значение имеют взаи-

модействия между клетками сухожилия, например фибробластами, и клетками

кости, остеобластами [2]. Контакт остеобластов с фибробластами может приво-

дить к трансдифференциации остеобластов и/или фибробластов, а также к миг-

рации предшественников мезенхимальных стволовых клеток к зоне контакта

мягких тканей и кости. Предшественники стволовых клеток, по-видимому,

ответственны за образование волокнистого хряща, и их окончательная диффе-

ренциация может регулироваться путем взаимодействия между остеобластами

и фибробластами.
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Для проверки этих гипотез были предложены модели кокультур in vitro, поз-

воляющие оценить роль клеточных контактов в формировании специфических

маркеров волокнистого хряща [21–23]. В норме преобладающими клетками

в зоне соединения связок и кости являются фибробласты, фиброхондроциты

и остеобласты, причем каждый тип клеток окружен характерным внеклеточ-

ным матриксом. Таким образом, идеальная модель зоны контакта кости и мяг-

ких тканей должна объединять сложные пространственные и многоуровневые

взаимодействия, относящиеся к макро-, микро- и наноуровням клеточной орга-

низации.

14.3. Модели кокультур

Сообщение между клетками бывает двунаправленным или многомерным, и из-

учать его возможно как на макро-, так и на микроуровне. В зависимости от дета-

лей проверяемой гипотезы, модели кокультур используют для изучения инди-

видуального вклада и суммарного взаимодействия физического контакта

и влияния растворимых факторов. Существующие модели классифицируют

либо как системы, способствующие реализации межклеточных контактов, либо

как системы, препятствующие им (рис. 14.1). Далее кратко обсудим преиму-

щества и недостатки каждого типа моделей.
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14.3.1. Системы кокультур, способствующие

межклеточным контактам

14.3.1.1. Смешанные кокультуры

Простейшая система кокультивирования, обеспечивающая физический кон-

такт между клетками, представляет собой смешанный монослой клеток интере-

сующих видов. Такую культуру получают соединением суспензий различных

клеток в определенном соотношении с последующим посевом полученной сме-

си в лунки (см. рис. 14.1). В другом варианте клетки второго типа высевают по-

верх уже сформировавшегося монослоя клеток первого типа. «Смешанная»

модель успешно применялась для изучения взаимодействий между фиброблас-

тами и гепатоцитами [24–26], фибробластами и стромальными клетками [27],

фибробластами и хондроцитами [28] и остеобластами и хондроцитами

[21, 29–31]. Эта простая и удобная система позволяет усиливать локальные вза-

имодействия между клетками разных типов и служит для контроля уровня

гомотипических и гетеротипических взаимодействий при изменении плотнос-

ти посева клеток. Однако при интерпретации результатов необходимо учиты-

вать зависимость клеточного ответа от разбавления, а также метаболические

различия разных типов клеток.

14.3.1.2. Временные разделители

Межклеточный контакт можно контролировать с помощью физических

барьеров, позволяющих проводить посев клеток по определенному плану

(см. рис. 14.1). Затем барьер убирают, чтобы клетки могли мигрировать, и на-

блюдают физические контакты между ними. Модели такого типа использовали

для изучения взаимодействий между фибробластами и гепатоцитами [26]

и остеобластами и фибробластами (рис. 14.2, а, на цв. вклейке) [22]. Данная мо-

дель предоставляет возможность контроля за гетеротипическими и гомотипи-

ческими взаимодействиями, обеспечивая при этом физический контакт между

клетками и влияние растворимых факторов. Однако техническое воплощение

схемы достаточно сложно, поскольку отдельные компартменты необходимо

разделить непроницаемой перегородкой. Кроме того, клеточный ответ и транс-

порт растворимых факторов зависят от физических и химических свойств мате-

риала разделителя.

14.3.2. Системы кокультур без межклеточных контактов

14.3.2.1. Соединение разделенных культур

Для предотвращения межклеточных контактов можно использовать метод сое-

динения разделенных культур. В этом случае сначала готовят культуры клеток

каждого типа, а затем совместно культивируют их в тех же условиях. Напри-

мер, получают монослой каждого типа клеток на покровном стекле, а затем
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культивируют их вместе с целью изучения гетеротипических межклеточных

взаимодействий. По сравнению со смешанными кокультурами, главным преи-

муществом системы культивирования на покровных стеклах является анализ

ответа клеточной субпопуляции. Данный метод применяли для анализа взаимо-

действий между хондроцитами и синовиальными клетками [32] и между фиб-

робластами и остеобластами [22]. Недостаток модели состоит в невозможности

полного предотвращения физического клеточного контакта в течение долгого

времени, так как клетки мигрируют с покровных стекол, образуя гетерогенные

культуры на стеклах или в лунках.

14.3.2.2. Системы с пористыми мембранами

Появление мембран для клеточного культивирования помогло решить ряд экс-

периментальных проблем, связанных с совместным выращиванием разного

рода клеток, и позволило создать надежные и воспроизводимые системы ко-

культур. Мембраны «Transwell» имеют настолько малые поры, что препятству-

ют миграции клеток, но проницаемы для различных факторов и других биоло-

гических молекул. «Transwell» обеспечивает дополнительную поверхность

роста, эффективно препятствуя контакту клеток разных типов. Мембраны ши-

роко использовались при изучении механизма эндохондрального окостенения

путем анализа взаимодействий между хондроцитами и мезенхимальными ство-

ловыми клетками [33, 34], хондроцитами и остеобластами [35, 36], остеобласта-

ми и фибробластами [37] и между другими типами клеток [38–40]. Достоинство

данной модели состоит в воспроизводимости условий и легкости эксперимен-

тального воплощения, хотя влияние растворимых факторов здесь однонаправ-

ленно. Поскольку избыточный рост клеток приводит к засорению пор мембра-

ны, в этом случае межклеточные взаимодействия ограничиваются лишь

нижним монослоем, что недостаточно для проявления значительного ответа

в кокультуре.

14.3.2.3. Замена культуральной среды

Еще один метод изучения роли растворимых факторов состоит в замене культу-

ральной среды. При этом культуральную жидкость от одной клеточной культу-

ры приливают к культуре клеток второго типа. Этот способ в сочетании с физи-

ческим контактом использовали для изучения механизма взаимодействия

между фибробластами и стволовыми клетками [27, 41], фибробластами и хон-

дроцитами [28] и остеобластами и фибробластами [42]. Преимуществами мето-

да являются простота, быстрая регистрация влияния растворимых факторов

и потенциальная возможность их последующей идентификации путем коли-

чественного анализа. К недостаткам относится ограниченность питательных

веществ, поскольку вторая группа клеток получает уже истощенную среду

лишь с незначительными добавками свежей. Еще одна проблема —

воспроизводимость временных параметров и оптимальной концентрации рас-

творимых факторов.
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14.4. Использование моделей кокультур

для восстановления скелетной

соединительной ткани

Как отмечалось в разд. 14.2, в идеальной модели кокультур для изучения роли

межклеточного взаимодействия для восстановления скелетной соединитель-

ной ткани должны учитываться сложные взаимодействия в зоне контакта мяг-

ких тканей и кости. В целях оптимизации существующие модели кокультур

комбинируют между собой и совершенствуют для создания возможности ана-

лиза межклеточных взаимодействий в зоне контакта. Ниже будет рассмотрено

применение таких моделей для изучения влияния физического межклеточного

контакта и контакта посредством растворимых факторов.

14.4.1. Кокультуры остеобластов и фибробластов

Для определения особенностей взаимодействия фибробластов с остеобластами

в формировании волокнистого хряща Вонг с сотрудниками предложили ис-

пользовать новую модель кокультур, где одновременно происходят физичес-

кий контакт клеток и паракринные взаимодействия [22]. Эта модель имитирует

условия in vivo, когда связка непосредственно контактирует с костной тканью в

ходе приживления трансплантата после хирургического восстановления ПКС.

Сначала остеокласты и фибробласты высевали в противоположных частях лун-

ки для культивирования тканей (см. рис. 14.2, а на цв. вклейке). В центре лунки

помещали разделяющий гидрогель. Как только клетки с каждой стороны начи-

нали сливаться, разделительный гель удаляли, так что остеобласты и фибро-

бласты могли мигрировать и контактировать. Два типа клеток взаимодейство-

вали между собой посредством паракринных и аутокринных факторов, а также

путем физического контакта. Оказалось, что контакт остеобластов и фибро-

бластов приводил к ослаблению пролиферации клеток, уменьшению опосредо-

ванной остеобластами минерализации и повышению минерализующего

потенциала фибробластов [23].

К сожалению, в данной модели не учитывался вклад растворимых факторов

и физического контакта клеток; кроме того, специфический ответ каждого типа

клеток в отдельности остался невыяснен. Дальнейшее усовершенствование мо-

дели раздельного культивирования клеток на покровных стеклах показало, что

наблюдаемые изменения фенотипа зависят от типа клеток [22]. Например,

удвоение числа остеобластов в кокультуре заметно подавляло пролиферацию

клеток, что свидетельствует о связи снижения митотической активности с влия-

нием остеобластов, а не фибробластов. Для изучения воздействия физического

контакта клеток и растворимых факторов использовали модель с заменой куль-

туральной среды. Шан и сотрудники добавляли три типа культуральных сред

(остеобластов, фибробластов и кокультуры фибробластов/остеобластов) к ин-

дивидуальным культурам фибробластов и остеобластов и анализировали про-

лиферацию и дифференциацию каждого типа клеток [42]. Оказалось, что изме-
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нения фенотипа кокультуры фибробластов и остеобластов вызваны как

аутокринными, так и паракринными воздействиями. Однако интенсивность от-

вета культур, обработанных культуральной средой от других клеток, была зна-

чительно ниже таковой в кокультуре [42], что свидетельствует об определенной

роли физического контакта в трансдифференциации клеток. Заметим, что куль-

туральная среда, где одновременно присутствовали остеобласты и фиброблас-

ты, вызывала иной ответ, чем возникающий при действии сред остеобластов

или фибробластов, выращенных по отдельности.

Полученные данные показывают, что взаимодействия остеобластов и фиб-

робластов изменяют фенотипы клеток и могут приводить к трансдифференциа-

ции. До сих пор неизвестно, какой именно тип клеток, если таковой имеется,

непосредственно отвечает за регенерацию зоны контакта, поскольку взаимо-

действия клеток все же оказывают определенное влияние: либо направляют

трансдифференциацию остеобластов или фибробластов, либо вызывают при-

влечение и индукцию клеток-предшественников или стволовых клеток для

образования волокнистого хряща.

14.4.2. Кокультуры остеобластов и хондроцитов

Поскольку в постнатальном периоде зона контакта связки и кости содержит

клетки, напоминающие хондроциты [43], необходимо изучать поведение ко-

культуры остеобластов и хондроцитов. С этой целью Жианг с коллегами ис-

пользовали модель смешанных кокультур, высевая монослой остеобластов на

поверхности плотной микромассы хондроцитов [21]. Такая система обеспечи-

вала прямой физический контакт двух типов клеток, сохраняя пространствен-

ную организацию культуры хондроцитов. Хотя хондроциты продолжали

синтезировать коллаген типа II, отложение протеогликана в кокультуре значи-

тельно уменьшилось. Активность щелочной фосфатазы в остеобластах не изме-

нилась, а их минерализующая способность заметно снизилась.

14.4.3. Модели тройных культур остеобластов,

хондроцитов и фибробластов

Вонг с соавторами создали модель тройной культуры, содержащей фиброблас-

ты, хондроциты и остеобласты. Каждый тип клеток преобладает в зоне контак-

та связок, волокнистого хряща и кости соответственно (см. рис. 14.2, б) [44].

Для сохранения характерной сферической формы клеток хондроцитов их вклю-

чали внутрь гидрогелевого разделителя, применявшегося в модели кокультуры

остеобластов и фибробластов (см. рис. 14.2, а) [22]. Происходило аналогичное

предыдущему опыту (см. ссылку [42]) ослабление пролиферации остеобластов

и фибробластов, вызванное межклеточным взаимодействием. Количество хон-

дроцитов в гидрогеле практически не изменялось. В данной модели наблюда-

лось ослабление минерализации, вызванной остеобластами, но происходило ее

370 Глава 14



усиление, опосредованное фибробластами. Хондроциты продолжали синтези-

ровать протеогликаны, и в области контакта были обнаружены коллагены

обоих типов — I и II.

Потом даннуюмодель использовали для сравнения влияния взаимодействия

фибробластов с остеобластами на реакцию стромальных клеток и фиброблас-

тов связок [45]. Стромальные клетки и фибробласты инкапсулировали в разде-

ляющий гидрогель вместо хондроцитов. Изменения фенотипа фибробластов

в тройной культуре были весьма незначительны, при этом в стромальных клет-

ках сильно повышалась активность щелочной фосфатазы. Более того, присут-

ствие в тройной культуре стромальных клеток вызывало экспрессию коллагена

типа II и протеогликанов. Полученные результаты подтверждают, что контакт

остеобластов с фибробластами может инициировать дифференциацию ство-

ловых клеток или клеток-предшественников в процессе регенерации волок-

нистого хряща.

14.5. Изменения в кокультуре на макроскопическом

и микроскопическом уровнях

Описанные выше модели кокультур позволяют оценить роль клеточных взаи-

модействий лишь на макроскопическом уровне, однако известно, что физио-

логически важные взаимодействия происходят на микроскопическом и нано-

уровнях. Современные методы анализа поведения и распределения клеток

позволяют изучать гораздо более сложные межклеточные контакты. Для ис-

следования поведения разных типов клеток в кокультуре на микроуровне при-

меняется ряд микромоделей и микрожидкостных моделей [1, 23, 46–51].

Например, используют фотолитографию, микроконтактную печать, микро-

формование, струйную печать и метод погружного пера [46–50, 52]. Преиму-

ществом данных микросистем является возможность контроля расстояний

при диффузии клеток. Создаются и биомиметические модели, воспроизводя-

щие реальные межклеточные взаимодействия. По сравнению с макросистема-

ми, малые объемы растворов и низкие концентрации эффекторов, применяе-

мые в исследованиях на микроскопическом уровне, позволяют повысить

чувствительность систем и, возможно, обнаружить локальные влияния непос-

редственных и опосредованных межклеточных контактов.

Несмотря на то что использование такого рода микросистем открывает це-

лый ряд возможностей, их применение ограничено проведением химической

или биохимической модификации поверхности. К сожалению, длительное на-

блюдение за межклеточными взаимодействиями невозможно, поскольку про-

исходит миграция клеток и изменение их поведения. Эти препятствия преодо-

левают с помощью микрожидкостной технологии. Главное преимущество

микрожидкостных моделей — возможность пространственного контроля дви-

жения жидкости и концентрации растворимых факторов, а также долговремен-

ный анализ поведения клеток в кокультуре.
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Микромодели кокультур более приближены к реальности при воспроизве-

дении зон контакта нескольких тканей, поскольку в норме зона контакта связки

и кости у человека имеет протяженность не более 200–300 мкм [8]. Тсай с соав-

торами исследовали влияние микрораспределения остеобластов и фиброблас-

тов на функционирование и организацию клеток [23]. Их микромодель кокуль-

туры (см. рис. 14.2, в) была создана с помощью методов мягкой литографии

и отливки реплик, а для наблюдения использовалась микрожидкостная техно-

логия. Неудивительно, что результаты исследования роста и дифференциации

клеток, полученные с помощью микросистем, отличаются от таковых в макро-

системах [22].

14.6. Двумерные и трехмерные модели кокультур

При анализе поведения клеток в кокультуре следует учитывать не только уро-

вень (макро- или микро-) взаимодействий между клетками, но и влияние про-

странственного фактора. В большинстве исследований по изучению соеди-

нительных тканей используют двумерные модели, хотя очевидно, что

в трехмерном пространстве клеточные реакции протекают совсем по-другому.

Кукиерман с сотрудниками изучали адгезию человеческих фибробластов край-

ней плоти на различных двумерных и трехмерных матрицах [53] и обнаружили,

что на трехмерной матрице адгезия и миграция клеток протекали значительно

эффективнее. В похожей работе Спалацци с соавторами исследовали поведе-

ние кокультуры остеобластов и хондроцитов как функцию архитектуры матри-

цы [3]. Они показали, что поведение хондроцитов на внеклеточном матриксе,

сформированном остеобластами на плоских дисках или в микросферах, разли-

чается. Например, время, распространения нетипичных хондроцитов в микро-

сферах больше, чем на дисках. Экспрессия адгезионных комплексов и харак-

теристики преформированного внеклеточного матрикса для двумерных

и трехмерных субстратов также отличны [3, 53].

Спалацци с коллегами также рассматривали взаимодействия остеобластов

и фибробластов в трехмерной кокультуре с помощью трехфазной матрицы,

сконструированной для целей тканевой инженерии. Оказалось, что фазовое

распределение клеток в кокультуре приводило к образованию и поддержанию

различимых, но связанных между собой участков: связок, зон контакта и кост-

ного матрикса [54]. В отличие от двумерных моделей пролиферация клеток

в трехмерном пространстве не была ограничена, поэтому распространение

внеклеточного матрикса было гораздо более обширным. Возможно, поведение

кокультуры в трехмерном пространстве адекватнее отражает системный эф-

фект клеточных взаимодействий, в то же время культивирование на двумерных

матрицах выявляет локальные эффекты. Описанные наблюдения подчерки-

вают влияние многоуровневых и многомерных факторов на клеточные

взаимодействия и подтверждают целесообразность использования модельных

систем кокультур in vitro для изучения механизмов регенерации зон контакта.
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14.7. Механизм клеточных взаимодействий в кокультуре

Известно, что физическое взаимодействие между клетками регулируется различ-

ными адгезионными молекулами и контактами. Среди них особо важная роль в

регуляции межклеточной адгезии принадлежит кадгеринам— большому семей-

ству кальций-зависимых трансмембранных адгезионных молекул. Кадгерины—

мощные модуляторы тканевого морфогенеза в ходе эмбрионального развития,

поскольку они управляют дифференциацией клеток [55, 56], их миграцией

[57, 58] и адгезией [59, 60]. Структурно кадгерины подразделяют на подгруппы I

и II, а их название определяется типом ткани, из которой они впервые были выде-

лены. К кадгеринам типа I относится кадгерин E (эпителиальный), N (нервный),

P (плацентарный) и R (относящийся к сетчатке; от англ. retinal). К типу II принад-

лежат кадгерин-5, -6, -8, -11 и -12 [61]. В эмбриогенезе сортировка клеток регули-

руется дифференцированной экспрессией кадгеринов, что обеспечивает форми-

рование разных типов тканей. Например, преимущественная экспрессия

Е-кадгерина в эктодерме и N-кадгерина в развивающимся нейроэпителии позво-

ляет им разделиться и начать формироваться по отдельности [55, 56]. Компарт-

ментализация тканей и их разграничение также регулируются кадгеринами

[62, 63]. В организме взрослого человека они поддерживают гомеостаз активно

растущих тканей: эпидермиса [64–66] и костной ткани [67]. Кадгерины также

способствуют сохранению тканевой организации, стимулируя контактное инги-

бирование и предотвращая распространение опухолевых клеток [60, 68]. Внут-

риклеточный домен кадгерина связывается с цитоплазматическими белками, ка-

тенинами (� и �) и р120, которые затем взаимодействуют с цитоскелетом,

облегчая миграцию клеток и изменение их формы [69].

Механизмы различных взаимодействий между остеобластами, фиброблас-

тами и хондроцитами до сих пор неизвестны. Межклеточные сообщения, обу-

словленные кадгеринами, возможно, играют важную роль после хирургическо-

го восстановления связок, когда фибробласты и остеобласты контактируют

друг с другом в зоне соединения мягких тканей и кости. Формирование феноти-

па остеобластов непосредственно регулируется N-кадгеринами [70–72], экс-

прессия которых повышается при остеогенной дифференциации [67, 70, 73].

Полагают, что кадгерины также вовлечены в остеоиндукцию мезенхимальных

стволовых клеток путем образования сигнального пути с участием �-катенина

[74]. Кроме кадгеринов важная роль в организации контактов между соседними

остеобластами, остеоцитами и периостальными фибробластами принадлежит

коннексинам — белкам межклеточных щелевидных контактов. По некоторым

данным, кадгерины также участвуют в образовании щелевидных контактов

[75, 76].

Межклеточная адгезия важна и для хондрогенеза [77–79], поскольку N-кад-

герин экспрессируется в мезенхиме зачатков конечностей цыпленка, причем по

мере его конденсации, экспрессия усиливается [77, 78]. Если активность N-кад-

герина нейтрализовать связыванием с антителами, произойдет замедление кон-

денсации и хондрогенеза [77]. Конденсация далее опосредуется одновремен-
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ной экспрессией Ca-независимых мембранных гликопротеинов, например

молекул клеточной адгезии (CAM). В частности, N-CAM, возможно, участвует

в хондрогенезе [79–81].

Кадгерин-11 (OB-кадгерин)—маркер слабо связанных и мигрирующих эле-

ментов мезенхимы. Он конститутивно экспрессируется в остеобластах, непо-

средственно влияя на сортировку, выравнивание и разделение клеток при диф-

ференциации [82]. В сухожилиях сгибателей пальцев крысы были обнаружены

щелевидные контакты, а именно коннексины 32 и 43, что указывает на слож-

ный механизм межклеточных коммуникаций [83]. Кроме того, в присутствии

фибробластов сухожилия in vitro происходила регуляция экспрессии N-кадге-

рина и винкулина [84]. Хотя экспрессия молекул адгезии в фибробластах связок

не изучена, в синовиоцитах обнаружили экспрессию кадгерина-11, что, вероят-

но, имеет значение для организации синовиальной ткани [69]. Таким образом,

при формировании многоклеточной зоны контакта между связкой или сухожи-

лием и костью межклеточная адгезия при участии комплексов кадгеринов и

белков щелевидных контактов, по-видимому, облегчает межклеточное сообще-

ние, необходимое для контроля миграции клеток или организации тканей в зоне

контакта.

Современные представления о функциях кадгеринов основаны на исследо-

ваниях онтогенетики, и неизвестно, можно ли экстраполировать их на область

тканевой инженерии. Хотя модель повреждения тканей в физиологическом

смысле вполне достоверно описывает контакт трансплантата мягкой ткани

с костью, экспрессия и распределение кадгеринов и плотных контактов при

сращивании связки и кости мало изучены.

14.8. Заключение

Многоуровневые и многомерные межклеточные взаимодействия играют важ-

ную роль в гомеостазе, репарации и регенерации органов. Биомиметические

модели кокультур— надежный инструмент для определения индивидуального

вклада физического межклеточного контакта, растворимых факторов, геомет-

рии матрицы и т. д. Модельные исследования кокультур позволили получить

информацию о роли межклеточных взаимодействий в регенерации зон контак-

тов мягких тканей и костей. Точный механизм клеточного взаимодействия,

управляющий организацией и гомеостазом тканей в областях контакта, неиз-

вестен. Продолжение исследований в этом направлении будет способствовать

разработке вживляемых фиксирующих устройств нового поколения, а также

созданию новых методов тканевой инженерии для получения сложных тканей

и систем органов.
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Часть III

КЛИНИЧЕСКИЕ ПРИМЕНЕНИЯ

НАНОСТРУКТУР



15.1. Введение

15.1.1. Тканевая инженерия и регенеративная медицина

Нарушение работы тканей и органов — одна из основных проблем здравоохра-

нения во всем мире. В настоящее время для восстановления или замены по-

врежденных или недостающих тканей или органов применяют два подхода:

аутотрансплантацию или аллотрансплантацию. Однако возможности ауто-

трансплантации лимитируются ограниченной доступностью тканей и болез-

ненностью донорского участка, а проведение аллотрансплантации сопряжено

с возможностью передачи заболеваний и возникновением иммунных реакций.

Число пациентов, нуждающихся в пересадке органа, постоянно растет. В соот-

ветствии с недавно проведенными исследованиями, только в США 89 000 боль-

ных ожидают того или иного донорского органа и 17 человек умирают ежед-

невно, не дождавшись пересадки сердца, печени, почки, поджелудочной

железы, легкого или костного мозга [1]. В решении этой проблемы могут по-

мочь тканевая инженерия и регенеративная медицина, суть которых состоит в

применении биологических, химических и инженерных принципов для восста-

новления или регенерации тканей с помощью биологических материалов, кле-

ток и факторов — по отдельности или в сочетании [2].

В настоящее время разработано три основных пути регенерации тканей на

основе принципов тканевой инженерии [3]. Первый — инъекция тканеспеци-

фичных клеток в поврежденный участок. Этот неинвазивный метод применяет-

ся при незначительных повреждениях, но его нельзя использовать для регене-

рации сложных тканей, построенных из нескольких типов клеток. Второй путь

направленной тканевой инженерии основан на использовании биоразлагаемых

матриц из высокомолекулярных соединений: полимолочной кислоты (ПМК),

полигликолевой кислоты (ПГК), сополимера молочной и гликолевой кислот

(ПМГК), поликапролактама (ПКЛ), полифосфазенов и т. д., которые контроли-

руют рост клеток. Выбор материала матрицы зависит от конкретной задачи.

После того как клетки заселяют необходимый участок и полностью восста-

навливают повреждение, матрица распадается.

ГЛАВА 15

НАНОСТРУКТУРЫ В ТКАНЕВОЙ ИНЖЕНЕРИИ

И РЕГЕНЕРАТИВНОЙМЕДИЦИНЕ

Сиам П. Нукаварапу, Сангамеш Г. Кумбар, Лакшми С. Наир

и Като Т. Лоренсин

Перевод с англ. Т. Мосоловой.



Третья, наиболее важная, стратегия состоит в использовании биоразлагае-

мой матрицы в сочетании с факторами роста и тканеспецифичными клетками

или стволовыми клетками, которые в конечном итоге дифференцируются

в клетки требуемого типа. У данного подхода есть два варианта: применение за-

крытых систем или применение открытых систем. В системах закрытого типа

заселенные клетками матрицы заключают в тонкую полупроницаемую мембра-

ну. Она служит ограничителем и защищает клетки от иммунных реакций орга-

низма хозяина, в то же время матрица позволяет проникать питательным ве-

ществам и продуктам жизнедеятельности клеток. Этот подход имеет много

общего с экстракорпоральной технологией, с помощью которой восстанавлива-

ют деятельность некоторых органов. Чаще применяют системы открытого

типа, где клетки на матрице выращивают in vitro до проведения имплантации.

В зависимости от ситуации, необходимые для регенерации ростовые факторы

либо высвобождаются из матрицы, либо доставляются с помощью специаль-

ных клеток с использованием методов генной терапии [4]. Биоразлагаемые мат-

рицы в сочетании с клетками и ростовыми факторами успешно применяются

для регенерации кожи, костей, хрящей, кровеносных сосудов и сердечных кла-

панов. Эта технология была дополнительно усовершенствована заменой стати-

ческих методов культивирования на динамические системы культивирования

в биореакторах. Выращивание клеток в биореакторах позволяет доставлять

к ним необходимое количество питательных веществ и механическим образом

стимулирует рост клеток за счет аэрации и перемешивания [5]. Тканевая инже-

нерия с успехом используется для регенерации некоторых простых тканей, на-

пример кожи и хрящей, однако для ее клинического внедрения необходимо

оптимизировать выбор матрицы, концентрацию клеток, а также тип и количес-

тво ростовых факторов в зависимости от конкретной задачи и состояния па-

циента.

15.1.2. Матрицы для тканевой инженерии

Тканевая инженерия—набор методов для создания трехмерной структуры тка-

ни или органа из соответствующего типа клеток. Культивируемые клетки утра-

чивают способность к формированию пространственной структуры и образуют

плоские слои без анатомических особенностей. Воссоздание трехмерной

структуры достигается путем посева клеток на искусственную матрицу или но-

ситель, которые стимулируют образование пространственной структуры, что

является важным элементом тканевой инженерии [6]. Матрица для тканевой

инженерии должна быть биосовместима, биологически активна, биоразлагаема

или способна к саморазрушению, также она должна обладать нужными механи-

ческими свойствами и пористостью. Помимо этого, продукты разложения мат-

рицы не могут быть токсичны. Под биосовместимостью понимают способность

к поддержанию определенной клеточной активности без какого-либо отрица-

тельного влияния на клетки и на организм хозяина в целом [7, 8]. Биологическая

активность — это совокупность химических свойств поверхности, способству-
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ющих прикреплению, пролиферации и дифференцировке клеток [9, 10]. Кон-

тролируемое разложение матрицы очень важно, поскольку скорость ее распада

должна соответствовать скорости образования новой ткани (предполагается,

что матрица будет растворена, а не удалена хирургически). Большой внутрен-

ний объем пор и их определенный размер необходимы для проведения

инфильтрации клеток, а также для эффективного транспорта питательных ве-

ществ и вывода продуктов жизнедеятельности клеток. Например, для регенера-

ции костной ткани используют носители, общий объем пор которых составляет

30%, а средний их размер равен 150 мкм [2]. Кроме того, механические свой-

ства матрицы должны соответствовать свойствам восстанавливаемой ткани.

Носители для регенерации костной ткани должны иметь высокий модуль упру-

гости, а матрица для сосудистой ткани — низкий.

Биоразлагаемые подложки для тканевой инженерии обычно производят из

синтетических полимеров: ПГК, ПМК, ПМГК, ПКЛ, полифосфазенов, полиан-

гидридов и из природных белков и углеводов: хитозана, альгината и гиалуроно-

вой кислоты [11, 12]. Сейчас разработано несколько технологий получения по-

ристых трехмерных матриц из синтетических и природных полимеров. Среди

типичных технологий можно назвать отливку полимера с последующим выще-

лачиванием включенных в него частиц [13], вспенивание газами [14], лиофили-

зацию [15], трехмерную печать [16] и спекание микросфер [17]. Установлено,

что большинство трехмерных пористых структур способствуют адгезии и про-

лиферации клеток, но не способны имитировать внеклеточный матрикс, окру-

жающий клетки в тканях. Поэтому наилучшей альтернативой оказалось ис-

пользование наноструктурированных матриц, которые не только имитируют

внеклеточный матрикс, но и активно взаимодействуют с белками, что в конеч-

ном итоге ускоряет адгезию клеток и способствует регенерации. Для создания

носителей с особенностями микро- и наноматериалов используют следующие

методы: электроспиннинг [18], разделение фаз [19], самосборку молекул [20]

и нанесение определенного рисунка на поверхность матрицы [21]. В этой главе

будут рассмотрены свойства матриц из наноматериалов и различные способы

их получения. Особое внимание уделяется исследованиям in vitro и in vivo, где

эффективность восстановления тканей удается повысить за счет применения

носителей из наноматериалов.

15.1.3. Наноструктура внеклеточного матрикса

Внеклеточный матрикс (ВКМ) — способная к самосборке сеть нановолокон,

построенная из макромолекул, которая окружает и поддерживает клетки в тка-

нях [22]. ВКМ входит в состав интерстициальной ткани и базальной мембраны

(рис. 15.1, а). Внеклеточный матрикс состоит из структурных белков, коллагена

и эластина и специализированных белков, фибриллина, фибронектина и лами-

нина, что позволяет структурно соединять клетки, образующие ткань. Кроме

того, ВКМ служит поверхностью для адгезии и миграции клеток.
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Протеогликаны представляют собой гликоаминогликаны, хондроитинсуль-

фат и гепарансульфат, связанные с коровыми белками. Они продуцируют хи-

мические сигналы и регулируют рост, дифференцировку и метаболическую ак-

тивность клеток. Интерстициальная ткань входит в состав соединительных

тканей: костной ткани, хряща и связок и контактирует с разными клетками и пе-

речисленными выше белками. Базальная мембрана (БМ) поддерживает тонкий

слой эндотелиальных, эпителиальных и некоторых мезенхимных клеток во

многих органах (см. рис. 15.1, б). Функция БМ—обеспечение активного барье-

ра для инфильтрации и миграции клеток; она также служит источником ряда

ростовых факторов.

Внеклеточный матрикс и базальная мембрана состоят из нитей коллагена,

эластина и фибронектина (см. рис. 15.1, в). Диаметр нитей — несколько нано-

метров, что намного меньше диаметра клеток — несколько микрометров.
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Рис. 15.1.Фотография роговицы куриного эмбриона, полученная методом сканиру-

ющей электронной микроскопии, на которой видны эпителиальные клетки, базаль-

ная пластинка и нити коллагена (а), молекулярное строение базальной пластинки (б)

и коллагена (в). Воспроизводится из [22] с разрешения Роберта Трелстеда (а), John

Wiley and Sons Inc. (б) и Garland Science Publishing (в)



Основным компонентом ВКМ является коллаген, образующий его фибрилляр-

ный остов, причем в организме человека коллаген присутствует как минимум

в 28 формах. Обычно этот белок формирует фибриллярные структуры, состоя-

щие из вытянутых молекул длиной 300 и толщиной 1,5 нм, находящихся в трой-

ной спирали. Каждая спираль состоит из 1050 аминокислотных остатков, также

свернутых в правозакрученную тройную спираль. Взаимодействие нескольких

тройных спиралей коллагена между собой приводит к образованию нитей тол-

щиной около 50 нм. Соседние молекулы белка в фибриллах смещены друг от

друга на расстояние 67 нм, поэтому под электронным микроскопом нити колла-

гена выглядят поперечно-исчерченными. Другой важный компонент внекле-

точного матрикса — фибронектин, который «склеивает» клетки и ВКМ в раз-

личных тканях. Фибронектины — это димеры двух похожих пептидов длиной

60–70 нм и толщиной 2–3 нм. Данные белки содержат нанодомены с последова-

тельностью аргинин–глицин–аспарагиновая кислота–серин, обладающие вы-

соким сродством к коллагену, фибрину и поверхностным клеточным

рецепторам. Размер прочих белков, входящих в состав внеклеточного

матрикса, также лежит в нанометровом диапазоне, и они влияют на поведение

клеток на разных уровнях.

15.2. Матрицы на основе нановолокон

Клетки внутри тканей так или иначе включены в структуру нановолокон ВКМ.

Например, на рис. 15.2, а показано изображение роговой оболочки глаза крысы,

полученное методом сканирующей электронной микроскопии; из рисунка вид-

но, что данная ткань состоит из фибробластов, окруженных нанофибриллами

внеклеточного матрикса. Аналогичная клеточная организация наблюдается при

культивировании клеток на матрице из нановолокон in vitro (см. рис. 15.2, б).
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Рис. 15.2. Электронные изображения: а— роговицы глаза крысы, в которой фиб-

робласты окружены фибриллами внеклеточного матрикса (воспроизводится в соот-

ветствии с [22] с разрешения Garland Science Publishing); б — фибробластов кожи

человека, культивируемых in vitro на нановолокнах поликапролактама (воспроизво-

дится в соответствии с Appl. Biochem. Biotechnol. 2005; 125: 147–158, с разрешения

Humana Press Inc.)



Подобное расположение клеток на наноструктурированной матрице побудило

исследователей к разработке усложненных методов получения нановолокон, ко-

торые бы точнее имитировали внеклеточный матрикс и служили матрицей для

регенерации тканей. Ниже обсуждаются способы изготовления матриц на основе

нановолокон, а именно электроспиннинг, разделениефаз и самосборка молекул.

15.2.1. Электроспиннинг

Электроспиннинг — простой, эффективный и недорогой метод получения

сверхтонких нитей (см. также разд. 1.5 и 6.4). Схема стандартного устройства

для электроспиннинга представлена на рис. 15.3, а. В этом процессе к капилля-

ру, заполненому раствором или расплавом полимера, удерживаемого силами

поверхностного натяжения, подается большой электрический потенциал в не-

сколько киловольт. Такое электрическое напряжение вызывает отталкивание

между молекулами полимера внутри капли, находящейся на острие наконечни-

ка шприца. Когда электростатические силы превосходят силы поверхностного
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Рис. 15.3.Методология получения матриц на основе нановолокон в зоне контакта:

а— типичная установка для проведения электроспиннинга и полученные матрицы

с неупорядоченным и упорядоченным расположением нановолокон (воспроизводит-

ся в соответствии с [33] с разрешения Elsevier); б—стадии процесса разделения фаз,

индуцированного изменением температуры, и полученные нановолокна и пены со

сферическими порами (воспроизводится в соответствии с [19] с разрешения Elsevier);

в — процесс самосборки молекул и полученные нановолокна и сформированная

из них матрица (воспроизводится в соответствии с [49] с разрешения AAAS)



натяжения в растворе или расплаве полимера, из наконечника шприца выбра-

сываются тонкие струйки полимера, в конечном итоге достигающие заземлен-

ного коллектора. В ходе процесса растворитель испаряется, а струйки полимера

превращаются в длинные и чрезвычайно тонкие волокна, диаметром от десят-

ков нанометров до нескольких микрометров. Сравнительно недавно электро-

спиннинг привлек внимание исследователей, занимающихся проблемами тка-

невой инженерии. Из синтетических и природных полимеров было создано

множество носителей со случайным или упорядоченным расположением ни-

тей, в их число входят структуры типа «стержень–оболочка», пористые струк-

туры и т. д. Такие системы используются в тканевой инженерии и при доставке

лекарственных препаратов (см. рис. 15.3, а) [23–27].

Полученные методом электроспиннинга нетканые волокна имеют диаметр,

соответствующий размеру элементов внеклеточного матрикса, а большая пло-

щадь поверхности созданных матриц обеспечивает возможность прикрепления

множества клеток. Кроме того, до 90% объема подобных носителей составляют

поры, размеры которых позволяют клеткам свободно мигрировать [27]. Матри-

цы на основе нановолокон обеспечивают возможность эффективного транс-

порта питательных веществ и продуктов жизнедеятельности клеток между

носителем и окружающими тканями.

Возможность применения электроспиннинга для создания матриц для тка-

невой инженерии была продемонстрирована и запатентована Лоренсином и К
о

[28]. Они впервые получили сверхтонкие нити ПМГК методом электроформо-

вания. Данные нити имели морфологическое сходство с внеклеточным матрик-

сом природных тканей, их диаметр составлял 500–800 нм, а пористость превы-

шала 90% [27]. Исследования in vitro показали активную адгезию и хорошее

распределение мышиных фибробластов на нановолокнах ПМГК. На основании

полученных результатов был сделан вывод, что диаметр пор 25–100 мкм подхо-

дит для миграции мезенхимных стволовых клеток человека и разрастания тка-

ни. Для улучшения заживления поврежденных тканей в нановолокна включали

различные лекарственные препараты, были созданы матрицы для тканевой ин-

женерии на основе нановолокон из полифосфазенов [29]. Новые носители обес-

печивали прикрепление и пролиферацию эндотелиальных клеток коронарной

артерии и напоминающих остеобласты клеток МС3Т3-Е1 [30]. В настоящее

время ведутся работы по созданию различных структур на основе полифосфа-

зенов и полифосфазенов в сочетании с ПМГК, предназначенных для регенера-

ции костной ткани и производства раневых повязок.

Многие исследовательские группы успешно применяли электроспиннинг

для получения матриц из нетканых волокон на основе биоразлагаемых поли-

эфиров: ПМК, ПГК и ПМГК [31, 32]. Электроспиннинг ПМК позволяет полу-

чать нановолокнистые материалы с ориентированной и случайной органи-

зацией нитей диаметром 300–700 нм. Рамакришна с соавторами изучали

биосовместимость нановолокон ПМК, используя нервные стволовые клетки

[33]. Клетки прикреплялись и пролиферировали на матрице как со случайной,

так и с ориентированной укладкой нитей. Кроме того, проводили электрофор-
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мование волокон из ПКЛ и смеси ПКЛ с полиортоэфирами. Показано, что хон-

дроциты зародыша быка, высеянные на матрицу из нановолокон ПКЛ со сред-

ним диаметром волокна 700 нм, сохраняли фенотип на протяжении трех недель

культивирования [34]. Женг с соавторами установили, что эндотелиальные

клетки пупочной вены человека лучше прикрепляются и пролиферируют на во-

локнах из сополимера L-молочной кислоты и �-капролактама (соотношение

50 : 50) диаметром 300 нм, чем на волокнах диаметром 7 мкм из того же сополи-

мера [35]. Метод электроспиннинга также применялся для формования

полимерных волокон из различных природных полимеров, которые обладают

биосовместимостью и биофункциональностью. Для создания усовершенство-

ванных матриц использовали нановолокна из природных полимеров: коллаге-

на, фибриногена, альгината, гиалуроновой кислоты, хитозана и крахмала,

в чистом виде и в сочетании с синтетическими полимерами [36, 37]. Матрицы

на основе нановолокон, образованных из молекул, входящих в состав внекле-

точного матрикса, не только по структурным параметрам, но и по химическим

и биологическим характеристикам напоминали природный матрикс. В частнос-

ти, провели электроформование волокон из коллагенов типа I и III с использо-

ванием в качестве растворителя 1,1,1,3,3,3-гексафтор-2-пропанола (гексафто-

ризопропанола); волокна коллагена I имели диаметр 100 нм, а коллагена III —

около 250 нм [38]. Созданные на основе этих волокон матрицы поддерживали

рост клеток гладких мышц, а также позволяли им проникать внутрь коллагено-

вой сети. Для улучшения механических свойств носителя из коллагеновых на-

новолокон применяли покрытие из ПКЛ. Оно повышало механическую про-

чность матрицы, но при этом на ее поверхности сохранялись участки

свободного коллагена, необходимые для прикрепления и пролиферации фиб-

робластов кожи человека [39]. Впрочем, при проведении электроспиннинга

было показано, что при данном процессе нарушается биологическая структура

некоторых природных полимеров. Возможно, это связано с применением орга-

нических растворителей, которые могут вызвать денатурацию белков. Поэтому

возможности электроформования природных полимеров ограничены, и данное

направление развивается не так активно, как электроспиннинг синтетических

полимеров.

15.2.2. Разделение фаз

Разделение фаз полимеров давно и активно используется при производстве

мембран немедицинского назначения [40]. Сравнительно недавно технологию

термически индуцированного разделения фаз начали применять при изготовле-

нии пористых наноструктурированных трехмерных матриц для тканевой инже-

нерии [41]. В этом методе полимер сначала растворяют в подходящем раство-

рителе при высокой температуре. При снижении температуры происходит

разделение фаз жидкость–жидкость или жидкость–твердое вещество, причем

в одной фазе концентрация полимера высокая, а в другой — низкая. Удаление

растворителя выпариванием или лиофилизацией приводит к образованию пор
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в зонах с низким содержанием полимера, в то же время в зонах высокого содер-

жания полимера формируется трехмерная сетчатая структура (см. рис. 15.3, б).

Пористость и толщину нитей полимера в матрице можно контролировать путем

изменения состава растворителя, концентрации полимера и температуры.

Применение метода разделения фаз в тканевой инженерии вызвало интерес

исследователей по двум причинам. Во-первых, контролируемая пористость

матрицы—удобное свойство для поддержания пролиферации клеток и образо-

вания трехмерной структуры ткани. Во-вторых, трехмерная структура наново-

локон способна имитировать природную структуру коллагена. На рис. 15.3, б

изображена пористая матрица, построенная из алифатических полиэфиров,

поли-L-молочной кислоты, поли-D,L-молочной кислоты и ПМГК, полученных

методом разделения фаз [42–44]. Однако синтез нановолокон происходит лишь

при высокой степени кристалличности полимера, например поли-L-молочной

кислоты. В одной из работ было изучено влияние температуры застывания,

концентрации полимера и типа растворителя на пористость матрицы и диаметр

образующихся волокон ПМК. Процесс дополнительно усложняли модифика-

цией полимера порогеном; таким образом, удавалось получать сеть макропор

в матрице со стенками из пористых нановолокон [41].

15.2.3. Самосборка молекул

Самосборка молекул — спонтанный процесс организации молекул в стабиль-

ную структуру со строго определенным порядком, происходящий за счет сла-

бых сил и нековалентных взаимодействий. К ним относятся водородные и ион-

ные связи, гидрофобные и ван-дер-ваальсовы взаимодействия. В последнее

время самосборка молекул стала использоваться в качестве одного из основных

методов получения нановолокон для тканевой инженерии. Свойства и структу-

ра матриц на основе нановолокон напоминают соответствующие параметры

природного внеклеточного матрикса.

В качестве «строительных блоков» для создания наноструктурированных

носителей в тканевой инженерии часто применяют белки, пептиды и липиды.

Сама природа использует механизм самосборки молекул для создания коллаге-

на или кератина [45]. Впервые трехмерная пептидная матрица была получена за

счет самосборки пептида (Ala–Glu–Ala–Glu–Ala-Lys–Ala–Lys)2, EAK16, в фи-

зиологической среде или в солевом растворе [46]. Пептиды с чередующимися

гидрофильными и гидрофобными аминокислотными остатками, при опреде-

ленных значениях pH и концентрации соли, образуют устойчивые матрицы из

переплетенных нановолокон. Метод самосборки положил начало новому этапу

исследований, поскольку раствор пептидов in vivo способен формировать мат-

рицу со свойствами ВКМ, что позволяет восстанавливать поврежденные или

отсутствующие ткани. На основе данного подхода компания «BD biosciences»

создала пептидный гидрогель PuraMatrix с диаметром волокон 10 нм и раз-

мером пор 50–200 нм. В условиях in vitro было показано, что эта матрица

способствует дифференцированию предшественников гепатоцитов [47], ней-

ронов из срезов гиппокампа [48] и росту аксонов клеток PC12 [96].
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Стапп с соавторами синтезировали наноцилиндры из амфифильных пепти-

дов с неполярными углеводородными хвостами и гидрофильными пептидными

головками (см. рис. 15.3, в) [49]. Образование наноцилиндров происходит при

изменении pH от 8 до 4. Образующиеся волокна диаметром 7,6 ± 1 нм для проч-

ности соединяли между собой перекрестными сшивками путем реакции окис-

ления. Включение в пептидную последовательность фосфорилированного

остатка серина обеспечивало кальцефильную природу матрицы, придающую

ей способность к образованию минерального покрытия из гидроксиапатита,

что открыло новые возможности в инженерии костной ткани [50]. Исследова-

ния на различных трехмерных пептидных матрицах in vitro выявили хорошую

пролиферацию, функциональную дифференцировку и активную миграцию

многих типов клеток [51]. В экспериментах с хондроцитами быка, включенны-

ми в пептидную матрицу, была обнаружена активная продукция собственного

внеклеточного матрикса, состоящего из разных видов коллагена и гликозами-

ногликанов при сохранении фенотипа клеток [52]. Также выяснилось, что са-

мосборка молекул позволяет представлять клеткам биологически активные

эпитопы. Например, матрица из нановолокон, содержащая эпитоп ламинина,

белка, способствующего росту аксонов, состава изолейцин–лизин–валин–

аланин–валин избирательно вызывала быструю дифференцировку предшест-

венников нервных клеток в нейроны [99].

Электроспиннинг, разделение фаз и самосборка молекул представляют со-

бой активно используемые методы создания матриц на основе нановолокон.

Электроспиннинг позволяет получать нановолокна на основе синтетических

и природных полимеров, включая коллаген и фибриноген. Несмотря на то что

разделение фаз пригодно лишь для работы с полимерами высокой степени

кристалличности, сам процесс экономически выгоден и может использоваться

для производства трехмерных матриц, аналогичных анатомическому строению

соответствующей части тела. Преимущество самосборки молекул состоит в ис-

пользовании природных молекул: белков, протеинов и липидов. Более того,

данный метод позволяет синтезировать тканеспецифичные матрицы путем

подбора нужных «строительных блоков» и создания необходимой формы

in vivo. И хотя с помощью перечисленных выше технологий можно получать

матрицы, приближенные к естественному внеклеточному матриксу, необхо-

димы дальнейшие исследования, направленные на повышение механической

прочности носителей для применения в тканевой инженерии.

15.3. Матрицы со структурированной поверхностью

Для решения задач тканевой инженерии структура матричной поверхности иг-

рает более важную роль, чем свойства внутреннего пространства, поскольку

клетки заселяют поверхность и реагируют на индуцируемые сигналы до и пос-

ле прикрепления к ней. Известно, что клетки отвечают на сигналы, определен-

ным образом организованные во времени и пространстве, и могут распознавать

элементы подложки, размер которых составляет всего 10 нм [53]. Нанесение
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рисунка на поверхность матрицы позволяет воспроизвести in vivo оптимальную

для роста и функционирования клеток нано- или микросреду. Данная поверх-

ность должна контролировать дифференцировку и пролиферацию и многокле-

точную организацию сложных тканей, что недостижимо на гладкой подложке.

К микро- и нанотехнологическим процессам, используемым для получения

матриц, относятся методы фотолитографии и мягкой литографии, например

контактная печать, отливка реплик и импринтная литография. Эти методы поз-

воляют размещать на поверхности носителя решетки, лунки, углубления, про-

рези и островки [54]. Фотолитография традиционно используется при создании

поверхностей определенного рельефа в промышленных и биомедицинских це-

лях. Однако, несмотря на популярность этого метода, его применение для со-

здания биологических поверхностей, в том числе для тканевой инженерии,

ограничено структурой производственного процесса, требующего больших ка-

питальных и технологических затрат.Методы мягкой литографии более прием-

лемы, поскольку они позволяют сразу создавать матрицы различной формы

и с высокой точностью. Кроме того, в отличие от традиционной литографии,

в данном случае нет необходимости в использовании растворителей, вредных

для биологических систем. К мягкой литографии относят целую группу мето-

дов, позволяющих получать или воспроизводить различные структуры с по-

мощью эластомерных печатей, отливок и плотно прилегающих фотошаблонов

с применением полидиметилсилоксана или фторсиликона. Резиновые формы

готовят по образцу, который обычно изготавливают фотолитографией или

электронно-лучевой литографией. В последние годы методы мягкой лито-

графии стали широко применяться для создания поверхностей с нано- или

микроособенностями [55, 60, 64]. В настоящее время уже можно соединить

преимущества литографии с технологиями создания трехмерных матриц с на-

ноструктурой для применения в тканевой инженерии.

15.3.1. Микро- и наноконтактная печать

В последние годы микро- и наноконтактная печать— основные технологии для

нанесения рисунка на поверхность материалов, применяемые в биологии вооб-

ще и в тканевой инженерии в частности. Среди методов мягкой литографии

контактная печать стала первой использоваться для нанесения требуемого ри-

сунка на самоорганизующиеся монослои (САМ) алкантиолов на поверхности

золота [55]. Принцип метода состоит в следующем: печать из ПДМС покрыва-

ют алкантиолом и оставляют след на поверхности золота; в области контакта

подложки с печатью остается отпечаток алкантиола. Поверхность промывают,

и не затронутые участки золота покрывают другим алкантиолом, в результате

чего вся поверхность оказывается покрытой рисунком с двумя типами конце-

вых групп. Матрицы с подобной поверхностью, неспецифически не взаимодей-

ствующей с белками, применяют для связывания требуемых белков. Например,

если поверхность с двумя типами участков, покрытых молекулами с концевы-

ми остатками этиленгликоля и метильными группами соответственно, помес-
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тить в раствор фибриногена, фибронектина или иммуноглобулина, белки ад-

сорбируются на участках с концевыми метильными группами (рис. 15.4, а на

цв. вклейке). Затем поверхности с нанесенным белковым рисунком используют

для связывания клеток. В одном из исследований бычьи клетки эндотелия ка-

пилляров взаимодействовали с поверхностью САМ, покрытой фибронектином

[56]. Поскольку большинству клеток млекопитающих для прикрепления

нужны якорные молекулы, эндотелиальные клетки связываются лишь в участ-

ках САМ с концевыми метильными группами, несущими фибронектин

(см. рис. 15.4, б).

Микро/наноконтактная печать — недорогой, простой и эффективный метод

размещения рисунка на плоских и неплоских поверхностях для тканевой инже-

нерии. Лии с соавторами получили специфический рисунок молекул ингибито-

ра для создания зон роста пигментных эпителиальных клеток радужной обо-

лочки на капсуле хрусталика глаза человека с целью трансплантации клеток

сетчатки [57]. Данный способ создания рисунка на аутологичной человеческой

ткани может найти применение для замены пигментного эпителия сетчатки при

возрастной дегенерации макулы. Недавно методом контактной печати форми-

ровали наноструктуры с помощью ПДМС с высоким модулем эластичности

и высокомолекулярных красителей. Была продемонстрирована возможность

проведения наноконтактной печати с разрешением менее 50 нм путем комби-

нирования тонких и твердых печатей ПДМС и слабо диффундирующих высо-

комолекулярных красителей [58]. Еще одна модификация наноконтактной пе-

чати состоит в использовании гибких печатей из ПДМС для нанесения рисунка

на неровные поверхности. Эта технология может применяться для модифи-

кации матрицы в тканевой инженерии при клиническом использовании [59].

15.3.2. Литография на основе капиллярных сил

Группа ученых из Массачусетского технологического института предложила

еще один простой способ нанесения рисунка белков или клеток, названный ли-

тографией на основе капиллярных сил [60]. Метод состоит в отливке ровных

пленок полиэтиленгликоля (ПЭГ), гиалуроновой кислоты или хитозана (при

температуре выше температуры стеклования) с использованием капиллярных

свойств этих соединений, а также их способности к смачиванию печатей из

ПДМС. Поверхностные тонкие пленки полисахаридов могут препятствовать

адгезии органического материала, поэтому участки, покрытые гиалуроновой

кислотой и хитозаном, отталкивают белки и клетки [61], в то же время участки

матрицы свободные от гиалуроновой кислоты и хитозана адсорбируют их.

В одном исследовании в качестве отталкивающего покрытия применяли диме-

тилакрилат ПЭГ, а связывающую часть матрицы покрывали фибронектином,

адсорбировшим клетки NIH3T3. В другом эксперименте проводили послойное

нанесение гиалуроновой кислоты (ГУК) и поли-L-лизина (ПЛ) для связывания

с поверхностью клеток кокультуры (см. рис. 15.4, в) [62]. Адсорбцию ПЛ на

участках ГУК за счет ионных сил использовали для того, чтобы области
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поверхности, покрытые ГУК, не отталкивали, а притягивали клетки кокульту-

ры. Фрагменты подложки, покрытые фибронектином и ПЛ, предназначались

для селективной адсорбции клеток кокультуры, содержащей гепатоциты,

эмбриональные стволовые клетки мыши (ES) и фибробласты NIH3T3

(см. рис. 15.4, г). Формирующиеся кокультуры не зависели от порядка закреп-

ления клеток и порядка их посева и оставались стабильными в течение пяти су-

ток. Впоследствии цитотоксичный ПЛ был заменен на коллаген, являющийся

компонентом природного внеклеточного матрикса и способный образовывать

ионные комплексы с ГУК [63].

Литография на основе капиллярных сил— недорогой и эффективный метод

поверхностного микрораспределения клеток в кокультуре для изучения взаи-

модействий между клетками и клетками и матриксом с целью регенерации тка-

ней сложной структуры.

15.3.3. Нанесение рисунка биомолекул

Нанесение рисунка биомолекул представляет собой упорядоченное распреде-

ление биологических молекул: белков и ДНК, а также клеток на какой-либо по-

верхности. Недавно для нанесения рисунка биомолекул на силиконовую или

стеклянную подложку стали применять фотокаталитическую литографию, ска-

нирующую зондовую литографию и лазерную абляцию. В фотокаталитической

литографии свет определенной длины волны используется для химической ак-

тивации материала на печати, контактирующей с тонкой окисляемой пленкой.

В данном методе силиконовый или стеклянный носитель модифицируют

покрытием тиолированного ПЭГ, которое препятствует адсорбции биологичес-

кого материала [64]. Избирательное удаление фрагментов, подвергшихся воз-

действию света, оголяет матрицу, образуя сеть адсорбирующих и неадсор-

бирующих участков. Затем немодифицированную поверхность стекла или

силикона заполняют адгезивным веществом — аминопропилсиланом (АПС),

наносят меченный флуоресцеинизотиоцианатом (ФИТЦ) белок нейтравидин

и изучают поверхность методом флуоресцентной микроскопии. На рис. 15.4, д

показано, что белок связывается с адгезивными L-участками (светлые), но не

с покрытыми полиэтиленгликолем отталкивающими фрагментами (темные).

Рис. 15.4, е иллюстрирует прикрепление клеток HeLa к матрице и их пролифе-

рацию. Клетки были трансфецированы тубулином и помечены зеленым флуо-

ресцентным белком. Приведенные фотографии свидетельствуют, что HeLa

способны функционировать на участках поверхности, покрытых АПС.

Нанесение рисунка с помощью сканирующей туннельной микроскопии или

атомно-силовой микроскопии (АСМ) называют методом сканирующей зондо-

вой литографии. Этот способ литографии весьма практичен, так как нанесение

рисунка, получение изображения и его анализ последовательно проводят под

микроскопом. Данный метод позволяет изучать иммобилизованный на поверх-

ности материал in situ. Чой с соавторами продемонстрировали заданное распре-

деление стрептавидина на модифицированной полиэтиленгликолем силиконо-
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вой поверхности методом АСМ. Они равномерно покрыли силиконовую

матрицу низкомолекулярным белком, отталкивающим метокси-ПЭГ силан

[65]. Силан полиэтиленгликоль превращался в SiO2 реакцией анодного окисле-

ния с приложением напряжения 10–20 В между поверхностью (анод) и острием

иглы (катод). При напряжении 14 В получались квадраты SiO2 глубиной

2–3 нм; их реакционная способность была выше, чем у необработанных участ-

ков. Квадраты модифицировали введением функциональных групп с высоким

сродством к белкам. Сначала поверхность оксида кремния изменяли при помо-

щи способных к самосборке молекул, несущих аминогруппы. Взаимодействие

белка с такими матрицами происходило по двум путям: в первом случае на мо-

дифицированной аминогруппами подложке SiO2 иммобилизовали стрептави-

дин, конъюгированный с золотом; во втором—для активации аминогрупп при-

меняли глутаровый альдегид, что позволяло затем присоединять белок за счет

образования ковалентных связей между альдегидными группами и амино-

группами стрептавидина. Покрытые стрептавидином матрицы можно

использовать для избирательного связывания биотинилированных материалов.

Возможностью применения рисунков биомолекул с разрешением от 10 до

100 нм для создания микрочипов медицинского назначения на основе сверх-

плотных ДНК и белков занимаются научные группы во всем мире.

15.4. Значение наноструктурированных матриц

для регенеративной медицины

В тканях и органах клетки постоянно окружает внеклеточный матрикс, пред-

ставляющий самоорганизующуюся нановолоконную матрицу, состоящую из

различных белков и полисахаридов. Объем внеклеточного матрикса разных

органов значительно различается: его много в хрящевой и костной ткани и зна-

чительно меньше в головном и спинном мозге. Строение и функциональные

особенности внеклеточного матрикса чрезвычайно разнообразны: существует

минерализованный матрикс костной ткани и зубов, прозрачный матрикс рого-

вицы, канатообразный матрикс сухожилий и базальная пластинка между эпите-

лием и соединительной тканью. Внеклеточный матрикс есть повсюду, и везде

он тесно связан с клетками, поэтому ВКМ контролирует работу клеток и опре-

деляет физические свойства тканей. Кроме того, большая площадь поверхности

нановолокон внеклеточного матрикса позволяет экспонировать наружу

протеогликаны, гликоаминогликаны и интегрины, способствующие взаимоде-

йствию матрикса с цитоскелетом.

Клеточные функции in vivo регулируются взаимодействием клеток с внекле-

точным матриксом, а также растворимыми факторами. Воспроизведение

естественных характеристик матрикса в синтетических матрицах для тканевой

инженерии позволило бы усовершенствовать и ускорить процесс регенерации

тканей.

Взаимодействие клеток с матрицей зависит от топографических факторов и

химических сигналов. Топографические факторы управляют адгезией, проли-
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ферацией, миграцией, дифференцировкой и экспрессией генов в зависимости

от свойств поверхности подложки. Известно, что элементы поверхностного

рельефа с размерами от 10 нм до 100 мкм влияют на организацию цитоскелета

и, в конечном итоге, на поведение клеток [66]. Карури с соавторами наблюдали

округление эндотелиальных клеток роговицы человека, иммортализованных

с помощью вируса SV40, на ровной поверхности (рис. 15.5, а) и их удлинение

на структурированной поверхности (см. рис. 15.5, б). На рисунке изображены

удлиненные филоподии и ламеллоподии, образовавшиеся на поверхностях

с гребнями и желобками [67]. В аналогичном исследовании поведения макро-

фагоподобных клеток на подложках с желобками шириной несколько наномет-

ров обнаружено вытягивание клеток вдоль оси желобков, при этом элементы

цитоскелета выстраиваются параллельно желобкам [68]. Актин и микротрубоч-

ки располагались вдоль стенок и краев желобков, а уплотнения актина — в не-

однородностях рельефа [69]. Ламеллы и филоподии некоторых клеток изгиба-

лись по краям желобков. Несколько исследований было посвящено изучению

влияния глубины желобков на ориентацию клеток почки хомячка (BHK) и по-

чек собаки (MDCK). Например, выравнивание клеток BHK усиливалось с глу-

биной желобков, но ослабевало при увеличении их ширины, в то же время на

поведение клеток MDCK ширина желобков влияния не оказывала [70]. Таким

образом фибробласты, эндотелиальные клетки, клетки гладких мышц, макро-

фаги, лейкоциты, остеобласты и мезенхимные стволовые клетки хорошо при-

крепляются, пролиферируют, мигрируют и дифференцируют на поверхностях

с нанометровыми особенностями: гребнями, ступенями, лунками, наростами,

стержнями, порами или сферами. При этом в клетках повышается экспрессия

многих генов и усиливается синтез белков внеклеточного матрикса [71–74].

В настоящее время возникла потребность в создании наноструктурирован-

ных матриц для тканевой инженерии, которые могли бы имитировать внекле-

точный матрикс, обеспечивая клеточное окружение, аналогичное in vivo.
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Рис. 15.5. СЭМ-изображения эпителиальных клеток роговицы человека, имморта-

лизованных с помощью вектора SV40, на плоской поверхности (а) и на поверхности

сширинойжелобков 400 нм (б) и 4000 нм (в). На вставках справа показаны окончания

клеточных выростов. Воспроизводится в соответствии с работой [67] с разрешения
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15.5. Функции наноструктурированных матриц

в тканевой инженерии

Во многих исследованиях in vitro и in vivo наноструктурированные матрицы при-

менялись для восстановления костной, хрящевой, сосудистой, нервной ткани,

тканей сердечных мышц и мочевого пузыря. Ниже представлено несколько по-

следних исследований, где успешную регенерацию тканей проводили путем

имитации топографии внеклеточного матрикса на наноструктурированных под-

ложках.

15.5.1. Регенерация костной и хрящевой тканей

Многие годы создание и усовершенствование матриц для восстановления кост-

ной ткани были приоритетным направлением тканевой инженерии. При полу-

чении трехмерных матриц для регенерации костной ткани используют тради-

ционные методы: спекание микросфер, выщелачивание, вспенивание газами

и лиофилизацию [75]. Носители, полученные с помощью перечисленных тех-

нологий, имеют поры, но не обладают особенностями рельефа, существующи-

ми в природном внеклеточном матриксе. Для более точного воспроизведения

ВКМ исследователи стали включать в матрицы элементы наноструктуры [76].

Была изучена способность наноструктурированных матриц к поддерживанию

роста культур остеобластов и мезенхимных стволовых клеток для использова-

ния их при регенерации костной и хрящевой тканей.

При создании подложек из ПМГК, Ли с соавторами применяли электро-

спиннинг [27]. Используя тот же метод, Ваканти с коллегами получили трех-

мерную биоразлагаемую матрицу из нановолокон ПКЛ [77]. Синтезированный

путем электроспиннинга носитель состоял из волокон диаметром от 20 нм до

5 мкм, средний диаметр был 400 нм. Мезенхимные стволовые клетки (МСК),

выделенные из костного мозга новорожденных крысят, выращивали в присут-

ствии остеогенных компонентов. Установлено, что нановолокна матрицы обес-

печивают условия, способствующие получению минерализованной ткани.

Конструкции из клеток и полимерных нановолокон, образовавшиеся в динами-

ческой культуре in vitro за четыре недели, имплантировали в сальник крыс для

формирования костной ткани in vivo [78]. Гистологический анализ данных об-

разцов через четыре недели после имплантации выявил наличие остеоцитопо-

добных клеток и образование в образце минерализованной ткани, похожей на

костную ткань, что подтверждает возможность использования этой матрицы

при лечении дефектов кости. Недавно для инженерии костной ткани in vivo был

предложен новый подход, заключающийся в сочетании методов генной тера-

пии стволовыми клетками и применении нанострутурированных матриц [79].

Подложки из ПМГК, полученные методом электроспиннинга с культивируе-

мыми на них трансфецированными МСК, экспрессирующими костный морфо-

генетический белок BMP2, имплантировали в бедренную мышцу иммуноком-

петентных мышей. Спустя четыре недели после имплантации животных
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умерщвляли и анализировали гетеротопическую оссификацию. На рис. 15.6, а

(см. цв. вклейку) ясно виден рост костной ткани в участке имплантации. Гисто-

логическим анализом было подтверждено образование костного мозга

(см. рис. 15.6, б) и коллагена (см. рис. 15.6, в) внутри новой костной ткани. Дан-

ная ткань имела канальцы (см. рис. 15.6, г), характерные для бедренной кости.

Сходство механических свойств, общей микроструктуры, определенное ме-

тодами наноотпечатка, нанотопографии, а также химического состава бедрен-

ной кости и воссозданной на матрице костной ткани — дополнительное под-

тверждение того, что наноструктурированные матрицы могут использоваться

для ее регенерации.

Полагают, что методом самосборки молекул можно создавать трехмерные

матрицы на основе нановолокон, диаметр которых совпадает с диаметром во-

локон коллагена в природном внеклеточном матриксе. Хоссейнхани с соавто-

рами применили процесс самосборки амфифильных пептидов для создания

матрицы, способствовавшей остеогенной дифференциации мезенхимных ство-

ловых клеток [80]. Трехмерная сеть нановолокон полимера и клеток была полу-

чена перемешиванием клеточной суспензии в среде, содержащей разбавлен-

ный водный раствор пептидов. Оказалось, что на матрице, построенной из

нановолокон амфифильных пептидов, значительно увеличивается пролифера-

ция и остеогенная дифференциацияМСК in vitro по сравнению с аналогичными

показателями в статической культуре. Клеточный ответ усиливается при моди-

фикации нановолокон путем присоединения последовательности аргинин–гли-

цин–аспарагиновая кислота. Значительное сходство с условиями in vivo при-

водило к повышению активности щелочной фосфатазы и возрастанию

экспрессии остеокальцина. Механическая прочность системы повышалась при

использовании гибридной матрицы, состоящей из гидрогеля, образованного са-

мосборкой амфифильных пептидов, и коллагеновой сети, укрепленной введе-

нием полигликолевой кислоты [81]. Гибридные матрицы засевали клетками

в биореакторе в перфузионном режиме культивирования и через три недели

использовали в экспериментах in vivo. Активность щелочной фосфатазы и уро-

вень содержания остеокальцина в подкожных тканях вокруг имплантата под-

тверждали способность новой гибридной матрицы поддерживать гетеротипи-

ческий рост костной ткани.

Метод разделения фаз используют для создания пористых матриц, объем пор

которых составляет 90% и выше, из волокон поли-L-молочной кислоты для вос-

становления костной ткани. Данные носители имеют связанные между собой

сферические поры диаметром 250–420 мкм; стенки пор образованы волокнами

диаметром 50–500 нм. Матрицы из нановолокон с адсорбированными на них

фибронектином и витронектином усиливали адсорбцию остеобластов по сравне-

нию с адсорбцией на подложках с твердыми пористыми стенками. В обоих слу-

чаях носители были изготовлены из одного и того же основного полимера —

поли-L-молочной кислоты, поэтому различие в адсорбции белка и клеток объяс-

нялось наноструктурой матриц. В той же исследовательской группе получили

композиты из наногидроксиапатита и поли-L-молочной кислоты, имитирующие
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минеральную составляющую костной ткани [82]. Данная модификация сильно

повысила механическую прочность матрицы и ее способность к адсорбции бел-

ков.Микроструктура и сходство с природной костной тканью делают описанные

композитные материалы лучшими кандидатами на роль матрицы для регенера-

ции костей. Помимо этого, Ли с соавторами изучали возможность использования

наноструктурированных матриц для регенерации хрящевой ткани [83]. Они ис-

следовали процесс формирования хрящевой ткани из человеческих МСК, куль-

тивируемых на нановолоконной матрице из поликапролактама, полученной

электроспиннингом; средний диаметр волокон составлял 700 нм. Активность

хондрогенеза в данной системе была сравнима с таковой при традиционном спо-

собе культивирования на гранулах, обычно используемом для изучения хондро-

генеза МСК [84]. В этом случае преимущество наноструктурированных матриц

заключается в более высокой механической прочности, что важно для клини-

ческого применения.

Таким образом, проведенные на настоящий момент исследования in vitro и

in vivo показали, что конструкции на основе нановолокон могут служить мат-

рицами для регенерации костной и хрящевой тканей. Малый диаметр волокон

обеспечивает большую площадь поверхности матрицы, что способствует луч-

шему прикреплению клеток и их пролиферации. Кроме того, высокая порис-

тость таких структур способствует миграции клеток, эффективному транспорту

питательных веществ и удалению продуктов жизнедеятельности клеток.

15.5.2. Регенерация сосудистой ткани

Слоистая структура и уникальные механические свойства сосудистой ткани

значительно усложняют задачу ее регенерации. Кровеносные сосуды— это ар-

терии, капилляры и вены. Стенка любого кровеносного сосуда состоит из трех

оболочек: внутренней (интимы), средней и внешней (адвентиции). Внутренняя

оболочка в основном построена из эндотелиальных клеток, средняя — из глад-

комышечных клеток, внешняя — из фибробластов. Последние 20 лет ведется

активный поиск биоразлагаемых материалов, которые можно было бы исполь-

зовать для регенерации сосудистой ткани; данный материал должен иметь

соответствующие биологические и механические свойства, препятствовать об-

разованию тромбов и не вызывать иммунного ответа. С развитием новых тех-

нологий получения полимерных соединений были синтезированы биоразлагае-

мые полимеры с контролируемыми свойствами, которые можно применять для

трансплантации сосудистой ткани. В проведенных ранее исследованиях для

трансплантации сосудистой ткани использовали биоразлагаемые матрицы из

полигликолевой кислоты, засеянные клетками данной ткани [85, 86]. В послед-

нее время проводилось изучение способности наноструктурированных матриц

к имитации свойств внеклеточного матрикса на то время, пока создаваемый

клетками естественный матрикс не оказывался способным к выполнению необ-

ходимых биомеханических функций.
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Мо с соавторами создали сополимер L-молочной кислоты и �-капролактама

(соотношение 75 : 25), представляющий собой сеть случайно ориентированных

нановолокон [87]. Биосовместимость полученной матрицы была подтверждена

в экспериментах по культивированию эндотелиальных клеток и гладкомышечных

клеток (ГМК). Оба типа клеток пролиферировали на данной матрице и сохраняли

нормальный фенотип. Далее исследователи попытались воссоздать точную ори-

ентацию клеток во внутренней и средней оболочке стенки здорового сосуда путем

получения носителя из ориентированных волокон с помощьюмодифицированно-

го метода электроспиннинга [88]. Интересно, что на ориентированной матрице

пролиферация ГМК происходила вдоль направления волокон; клетки хорошо

прикреплялись к нановолокнам (рис. 15.7, а на цв. вклейке) и даже контак-

тировали с клетками, расположенными на соседних волокнах (см. рис. 15.7, б).

Была обнаружена связь между экспрессией и накоплением белков цитоскелета:

�-актином (см. рис. 15.7, в) и миозином (см. рис. 15.7, г) в ГМК, и ориентацией на-

новолокон матрицы. На основе данных наблюдений был сделан вывод, что белки

цитоскелета могут «заставлять» ГМК ориентироваться вдоль оси волокна. В здо-

ровом кровеносном сосуде внутренняя оболочка состоит из эндомелиальных кле-

ток, параллельных потоку крови, а ГМК средней оболочки располагаются перпен-

дикулярно кровяному руслу. Результаты описанного выше исследования очень

важны, так как они демонстрируют возможность выстраивания ГМК в желаемом

направлении, следовательно, создаваемая сосудистая ткань лучше имитирует

структуру, а значит, и функции нормального кровеносного сосуда.

Получение на внутренней поверхности искусственного сосуда дополнитель-

ного слоя, способного распознавать клетки, могло бы значительно ослабить

гиперплазию интимы после вживления трансплантата. Химическая и топографи-

ческая стимуляция внеклеточного матрикса способствует контролю распростра-

нения и пролиферации, а также сохранению фенотипа эндотелиальных клеток,

что актуально при синтезе биоразлагаемых матриц для регенерации сосудистой

ткани. Удачным решением могла бы стать модификация поверхности нанострук-

турированной матрицы путем присоединения биосовместимых полимеров, на-

пример желатина или коллагена. Подобное изменение свойств носителя поз-

волило бы повысить работоспособность трансплантата, предотвратить тромбоз

и улучшить проходимость сосуда. В нескольких исследованиях пытались имити-

ровать внеклеточный матрикс топографическими методами. Ма с сотрудниками

провели присоединениежелатина к нановолокнам из поликапролактама и создали

искусственную базальную пластинку, которая одновременно походила на струк-

туру внеклеточного матрикса и служила поверхностью для закрепления клеток

[89]. Иммобилизациюжелатина на неупорядоченных и ориентированных наново-

локнах ПКЛ производили с помощью воздушно-плазменной обработки, позво-

лившей ввести на поверхность нановолокон СООН-группы, к которым ковален-

тно присоединяли молекулы желатина. Это покрытие повысило гидрофильность

нановолокон, значительно улучшило распределение и рост эпителиальных клеток

и способствовало поддержанию их нормального фенотипа. Эндотелизация

сосудистого трансплантата— один из лучших способов предотвращения сверты-
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вания крови, поэтому данные матрицы идеально подходят для регенерации сосу-

дистой ткани. Для создания подобной подложки эндотелиальные клетки челове-

ческой коронарной артерии высевали на покрытые коллагеном нановолокна,

полученные сополимеризацией L-молочной кислоты и капролактама (соотноше-

ние 70 : 30) методом электроспиннинга [90]. Фенотипические характеристики

клеток на данных нановолокнах были значительно лучше наблюдаемых при вы-

ращивании клеток на подобных нановолокнах без коллагена. Эндотелиальные

клетки коронарной артерии взаимодействовали с волокнами, и их псевдоподии

ориентировались вдоль покрытых коллагеном структур. Следовательно, сочета-

ние желатинового или коллагенового покрытия со специфической топографией

нановолокон способствует более длительному поддержанию фенотипа клеток,

что является важным свойством матриц для тканевой инженерии.

Ангиогенез — процесс образования новых кровеносных сосудов из ранее

существовавших сосудов — играет важную роль в репарации и регенерации

тканей. Поэтому был проведен ряд исследований, направленных на создание

матриц, способных обеспечивать высокую локальную концентрацию ангиоген-

ных факторов [91]. Другой подход состоит в использовании гепарина для дос-

тавки фактора роста сосудистого эндотелия (VEGF) и фактора роста фиброб-

ластов-2 (FGF-2), взаимодействующих через гепарин-связывающие домены

[92, 93]. Чтобы лучше понимать и контролировать микроструктуры матрицы,

содержащей гепарин, Раджанг с соавторами использовали для связывания ан-

гиогенных факторов нановолокна из самоорганизующихся амфифильных пеп-

тидов с гепариновыми центрами [94]. Образование волокон осуществляли сме-

шением водного раствора гепарина и ростовых факторов с водным раствором

амфифильных пептидов. Положительно заряженные амфифильные пептиды

агрегируют вокруг отрицательно заряженного гепарина с образованием цилин-

дрической наноструктуры. Факторы роста, связанные с жестким гепарином

в составе нановолокон, менее подвержены броуновскому движению, что спо-

собствует упрочнению связывания лигандов с рецепторами. Эта гипотеза была

доказана в условиях in vitro: FGF-2 гораздо медленнее высвобождался из нано-

волокон, образованных амфифильными пептидами и гепарином (57,1% за

10 дней), чем из геля, сформированного амфифильными пептидами в Na2HPO4

буфере (98% за 10 дней). Для подтверждения ангиогенной способности

системы гепарин-амфифильных пептидов in vivo был исследован ангиогенез в

роговице глаза крысы. Оказалось, что сочетание гепарин-содержащих нано-

структур с ростовыми факторами VEGF и FGF-2 стимулировало образование

сосудов. Таким образом, самоорганизующиеся наноструктуры способствуют

активному образованию новых сосудов и могут использоваться в качестве

матриц для регенерации сосудистой ткани.

15.5.3. Регенерация нервной ткани

Регенерация нервной ткани необходима после образования шрама как след-

ствия повреждения ткани, при возникновении разрыва в сети нервных клеток
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в результате фагоцитоза, а также при нарушении роста и удлинения аксонов

в центральной нервной системе взрослого млекопитающего [95].

Как упоминалось в разд. 15.2.3, пептидный гидрогель на 1% состоит из стан-

дартного набора аминокислот и на 99% из воды. В физиологических условиях

пептиды самопроизвольно формируют трехмерный гидрогель со структурой

нановолокон. Матрицы из самоорганизующихся пептидных нановолокон обла-

дают рядом преимуществ перед имеющимися на сегодня в распоряжении ис-

следователя материалами: они имитируют естественный внеклеточный мат-

рикс, распадаются на аминокислоты, которые используются для построения

тканей и не вызывают иммунного ответа, поскольку не содержат искусствен-

ных химических и биологических добавок.

Показано, что самоорганизующиеся матрицы поддерживают рост клеток

PC12 и образование действующих синапсов in vitro с нейронами гиппокампа

крысы. Данные процессы протекают на наноструктурированной матрице, по-

строенной из последовательностей аргинина, аланина и аспартата [96].

Активное образование отростков и формирование синапсов, наблюдавшиеся в

этом исследовании, вызвали проведение аналогичного эксперимента in vivo для

проверки возможности использования матриц из пептидных нановолокон при
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Рис. 15.8. Изображения парасагиттальных срезов головного мозга хомяка в темном

поле через 30 дней после повреждения и проведенной обработки: а—разрез в проек-

ции сетчатки сохранился; б— такое же повреждение после инъекции 10 мкл 1%-го

раствора самоорганизующихся пептидов. Светлые участки соответствуют аксонам,

проросшим через разрез и способствовавшим заживлению ткани. Зона, выделенная

рамкой на рисунке (б), с большим увеличением представлена на рисунке (в); она соот-

ветствует области с высокой плотностью терминалей аксонов, пересекших повреж-

денную зону (изображение получено с помощью мечения холерным токсином).

SC— верхний бугорок. Воспроизводится из [99] с разрешения Национальной

академии наук США



срастании нервных тканей [97]. В ходе опыта в области верхнего бугорка сред-

него мозга взрослых и молодых хомяков производили разрез, а затем вводили в

эту зону матрицу для восстановления зрительного пути. Через 30 дней в кон-

трольной группе животных, которым в поврежденную область вводили 10 мкл

физиологического раствора, заживления ткани не происходило (рис. 15.8, а),

а у подопытных животных, в чей мозг вводили 10 мкл 1%-го раствора матрицы,

рана затянулась (см. рис. 15.8, б), так как их аксоны проросли сквозь поврежде-

ние. Рисунок 15.8, в, демонстрирует высокую плотность иннервации: белые об-

ласти соответствуют аксонам или их отросткам, выходящим из сетчатки. Это

исследование подтвердило возможность использования самоорганизующихся

матриц на основе пептидных нановолокон для репарации и регенерации

аксонов.

После повреждения ЦНС важную роль играет ингибирование пролифера-

ции астроцитов, предотвращающее образования рубца в глии, поскольку он

препятствует элонгации аксонов [98]. Силва с сотрудниками изучали селектив-

ную дифференцировку невральных клеток-предшественников (НКП) на нано-

волокнах матрицы, полученной в результате самопроизвольной сборки пепти-

дов, образующих эпитоп ламинина — белка, способствующего росту нервных

отростков, состава изолейцин–лизин–валин–аланин–валин (IKVAV) [99]. НКП

мышей смешивали с 1%-м раствором (по массе) IKVAV в объемном соотноше-

нии 1 : 1 в ростовой среде или физиологическом растворе. Формирующаяся ге-

леобразная трехмерная матрица содержала кластеры клеток. Они нормально

переносили самосборку матрицы, и образующиеся нейроны оказывались на-

много крупнее, чем в контрольных образцах. Помимо того что структура нано-

волокон имитирует строение внеклеточного матрикса, высокое содержание

воды в носителе (99,5%) обеспечивает диффузию питательных веществ и миг-

рацию клеток. Дифференцировка и миграция нейросфер НКП в геле IKVAV

происходили значительно активнее, чем в контрольных гелях из полипептидов

с нефизиологической последовательностью глутаминовая кислота–глута-

мин–серин или в гелях из поли-D-лизина. Полученная матрица не только обес-

печивала быструю и избирательную дифференцировку клеток, она оказалась

совместима с тканями in vivo и, следовательно, может использоваться для

регенерации нервных тканей после травмы ЦНС при необходимости контроля

дифференцировки и миграции нервных клеток.

15.5.4. Регенерация ткани сердечной мышцы

Инфаркт миокарда, образование фиброзного рубца, т. е. массовая гибель кле-

ток в результате ишемии и нарушение работы сердца — причины сердечной

недостаточности. Ее возникновение связано с тем, что кардиомиоциты пред-

ставляют собой терминально дифференцированные клетки, неспособные вос-

станавливать сердечную мышцу после инфаркта. Конечно, пересадка сердца

может помочь больному с сердечной недостаточностью, однако проблема

осложняется нехваткой донорских органов и побочными эффектами, вызван-
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ными проведением иммуносупрессорной терапии после пересадки. Приведен-

ные факты заставили ученых и врачей заняться поиском других путей вос-

становления функций больного сердца [100]. В середине 1990-х гг. были

предприняты попытки лечения сердечной недостаточности методами генной

терапии и трансплантации клеток [101, 102]. Недавно появился новый подход,

заключающийся в воссоздании ткани сердечной мышцы с помощью эмбрио-

нальных или неонатальных кардиомиоцитов и натуральных или синтетических

биоразлагаемых матриц [103]. Были созданы лоскуты, имитирующие ткань сер-

дечной мышцы, на основе коллагена и желатина [104, 105]. Они обладали хоро-

шей сократимостью, но были недостаточно прочны. Альтернативный подход

состоит в использовании синтетических полимеров с достаточной стабильнос-

тью и сократимостью [103]. Зонг с коллегами засевали кардиомиоцитами мат-

рицы из нановолокон, полученные электроспиннингом из ПМК, ПМГК (соот-

ношение 10 : 90) в сочетании с ПМК, а также ПМГК (соотношение 75 : 25)

вместе с ПЭГ/ПМК [106]. В этом исследовании проводилось сравнение роста

кардиомиоцитов на матрицах с неупорядоченным расположением волокон и на

подложках с локальной ориентацией волокон, достигающейся в результате од-

ноосевого натяжения. Оказалось, что ориентация волокон направляет рост КМ;

помимо этого, рост клеток зависит от состава матрицы и скорости ее разложе-

ния. Плотность КМ повышалась на более гидрофобных поверхностях, которые

обычно разлагаются медленнее. Сравнительный анализ функции кардиомице-

тов на разных синтетических матрицах показал, что лучшим полимером для из-

готовления матриц является поли-L-молочная кислота.

Шин с соавторами методом электроспиннинга получили носитель из нано-

волокон ПКЛ и засевали его кардиомиоцитами, выделенными из новорожден-

ных крысят линии «Lewis» [107]. Сеть толщиной около 10 мкм и средним диа-

метром волокна 250 нм (вставка на рис. 15.9, а), имитирующая внеклеточный

матрикс, была подвешена на проволочном кольце (рис. 15.9, а). Кардиомиоци-

ты активно прикреплялись к поверхности и через трое суток культивирования

начинали сокращаться. Спустя 14 дней клетки, сохраняя фенотип, полностью

заселяли матрицу и продолжали экспрессировать типичные для сердечной

ткани белки: актин, тропомиозин, тропонин-1 и коннексин-43. Кроме того, по-

перечный срез показал присутствие клеток во всем объеме матрицы

(см. рис. 15.9, б). Таким образом, в данном исследовании продемонстрирована

возможность получения системы для создания работоспособных участков тка-

ни сердечной мышцы in vitro, что может в будущем использоваться для лечения

и регенерации поврежденного сердца.

Как было описано в предыдущих разделах, в последнее время нанотехноло-

гический подход активно применяется в тканевой инженерии и регенеративной

медицине для решения многих задач, включая регенерацию костной, хрящевой,

нервной, сосудистой и сердечной мышечной тканей. В настоящее время ведут-

ся исследования, направленные на изучение возможностей регенерации кожи,

мочевого пузыря и печени с помощью наноструктурированных матриц

[108–100].
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Созданы системы для клинического использования, одобренные Управле-

нием США по контролю за качеством лекарственных препаратов и продуктов

питания и поступившие в продажу. Наиболее удачными продуктами для реге-

нерации кожи, уже вошедшими в клиническую практику, являются

«Dermagraft
™
» и «Apligraf

™
»; они используются для лечения пациентов с ожо-

гами кожи и больных диабетом с трофическими язвами. Завершаются клини-

ческие испытания способных к сокращению лоскутов искусственной ткани для

устранения повреждений сердечной мышцы, аутологичных хондроцитов в по-

лимерном геле для лечения детей с рефлюксом мочи и взрослых женщин с не-

держанием мочи [111]. Кроме того, многие продукты тканевой инженерии в на-

стоящий момент находятся на разных стадиях клинических и доклинических

испытаний для использования с целью регенерации костной ткани, связок, кла-

панов сердца, сердечной мышцы, кровеносных сосудов и мочевого пузыря

[112]
*
.

15.6. Заключение

Необходимость имитации свойств внеклеточного матрикса привела к разработ-

ке различных методов получения матриц для тканевой инженерии. Данные тех-

нологии позволяют создавать трехмерные матрицы из нановолокон или носите-

ли с поверхностными желобками, углублениями или выпуклостями, размеры
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Рис. 15.9. Изображения, полученные методом сканирующей электронной микрос-

копии: а— сеть толщиной 10 мкм, состоящая из нановолокон, подвешена на прово-

лочном кольце, которое служит в качестве пассивного остова для закрепления

кардиомиоцитов при культивировании in vitro. На вставке показана структура сети со

средним диаметром волокон 250 нм; б— поперечное сечение наноструктурирован-

ной матрицы через 14 дней культивирования in vitro показывает присутствие кардио-

миоцитов во всем объеме матрицы. Воспроизводится в соответствии с [107]

с разрешения Elsevier
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которых находятся в нанометровом диапазоне. Благодаря получению среды,

напоминающей клеточное окружение in vivo, клетки на рассматриваемых мат-

рицах лучше прикрепляются, дифференцируют, мигрируют и экспрессируют

белки. Биосовместимые матрицы могут использоваться в системах регенера-

ции костной, хрящевой, нервной, сосудистой и сердечной мышечной тканей.

Наноструктурированные подложки уже привлекли внимание исследователей,

однако в будущем, возможно, появятся новые типы матриц для тканевой инже-

нерии, которые по своим топографическим и биохимическим свойствам будут

точно воспроизводить клеточное окружение in vivo. Изучение нанострукту-

рированных матриц только начинается, и еще много усилий потребуется для

ответа на ряд вопросов, например: какой размер элементов структуры матрицы

способствует лучшему клеточному ответу или каково поведение различных

клеток на поверхностях с одинаковой топографией?
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16.1. Введение

В 2006 г. 564 830 американцев умерло от рака, что составило более 1500 чело-

век в день. В СШАокологические заболевания являются второй по частоте при-

чиной смертности населения, уступая лишь сердечно-сосудистым, и уносят

жизнь каждого четвертого жителя страны [1]. По экспертным оценкам, опубли-

кованным в 2001 г., во всем мире в среднем за год регистрируется 10,9 млн но-

вых случаев заболевания и 6,7 млн смертей, а около 24,6 млн больных живут на

протяжении трех лет после постановки диагноза. Наиболее распространены рак

легкого (1,35 млн), молочной железы (1,15 млн) и прямой кишки (1 млн). К ле-

тальному исходу чаще всего приводит рак легкого (1,18 млн), желудка

(700 тыс.) и печени (598 тыс.) [2]. Пятилетняя выживаемость для всех видов

онкологии в США за период с 1995 по 2001 год выросла до 65% по сравнению с

50%-й с 1974 по 1976 год. Это отражает успехи, достигнутые в диагностике не-

которых видов рака на ранней стадии, а также появление новых методов лече-

ния [1].

16.1.1. Ранняя диагностика рака

Несмотря на значительный прогресс, достигнутый в лечении злокачественных

опухолей, в большинстве случаев болезнь диагностируют только на поздних

стадиях, когда уже появляются метастазы, что значительно ухудшает прогноз.

Безусловно, вероятность излечения значительно повышается, если болезнь

определяют на ранней стадии. Нанотехнологии предоставляют широкие воз-

можности для совершенствования методов диагностики рака путем создания

новых поколений биосенсоров и разработки новых способов получения высо-

кочувствительных изображений [3].

Для постановки точного диагноза, составления прогноза и мониторинга за раз-

витием опухоли требуется проведение многочисленных тестов самого разного

рода. Термин «диагностический тест» не совсем верен, поскольку данные тесты

применяются не только в диагностике, но и для слежения за ходом заболевания и
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результатами лечения. В зависимости от того, прогрессирует ли болезнь или на-

ступает ремиссия, диагностические тесты применяют в следующих случаях:

� постановка диагноза, т. е. обнаружение заболевания при появлении пер-

вых симптомов;

� определение характера новообразования: некоторые виды рака подраз-

деляются на подтипы с более или менее злокачественным течением;

� составление прогноза: по данным тестов можно предсказать вероятность

выздоровления на основании сведений о пациентах, перенесших анало-

гичное заболевание;

� выбор стратегии: подобно многим другим болезням, опухоли по-разно-

му поддаются лечению;

� определение реакции пациента: есть тесты, помогающие оценить ре-

зультаты лечения;

� мониторинг минимальной остаточной болезни: обнаружение раковых

клеток, находящихся в организме; их наличие указывает на высокую ве-

роятность рецидива;

� наблюдение за ремиссией или прогрессированием заболевания: регуляр-

ное тестирование позволяет быстро отреагировать на возникновение ре-

цидива после ремиссии;

� скрининг индивидов с высоким риском развития рака: идентификация

аномалий ДНК или клеток у практически здоровых людей (при отсут-

ствии симптомов заболевания) может указывать на возможное развитие

опухоли;

Тесты на определение клеточной патологии проводятся на основе микро-

скопического анализа больных клеток.

Приборная диагностика позволяют получать изображение новообразова-

ний с помощью высокотехнологичных методов: рентгеновского исследования,

компьютерной томографии (КТ), позитронно-эмиссионной томографии (ПЭТ),

магнитно-резонансной томографии (МРТ) и комбинированного ПЭТ/КТ-ска-

нирования.

Анализ крови выполняется для выявления веществ, указывающих на степень

прогрессирования ракового заболевания.

Тест на опухолевые маркеры позволяет обнаруживать в крови, моче или тка-

нях повышенную концентрацию определенных соединений, что свидетель-

ствует о наличии злокачественного новообразования.

Геномные исследования: специфический анализ, направленный на изучение

ДНК аномальных клеток [4].

Важнейшим условием успешного лечения раковых заболеваний является

ранняя диагностика. В настоящее время постановка диагноза связана с исследо-

ванием изменений в клетках или тканях, которые обнаруживаются при физи-

кальном врачебном осмотре или с помощью приборной диагностики. Однако

медикам хотелось бы иметь возможность диагностировать самые ранние изме-

нения на молекулярном уровне— задолго до того, как физикальный осмотр или

какое-то другое обследование укажет на наличие заболевания. Для обнаруже-
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ния рака на ранних стадиях необходимо идентифицировать изменения в моле-

кулах, происходящие лишь в малой популяции клеток. Это означает, что соот-

ветствующие методы анализа должны обладать высокой чувствительностью.

В этом случае уместно использование наноструктур, с помощью которых

удается распознавать отдельные клетки.

Наномолекулярная диагностика (нанодиагностика) подразумевает примене-

ние методов нанобиотехнологии для диагностики на молекулярном уровне [3].

Вполне реально создавать различные устройства и системы, позволяющие сек-

венировать единичные молекулы ДНК. Учитывая, что размеры рецепторов,

клеточных пор и других функциональных элементов живых клеток находятся

в нанометровых пределах, можно разработать методы детального анализа дан-

ных структур с помощью новых классов нанозондов.

Большинство методов нанобиотехнологии для молекулярного анализа отно-

сят к категории биочипов или микрочипов, хотя правильнее было бы называть

их «наночипы». Нанотехнология на чипах — общее определение подхода, объ-

единяющего несколько технологий. В некоторых из них нанотехнология не

используется, но, например, анализируются жидкие образцы объемом несколь-

ко нанолитров. Потенциальные возможности применения нанотехнологии

в молекулярной диагностике приведены ниже [5].

16.1.2. Химиотерапия рака

Лекарственный арсенал для лечения рака за последние годы значительно расши-

рился благодаря появлению новых химиотерапевтических препаратов. Однако

по-прежнему для лечения рака применяют хирургическое вмешательство, радио-

терапию и химиотерапию. Химиотерапия — метод лечения с помощью лекар-

ственных средств с цитотоксической или цитоцидной активностью, развиваемый

уже более пятидесяти лет [6] и, несомненно, являющийся сильнейшим оружием

в борьбе против большинства видов новообразований. Мысль о возможности

системного использования алкилирующих агентов для уничтожения раковых

клеток возникла в результате наблюдений за действием химического отравляю-

щего вещества иприта [7]. После первых клинических испытаний азотного ипри-

та, проведенных Гиллманом, стали появляться новые соединения, относящиеся

к различным классам, целью создания которых было обнаружение отдельных

молекул или их сочетаний, способных избирательно уничтожать раковые клетки,

не нанося ощутимого вреда здоровым.

Сложность задачи состоит в том, что различия в биологии раковых и нор-

мальных клеток зачастую весьма незначительны, и большинство синтезирован-

ных препаратов не обладают высокой специфичностью. Кроме того, долгое ис-

пользование одного лекарства значительно повышает риск возникновения

устойчивости к препарату [8]. Последнее обстоятельство в определенной степе-

ни преодолевается путем применения комбинированной химиотерапии, суть

которой состоит в использовании нескольких противоопухолевых средств,

назначаемых одновременно или последовательно [9].
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Возможности применения нанотехнологии в молекулярной диагностике пе-

речислены ниже [Воспроизводится по книге: Jain K.K. Nanobiotechnology.

Switzerland: Jain PharmaBiotech Publications; 2005, с разрешения издательства].

1. Нанотехнология на чипах.

Микрожидкостные чипы для определения объема на уровне нанолитров.

Оптическое определение с использованием наночастиц.

Наночипы.

Белковые наночипы.

2. Технологии с использованием наночастиц.

Частицы золота.

Наноштрихкоды.

Магнитные наночастицы: феррожидкости, сверхмагнитные частицы

в сочетании с МРТ.

Квантовые точки.

Зонды на основе наночастиц.

3. Нанозонды.

Высокопроизводительное измерение длин фрагментов ДНК.

ДНК-фингерпринтинг.

Гаплотипирование.

4. Кантилеверные системы.

Одноразовые чипы, позволяющие одновременно проводить несколько

тестов (например, анализировать белки и ДНК).

Связывание простатоспецифичного антигена с антителами.

5. ДНК-наномашины для молекулярной диагностики.

6. Иммуноанализ с использованием наночастиц.

Конъюгаты ДНК или белков с наночастицами.

Анализ силы взаимодействия единичных молекул с помощью наночипов.

7. Резонансное светорассеяние.

8. Наносенсоры.

Живые споры-нанодетекторы.

Нанопоровые наносенсоры.

Наносенсорный детектор глюкозы.

Оптические биосенсоры на основе метода поверхностного плазменного

резонанса.

Капсулированные зонды, полученные путем биологически локализован-

ного встраивания (PEBBLE).

9. Фотостимулированная люминесценция в наночастицах.

Кварцевые ДНК-сенсоры — нановесы.

Детекция инициированного фагом ионного каскада.

Химиотерапия сопряжена с системным токсическим действием, вызванным

нежелательным воздействием лекарств на здоровые клетки. У раковых клеток

много общего с обычными клетками, от которых они произошли, поэтому очень

сложно создавать направленно действующие противоопухолевые препараты.
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Многие из них обладают некоторой специфичностью по отношению к опухоле-

вым клеткам за счет воздействия на репродуктивный аппарат. Но в то же время

данные лекарства токсичны для нормальных быстро делящихся клеток, напри-

мер для волосяных фолликулов, зародышевых и гематопоэтических клеток,

и, в частности, вызывают мукозит, стоматит, выпадение волос и влияют на реп-

родуктивную функцию. Побочные эффекты химиотерапии ограничивают назна-

чаемую дозу препарата, что нередко приводит к рецидиву заболевания [10].

Фармакокинетика противоопухолевых агентов играет важную роль в опреде-

лении количественных соотношений между дозой препарата, длительностью ле-

чения и активностью лекарства, что позволяет подобрать оптимальное количес-

тво химиотерапевтического средства для достижения наилучшего результата

[11, 12]. Совершенствование фармакокинетических свойств может повышать

противоопухолевую активность и снижать токсичность (фармакодинамика).

Фармакокинетика препаратов определяется двумя важными факторами: спосо-

бом введения и составом [12]. Большинство противораковых средств поступают

в организм внутривенно, поскольку такой способ введения обеспечивает высо-

кую биодоступность и возможность точной дозировки. Недостатками внутри-

венного введения являются большой объем распределения и системное действие

препарата, поэтому также применяют внутриартериальный и интратекальный

пути, а также инъекции непосредственно в очаг опухолевого роста [12, 13]. Одна-

ко эти методы неэффективны при глубоко расположенных опухолях.

Врачи ищут новые терапевтические подходы, которые позволили бы повы-

сить избирательное действие лекарств на злокачественные клетки и сделали те-

рапию более эффективной и менее токсичной. Поэтому разрабатываются раз-

личные носители для направленной доставки противоопухолевых препаратов;

многие из них относятся к наночастицам.

16.1.3. Нанотехнологический подход к лечению рака

Применение нанотехнологии в области изучения и терапии рака развивается по

нескольким направлениям [14]. Большинство биологических процессов, вклю-

чая и те, что приводят к развитию рака, происходят на уровне молекул наномет-

ровой величины.

Возможность одновременного взаимодействия со многими белками и нук-

леиновыми кислотами на молекулярном уровне помогает лучше понять слож-

ные регуляторные механизмы и пути передачи сигнала, лежащие в основе

функционирования клеток в норме и при злокачественном перерождении.

Нанотехнология служит базисом для интеграции исследований в области

протеомики—науки о строении и работе белков в клетке в другие биомедицин-

ские отрасли, занимающиеся изучением молекулярных основ злокачественных

заболеваний.

Нанотехнологический подход уже широко используется для направленной

доставки противоопухолевых препаратов в организм. В этой главе мы рассмот-

рим несколько интересных примеров.
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16.2. Применение нанотехнологии

для ранней диагностики рака

16.2.1. Квантовые точки

Квантовые точки (КТ)— нанокристаллы или частицы с полупроводниковыми

свойствами. Меняя состав и размер КТ, можно добиться излучения ими света

в широком диапазоне длин волн — от ультрафиолетового до инфракрасного

(400–4000 нм). КТ состоят из ядра, образованного неорганическим элементом

(например, кадмием или ртутью), и металлической оболочки [15–18]. К тому

же у КТ есть замечательные оптические свойства, которые не только позволя-

ют проводить специфическое определение в узком диапазоне длин волн, но

и делают квантовые точки более устойчивыми к фотообесцвечиванию по

сравнению с органическими аналогами [18, 19]. В биологии КТ используют в

качестве зондов. Они с высокой эффективностью поглощают и излучают свет,

что позволяет значительно повысить чувствительность диагностических ме-

тодов по сравнению с применением обычных красителей. Интенсивность из-

лучения КТ в 10–20 раз превышает интенсивность излучения органических

красителей [18–20]. Поверхность квантовых точек можно покрывать гидро-

фильными полимерами или присоединять к ней биоаффинные лиганды: моно-

клональные антитела, пептиды, олигонуклеотиды или небольшие молекулы

ингибиторов. Благодаря высокому значению отношения площади поверхнос-

ти к объему, удается получать полифункциональные конъюгаты квантовых

точек [20].

КТ используются в диагностике рака как in vivo, так и in vitro. Скрининг био-

логических жидкостей на опухолевые маркеры in vitro — распространенный

диагностический тест, который отличается от традиционных быстротой и вы-

сокой чувствительностью. Конъюгаты КТ позволяют одновременно опреде-

лять несколько маркеров [21]. Сообщалось об обнаружении с помощью КТ спе-

цифического полиморфизма одного нуклеотида в гене человеческого

опухолевого супрессора p53 на микрочипе, а также о выявлении двух последо-

вательностей ДНК с использованием двух различных КТ [22]. Еще одним воз-

можным применением КТ in vitro является получение изображений клеток. Не-

давно были синтезированы водорастворимые КТ с очень низким уровнем

неспецифического связывания для иммунофлуоресцентного мечения раковых

клеток [22].

Появилась возможность получения изображения опухолевых тканей in vivo

с помощью настраиваемых КТ. Таким образом одновременно обнаруживают

несколько опухолевых маркеров, что невозможно при использовании традици-

онных контрастных агентов. На рис. 16.1 (см. цв. вклейку) показано многоцвет-

ное изображение КТ в живом организме [24, 25].

Квантовые точки для использования в экспериментах in vivo и in vitro выпус-

каются под торговыми марками Qdot
®
, PLxBeads

®
и BioPixels

®
. Однако клини-

ческое применение КТ ограничено из-за их цитотоксичности. Кроме того, необ-
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ходимо более подробно изучить процессы распада и метаболизма КТ,

поскольку, по некоторым данным, введенные в организм нанокристаллы накап-

ливаются в почках, печени и селезенке [26]. Пока неизвестно, могут ли КТ быть

полностью удалены из организма. Однако успехи в области модификации по-

верхностей и создании конъюгатов, безусловно, будут способствовать внедре-

нию КТ-меток в клиническую практику.

16.2.2. Наноконтейнеры

Наноконтейнеры — структуры, построенные из диэлектрического ядра (обыч-

но кремния), окруженного тонкой металлической оболочкой (как правило, зо-

лотом) толщиной 10–300 нм [27, 28]. Действие наноконтейнеров основано на

опосредованном плазмонами превращении электрической энергии в свет. Как

и квантовые точки, наноконтейнеры можно «настраивать» оптически; спектр

излучения данных структур распространяется от ультрафиолетовой до инфра-

красной области [28].

Интерес к наноконтейнерам связан с возможностью их использования для

получения изображений; кроме того, в составе этих частиц нет тяжелых метал-

лов, поэтому, в отличие от КТ, они не токсичны. Недостатком данных нанос-

труктур является их сравнительно большой размер [28]. Покрытые полиэтилен-

гликолем длительно циркулирующие наноконтейнеры [29, 30] использовались

in vivo в качестве контрастных агентов для оптической когерентной томогра-

фии [31] и фотоакустической томографии [32]. Наноконтейнеры также находят

терапевтическое применение для лечения рака, поскольку с их помощью мож-

но доставлять противоопухолевые препараты. Кроме того, они способны по-

глощать свет, выделяя при этом тепло, на чем основан терапевтический метод

фототермальной абляции [33–35]. Одним из коммерческих вариантов нанокон-

тейнеров является продукт AuroShell
TM
, который используется в диагностике

и лечении опухолей. Вскоре планируется начать клинические испытания этого

препарата для лечения злокачественных новообразований головного мозга.

После внутривенного введения такие частицы начинают накапливаться в об-

ласти опухоли в результате повышенной проницаемости и удерживания

(EPR-эффект). Когда наноконтейнеры сконцентрируются в опухоли, ее подвер-

гают воздействию лазерного излучения определенной длины волны, которая

наилучшим образом проникает внутрь тканей.

В отличие от металлов и других материалов частицы AuroShell сконструиро-

ваны таким образом, что поглощают свет именно на данной длине волны и пре-

вращают его в тепло. В результате происходит быстрый распад опухоли [36].

16.2.3. Наночастицы золота

Наночастицы золота — один из наиболее многообещающих инструментов для

диагностики и лечения рака. Преимущество этих частиц состоит в простоте полу-

чения и способности поглощать или рассеивать свет с желаемой длиной волны
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[37]. Кроме того, золото разрешается использовать в терапевтических целях, по-

скольку оно значительно менее токсично, чем другие металлы, используемые для

изготовления квантовых точек. Наночастицы золота можно применять как для

диагностики in vitro, так и для получения изображения опухолей in vivo [38–40]

методом фотоакустической томографии [41]. Наночастицы золота поглощают

свет гораздо интенсивнее любого органического красителя, что делает их удоб-

ным инструментом для обнаружения раковых клеток [42, 43], а при активации

лазером они убивают их [44, 45]. Технология «Verigene AutoLab» основана на ис-

пользовании наночастиц золота, связанных с ДНК. Она состоит в использовании

ДНК-зондов, способных идентифицировать определенную олигонуклеотидную

последовательность. При смешении частиц золота с образцом происходит взаи-

модействие исключительно с комплементарными генетическими конструкциями

[46]. В настоящее время эта технология используется для ранней диагностики

рака.

16.2.4. Парамагнитные наночастицы

Магнитные наночастицы — продукты нового поколения, предназначенные для

диагностики рака методами магнитно-резонансной томографии (МРТ) и ком-

пьютерной томографии (КТ). Преимущества этих частиц связаны с большей

чувствительностью к изменениям магнитного поля, чем у традиционных кон-

трастных веществ, например гадолиния. Наночастицы из оксида железа пред-

ставляют интерес в качестве лимфотропов—нового класса контрастных агентов

для МРТ, уникальные свойства которых определяют их широкое клиническое

применение [47]. Сначала парамагнитные наночастицы оксида железа применя-

лись для получения изображений печени. Оказалось, что малый размер частиц

позволяет им проникать сквозь стенки капилляров и концентрироваться в лимфа-

тических узлах, что позволило надежно охарактеризовывать лимфатические

узлы любого размера. Механизм действия данных наночастиц изображен на

рис. 16.2 [48–51].

Таким образом, появилась новая технология, позволяющая проводить неин-

вазивное обследование лимфатических узлов у пациентов с различными вида-

ми опухолей [51, 52]. Магнитные наночастицы — пример наиболее успешного

дагностического внедрения нанотехнологии. Уже созданы коммерческие

системы ferumoxtran-10, AMI-227 и Combidex
®
, выпущенные компанией

«Advanced Magnetics Inc.», а также Sinerem
®
— продукт компании «Laboratoire

Guerbet».

Подобный подход значительно расширяет возможности молекулярной диа-

гностики. Некоторые диагностические приемы, основанные на применении на-

нотехнологии, перечислены в табл. 16.1. Этот список очень быстро дополняет-

ся и многие новые продукты и технологии находятся на стадии испытаний. Нет

сомнений в том, что сочетание новых приемов нанодиагностики и нанотерапии

приведет к революционным изменениям в лечении раковых заболеваний.

Наноструктуры в диагностике и лечении рака 419



420 Глава 16

Рис. 16.2. Электронная микрофотография гексагональных лимфотропных парамаг-

нитных наночастиц размером около 2–3 нм (а и б), молекулярная модель связанных

с поверхностью частицы декстранов размером 10 кДа и упаковка кристаллов оксида

железа (в и г), а также механизм действия наночастиц (д). Средний размер частиц,

связанных с декстраном, составляет 28 нм (в и г). После системного введения дли-

тельно циркулирующие частицы достигают интерстиция и выходят в лимфатические

сосуды. Нарушение тока лимфы или структуры лимфатического узла в результате

образования метастаз приводит к аномальному накоплению лимфотропных наночас-

тиц, что определяется методом МРТ. Воспроизводится в соответствии с [51] с разре-

шения авторов



16.3. Применение нанотехнологических методов

в лечении рака

16.3.1. Липосомы

За 40 лет, прошедших с того дня, когда Алек Бэнгхем
*
впервые наблюдал обра-

зование двойных фосфолипидных слоев в водных средах, липосомы преврати-

лись из новых экзотических объектов биофизических исследований в широко

используемые переносчики лекарств разного назначения. Использовать липо-

сомы как переносчики химиотерапевтических препаратов предложил Грего-

риадис в 1981 г. [53]. Однако первые исследования показали, что липосомы

быстро распознаются и выводятся из циркуляции ретикулоэндотелиальной

системой [54, 55]. К тому же первые липосомные переносчики обладали высо-

кой текучестью содержавшихся в них лекарств и с трудом экстравазировались

из кровотока в интерстициальную жидкость опухолевых тканей [56, 57].
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Таблица 16.1

Нанотехнология в основе ранней диагностики рака

Продукт Технология Применение Статус Производитель

Qdot Квантовые

точки

В продаже Invitrogen

Biopixel Квантовые

точки

Детекция клеток В продаже Biocrystals

Plxbead Квантовые

точки

Диагностика рака В продаже Crystalplex

Verigene Связанные

с ДНК нано-

частицы золота

Диагностика рака В продаже Nanosphere

Ferumoxtran-10 Наночастицы

оксида железа

Диагностика рака

лимфатической

системы

Впродаже Advanced

magnetics

Qdot 800 Конъюгаты КТ

с эмиссией

в близкой

ИК-области

Анализ лимфоуз-

лов толстой кишки,

легкого и матки

Доклини-

ческие

испытания

Quantum dot

*
Алек Бэнгхем (1921–2010) — известный британский гематолог, первооткрыватель липосом.

Прим. перев.



В результате упорных исследований последних 15 лет был разработан ряд

липосомальных препаратов, а также многие биомедицинские продукты и тех-

нологии, основанные на применении липосом.

Перечислим некоторые важные аспекты создания нанопереносчиков.

1. Структура, производство и характеристика нанопереносчиков.

2. Фармакокинетика переносчиков.

3. Механизм направленной доставки лекарств и пассивный транспорт липо-

сом к опухолевым тканям.

Липосомы были первыми продуктами нанотехнологии, допущенными

к применению в терапевтических целях, и первыми нанофармацевтическими

средствами в химиотерапии раковых заболеваний.

В этой главе мы сосредоточим внимание на использовании липосом для ле-

чения новообразований и, в частности, поговорим об уже производимых препа-

ратах и лекарственных средствах, которые показывают хорошие результаты

в клинических испытаниях.

16.3.1.1. Длительно циркулирующие липосомы

Для достижения продолжительной циркуляции липосом in vivo было предложе-

но несколько подходов, в том числе покрытие поверхности липосом инертны-

ми биосовместимыми полимерами. Например, полиэтиленгликоль (ПЭГ), об-

разует на поверхности липосом защитный слой и снижает вероятность

распознавания липосом опсонинами и, следовательно, их выведение из цирку-

ляции [58, 59]. Данные липосомы ныне широко изучаются и используются как

в исследованиях in vitro и in vivo, так и в клинической практике [60]. Липосомы

с полиэтиленгликолем называются «стерически стабилизированные», или ли-

посомы Stealth
®
. Применение технологии длительно циркулирующих липосом

позволило наладить выпуск противоопухолевого препарата доксорубицина, за-

ключенного в липосомальные капсулы. Этот препарат, известный под торговой

маркой Доксил, был допущен к клиническому использованию вСШАв 1995 г.

Фармакокинетика лекарств с липосомальной оболочкой зависит от следую-

щих факторов [61].

1. Состав двойного липидного слоя.

2. Размеры липосом.

3. Природа лекарственного препарата.

4. Характер взаимодействий между лекарством и липидами.

Перечисленные параметры влияют на клиренс липосом, при этом возможны

три варианта развития событий.

1. Захват липосом из циркулирующей крови ретикулоэндотелиальными сис-

темами печени и селезенки с последующим метаболизмом и выведением лекар-

ства.

2. Высвобождение препарата с дальнейшим распределением по тканям и вы-

ведением свободного лекарства.

3. Накопление заключенного в липосомы фармакологического средства

в тканях с повышенной микрососудистой проницаемостью, включая опухоли.
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16.3.1.2. Размер липосом и их транспорт к новообразованиям

Размер липосом во многом определяет их судьбу в организме. Исследования

показывают, что частицы размером менее 200 нм способны избежать селектив-

ного отбора в печени. Однако для проникновения в опухоль диаметр липосом

должен быть настолько мал, чтобы они могли проникать через проницаемые

сосуды [62, 63]. Величина данных частиц не должна превышать 150 нм; это

определяется свойствами фенестрированного эндотелия печеночных капилля-

ров. Впрочем, в одном исследовании опухолевого ксенотрансплантата у мы-

шей было показано, что даже липосомы размером до 400 нм могут проникать

через микрокапилляры опухолевой ткани [64]. Несмотря на приведенные выше

данные, общим выводом из многочисленных работ, посвященных фармаколо-

гии липосом, является прямая зависимость между размером частиц и вероят-

ностью их неспецифического захвата ретикулоэндотелиальной системой.

16.3.1.3. Доксил

Гидрохлорид доксорубицина (C27H29NO11HCl, молекулярная масса 579,99 Да)—

известный цитотоксический антибиотик антрациклинового ряда, образуемый

клетками Streptomyces peucetius, var. caesius. К сожалению, доксорубицин ока-

зывает дозозависимое кардиотоксическое действие; у 7,5% пациентов, полу-

чивших кумулятивную дозу доксорубицина(550 мг/м
2
), отмечались клиничес-

кие проявления кардиомиопатии [65]. При тщательном анализе, учитывающем

изменение фракции выброса левого желудочка и результаты закрытых клини-

ческих испытаний, число больных с признаками кардиомиопатии возрастает до

20% [66]. Поэтому была установлена предельно допустимая кумулятивная доза

препарата — 450–500 мг/м
2
при лечении свободным доксорубицином, вводи-

мым в виде болюсов
*
каждые три недели. При приеме в течение недели [66] или

продолжительном внутривенном введении [67] этот предел в некоторой степе-

ни удается повысить. Включение гидрохлорида доксорубицина в липосомаль-

ные капсулы качественно меняет фармакокинетику препарата.

Доксил—жидкая суспензия одноламеллярных везикул со средним размером

80–90 нм, заполненная гидрохлоридом доксорубицина (рис. 16.3). Общее содер-

жание липидов в препарате составляет примерно 16 мг/мл, концентрация доксо-

рубицина —2мг/мл. Препарат содержит три липидных составляющих: гидриро-

ванный фосфатидилхолин сои (ГФХС, Тпл 52,5 °С), холестерин и конъюгат

дистеароилфосфатидилэтаноламина (ДСФА) с ПЭГ (натрия карбамоилметокси-

полиэтиленгликоль дистеароилглицерофосфоэтаноламин) в молярном соотно-

шении 56 : 38 : 5 [68].

Фосфатидилхолин, холестерин и фосфатидилэтаноламин являются пищевы-

ми липидами и естественными компонентами плазматической мембраны клеток.

Данное соотношение ГФХС и холестерина в липосоме придает двойному слою

прочность при температуре 37 °С и ниже, обеспечивая удерживание лекарства.
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Включение в двойной липидный слой ДСФА необходимо для ковалентного свя-

зывания гидрофобных цепей ПЭГ (молекулярная масса 2000 Да) с этаноламид-

ной головкой ДСФА и размещения этих цепей во внутренней и внешней водных

фазах. Чтобы включить лекарство в липосомы, используют градиент сульфата

аммония; для этого предварительно нагруженные сульфатом аммония липосомы

инкубируют с раствором препарата. Большая часть доксорубицина (> 90%)

включается в липосомы в форме сульфата с гелеобразной консистенцией. Обра-

зование соли не только повышает степень капсулирования, но также предотвра-

щает преждевременное высвобождение лекарства [69–71].

Фармакокинетические свойства Доксила. Фармакокинетика и механизм

доставки к опухолям Доксила и других включенных в липосомы препаратов

принципиально отличаются от таковых для традиционных химиотерапевтичес-

ких средств [72].

У инкапсулированных препаратов происходит 1000-кратное увеличение пло-

щади под кривой зависимости концентрации в плазме от времени (AUC) и значи-

тельное снижение клиренса и объема распределения. Время полужизни Доксила

также увеличивается до 60–80 ч (см. ниже). Продолжительное время циркуляции

и стабильное удерживание Доксила [73] — ключевые факторы, позволяющие
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Рис. 16.3. Схема строения препарата Доксил. Двухслойная липидная мембрана, со-

стоящая из гидрированного фосфатидилхолина сои (ГФХС), отделяет внутреннюю

водную среду от внешней среды. Доксорубицин включен во внутреннее простра-

нство липосомы и плотно упакован (10 000–15 000 молекул лекарства в одной липо-

соме), образуя гелеобразную фазу. Линейные полимерные сегменты полиэтиленгли-

коля (ПЭГ) размером 2000 Да встроены во внешнюю поверхность липосомы

и формируют защитный гидрофобный слой, обеспечивающий стабильность частиц.

Средний диаметр липосомы составляет около 85 нм



нагруженным лекарством липосомам достичь капиллярной сети в тканях с за-

медленной циркуляцией, которой характеризуются опухоли и некоторые учас-

тки организма [68]. Поскольку липосомы Stealth обладают высокой устойчивос-

тью в плазме, большая часть дозы в составе липосом достигает тканей-мишеней.

При транспортировке теряется не более 5% препарата, который распределяется

по тканям в свободном виде [73]. При лечении Доксилом пациенток с раком мо-

лочной железы концентрация лекарства в опухоли примерно в 10 раз выше тако-

вой в прилегающей мышечной ткани [74], что подтверждает эффективность це-

левой доставки препарата, как и предполагалось на основании результатов

широких доклинических испытаний [75]. К сожалению, липосомы Stealth также

накапливаются в здоровых тканях, например в коже [76] и, возможно, в слизис-

тых оболочках. В результате максимально переносимое количество Доксила

ниже, чем соответствующая доза доксорубицина [77], хотя данные многих кли-

нических исследований [77–79] показывают, что максимальная кумулятивная

доза Доксила значительно выше таковой для доксорубицина.

Таблица 16.2

Фармакокинетика Доксила и доксорубицина [62, 74, 83, 85]*

Фармакокинетический параметр Свободный доксорубицин Доксил

AUC, мг · ч/л 3,5 2325–4082

Сmax, мг/л 5,9 21–33

Cl, мл/ч 25 300 23–45

Vss, л 365 3–5

Т1/2, ч 0,06/10,4 (а) 62–89

* Свободный доксорубицин назначали в дозе около 50 мг/м
2
(медленное введение),

а инкапсулированный препарат — в дозе 60 мг/м
2
(медленное введение); AUC — пло-

щадь под кривой на графике зависимости концентрации в плазме от времени; Сmax —

максимально измеряемая концентрация; Cl — общий клиренс; Vss— объем распределе-

ния в стационарном состоянии; Т1/2 — время полувыведения; (а) — фаза элиминации.

Фармакодинамические свойства Доксила. Сегодня Доксил применяется для

лечения больных с раком яичников, чья болезнь прогрессирует или возобнови-

лась после химиотерапии с применением препаратов платины. Доксил также

показан при лечении саркомы Капоши у больных СПИДом, для которых ком-

бинированная химиотерапия оказалась неэффективной, или у них наблюдается

непереносимость подобной процедуры. В настоящее время проводится более

трехсот клинических испытаний по изучению возможностей применения Док-

сила (одного или в сочетании с другими препаратами) для лечения пациентов

с различными видами рака [80].

Ранние исследования действия липосомального доксорубицина у больных

с вызванной СПИДом саркомой Капоши показали, что действие Доксила наи-
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лучшим образом описывает двухкомпартментная линейная модель. Реакция

новообразования в значительной степени связана как со средней максимальной

суточной дозой доксорубицина, так и с интенсивностью дозы [81]. Корреляци-

онный анализ количества и фармакокинетических параметров Доксила и ток-

сичности показал снижение последней и повышение противоопухолевой ак-

тивности, что согласуется со значением Т1/2 у пациенток с раком молочной

железы [82]. При назначении Доксила в кумулятивной дозе 500 мг/м
2
и более

пациентам с прогрессирующими солидными опухолями было показано, что

прием Доксила сопряжен с гораздо меньшим риском возникновения кардио-

миопатии, чем лечение свободным доксорубицином [83]. Однако доксоруби-

цин в капсулах, содержащих ПЭГ, оказывает токсическое действие на кожу,

вызывая так называемую ладонно-подошвенную эритродизэстезию, неотличи-

мую от возникающей при введении свободного доксорубицина. Токсическое

действие липосомального доксорубицина кумулятивно и, по-видимому,

зависит от промежутков между введением доз препарата [84]. Успешное при-

менение Доксила побудило исследователей к разработке других липосомаль-

ных систем и новых нанопереносчиков для лечения рака.

16.3.1.4. Липосомы Stealth с цисплатином

Цисплатин — один из наиболее широко применяемых химиотерапевтических

препаратов, используемых для лечения онкологических заболеваний людей

и животных. Данное средство обладает широким спектром активности и, в час-

тности, является основным компонентом адьювантной системной химиотера-

пии остеосаркомы [85]. Применение цисплатина ограничивается дозозависи-

мым токсическим действием, например нефротоксичностью [86].

Было предложено несколько стратегий, направленных на снижение побоч-

ных эффектов: созданы менее токсичные и/или более действенные платиновые

аналоги, практикуется одновременный прием нефропротекторов и длительное

гидратирование [85–87]. Другой подход состоит в инкапсулировании циспла-

тина в липосомы, что позволяет снизить токсичность и изменить фармакокине-

тику и распределение в организме [88, 89].

Препарат SPI-77 представляет собой цисплатин, заключенный в липосомы

Stealth, содержащие конъюгаты полиэтиленгликоля (натрия карбамоилметок-

сиполиэтиленгликоль дистеароилглицерофосфоэтаноламин), другой фосфоли-

пид (гидрированный фосфатидилхолин сои) и холестерин. Общее липидное

содержание SPI-77 составляет около 71 мг/мл, концентрация цисплатина —

1 мг/мл, диаметр частиц— 110 нм [90]. Первые результаты клинических испы-

таний показали, что фармакокинетический профиль инкапсулированного

препарата значительно отличается от профиля свободного цисплатина. Фарма-

кокинетика SPI-77 в основном определяется свойствами липосом, что приводит

к высокой концентрации холестерина и достаточно низкой концентрации сво-

бодной платины в плазме, лейкоцитах и опухоли [91]. Отсутствие положитель-

ных результатов в первой и второй фазах клинических испытаний заставило

производителя отказаться от дальнейших исследований SPI-77 [92].
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16.3.1.5. Винкристин в сфингомиелиновых липосомах

Винкаалкалоид винкристин обладает высокой активностью против опухолевых

клеток при лимфомах и остром лимфобластном лейкозе [93]. Интенсивность

дозы препарата ограничивается побочным действием — разрушением микро-

трубочек аксонов в результате связывания винкристина с тубулином нейронов,

что вызывает повышенную нейротоксичность при дозах препарата, больших

2,0 мг [94]. В большинстве экспериментальных моделей показано, что устойчи-

вость раковых клеток к винкристину при лейкозе вызвана ослаблением накоп-

ления и удерживания препарата. Данный эффект обычно объясняют экспрес-

сией Р-гликопротеина и множественной лекарственной устойчивостью

(МЛУ-фенотип) [95]. Фармакокинетика болюсно вводимого стандартного вин-

кристина сильно различается у разных пациентов по клиренсу, объему распре-

деления и времени полувыведения [96–98].

Для улучшения фармакокинетических характеристик препарата винкристин

поместили в липосомальную оболочку, состоящую из сфингомиелина и холесте-

рина; такие липосомы иногда называют «сфингосомы» [99]. Фармакокинетичес-

кие исследования на животных показали, что внутривенное введение лекарства

в составе сфингосом приводит к 12-кратному увеличению значения t1/2, что объ-

ясняется протекторными свойствами липосом при быстрой начальной фазе эли-

минации. Снижение нейро- [100] и дерматологической токсичности [101] инкап-

сулированного препарата связывают с уменьшением концентрации свободного

винкристина. Увеличение длительности циркуляции препарата приводит к его

преимущественному накоплению в тканях, отличающихся повышенной прони-

цаемостью сосудов, в том числе опухолях [102]. Аналогичный подход использо-

вали при получении инкапсулированного винорелбина—одного из наиболее ли-

пофильных винкаалкалоидов. Препарат с высоким выходом (> 90%) заключали

в липосомы диаметром 100 нм с помощью метода, основанного на применении

ионофоров. Стабильность полученных структур очень высока (< 5% утечки пре-

парата, > 90% интактного препарата, размер липосом не изменялся после года

хранения при 2–8 °С). Доклинические исследования винорелбина успешно за-

вершены, сейчас проходят его клинические испытания [103].

16.3.1.6. Медленное высвобождение лекарства из липосом

Липосомы находят применение в противоопухолевой терапии в качестве систе-

мы доставки лекарственных средств с медленным высвобождением. Первым

выпущенным препаратом такого рода стал DepoCyt
®
. Он изготовлен по техно-

логии DepoFoam
®
компанией «Sky Pharma» и предназначен для лечения паци-

ентов с лимфоматозным менингитом, который является осложнением лимфо-

мы на поздней стадии заболевания. Больным лимфоматозным менингитом

назначают цитарабин, однако из-за малого времени полужизни препарата (вре-

мя полувыведения из плазмы— 7–20 мин) показаны ежедневные спинномозго-

вые инъекции, что тяжело переносится пациентами и значительно повышает

стоимость ухода за ними. Применение DepoCyt позволяет снизить частоту вве-

дения до одного раза в две недели и проводить амбулаторное лечение. DepoCyt
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используется в США с 1999 г. Он представляет собой сферические частицы, со-

стоящие из множества внутренних отделов с инкапсулированным лекарством.

Каждый компартмент отделен от других двойным липидным слоем, сформи-

рованным синтетическими аналогами природных липидов (диолеоилфос-

фатидилхолином, дипальмитоилфосфатидилглицерином, холестерином, три-

олеином) [104]. По сравнению с инъекциями свободного цитарабина,

интратекальное введение DepoCyt предоставляет значительные фармакокине-

тические преимущества, которые увеличивают терапевтический потенциал

данного цитотоксического препарата в S-фазе клеточного цикла. Кроме того,

более продолжительное время циркулирования инкапсулированного лекарства

в спинномозговой жидкости позволяет увеличить интервал между инъекциями,

что особенно важно при интратекальном (в окружающее спинной мозг про-

странство) способе введения [104, 105].

16.3.1.7. Липосомальные вакцины

В классических вакцинах иммуногеном служит либо очищенный антиген, либо

ослабленный патогенный организм. В последнем случае может возникнуть ин-

фекционное заболевание, против которого проводится иммунизация. С другой

стороны, очищенные антигены зачастую неспособны вызвать долгосрочный

иммунный ответ, а иногда он и вовсе отсутствует. В отличие от краткосрочного

иммунного ответа, вызванного прямой иммунизацией антигенами, презентация

антигенов в липосомах приводит к долгосрочному ответу, что важно для эф-

фективной вакцинации. Многочисленные исследования показали, что некото-

рые липосомы способны образовываться из мембран злокачественных клеток,

содержащих потенциальные антигены. Благодаря присутствию мембрано-

связанных антигенов, препараты на основе мембран могут использоваться

в качестве противоопухолевых вакцин. Некоторые мембранные препараты

применяются как опухольспецифичные антигены для лечения меланомы и лим-

фосаркомы SL2 у мышей [106–108].

В одной работе изучали возможность терапевтического действия синтети-

ческих человеческих пептидов MUC1 (25 аминокислот), известных как BLP 25,

в качестве противораковых вакцин. Для улучшения иммунного ответа MUC1

включали в состав липосом и изучали влияние физического связывания пепти-

дов и липосом на степень иммунного ответа. Конъюгированные с липидами

и свободные MUC1 помещали в липосомы, состоящие из дистеароилфосфати-

дилхолина, холестерина и димиристоилфосфатидилглицерина (в молярном со-

отношении 3 : 1 : 0,25) и монофосфорил-липида А (1% по массе от общего со-

держания липидов). Мышей линии C57BL/6 иммунизировали липопептидом,

смесью пептида с липосомами, а также пептидом, ассоциированным с липосо-

мами (включенным в липосомы или связанным с их поверхностью). Как инкап-

сулированный, так и связанный с поверхностью липосом пептид вызывал силь-

ный антигенспецифичный Т-клеточный ответ, чего не наблюдалось при

вакцинации липопептидом или смесью пептида со свободными липосомами.

Следовательно, физическое взаимодействие пептида с липосомами абсолютно

необходимо для формирования Т-клеточного ответа, причем тип связи не имеет
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значения. Зато он оказывается решающим при гуморальном иммунном ответе.

Только липосомы с поверхностными пептидами вызывали выработку MUC1-

специфичных антител. Эти результаты подтверждают гипотезу о том, что раз-

личные липосомальные формы запускают разные иммунные механизмы. Дан-

ное исследование показало, что основанная на применении липосом система

доставки препарата может использоваться для преимущественного иницииро-

вания либо клеточного, либо гуморального иммунного ответа [109, 110].

Канадская компания «Biomira Inc.» в содружестве с компанией «Merck

KgaA» разработала липосомальную вакцину BLP 25 (L-BLP25), выпускающу-

юся под торговой маркой Stimuvax
®
. Этот продукт применяется при лечении

немелкоклеточного рака легкого и рака простаты на поздних стадиях заболева-

ния. Клинические исследования показывают, что прием вакцины продлевает

жизнь пациентов с III стадией локорегионального варианта немелкоклеточного

рака легкого и способствовует повышению качества жизни. Данный препарат

также продемонстрировал хорошие результаты в лечении больных с раком про-

статы, увеличивая время удвоения простатоспецифического антигена у мужчин

с биохимическими аномалиями после хирургического удаления простаты.

Столь значимые клинические результаты использования относительно неток-

сичной вакцины вселяют надежду на появление нового эффективного метода

лечения [111–113].

16.3.1.8. Липосомы в качестве переносчиков нерастворимых в воде

противоопухолевых препаратов

Липосомы идеально подходят для доставки нерастворимых в воде лекарств при

внутривенном введении, поскольку они усиливают физическую и биологичес-

кую стабильность препаратов. Одним из примеров служит липосомальный ан-

намицин. Аннамицин— антибиотик антрациклинового ряда, который не вызы-

вает перекрестного привыкания и обладает высоким сродством к липидным

мембранам. Это соединение нерастворимо в воде, и в качестве его переносчика

при внутривенном введении используются липосомы. Механизм действия ан-

намицина, по-видимому, связан с ингибированием топоизомеразы II. Липосо-

мальный аннамицин (L-аннамицин) сочетает в себе свойства лекарства (отсут-

ствие перекрестной устойчивости) с потенциальными преимуществами

доставки в составе липосом (снижение кардиотоксичности и предпочтительное

распределение в тканях-мишенях) [114].

Сухая заморозка липосом повышает эффективность захвата лекарства,

а также физическую и химическую стабильность препарата [115]. В доклини-

ческих и клинических испытаниях показано, что липосомы усиливают проти-

воопухолевую активность аннамицина in vivo, причем небольшие липосомы

эффективее крупных или суспензии антибиотика [116].

16.4. Полимерные наночастицы

В связи со значительными успехами в создании липосомальных систем транс-

порта фармакологических средств и новыми возможностями синтеза полиме-
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ров возник интерес к получению биоразлагаемых наночастиц в качестве носи-

телей лекарств, применяемых в противораковой терапии. Для переноса

противоопухолевых препаратов с различными физико-химическими свойства-

ми используют ряд природных и синтетических полимеров [117]. Некоторые из

противораковых агентов уже производятся, а многие другие находятся на раз-

ных стадиях клинических испытаний.

16.4.1. Альбуминовые наночастицы

Паклитаксел— химиотерапевтический препарат с широким спектром противо-

опухолевой активности, который используется как в рамках монотерапии, так и

в сочетании с другими лекарствами [118]. Палитаксел широко применяется для

лечения пациентов с прогрессирующим раком молочной железы, яичников, го-

ловного мозга, легких. Однако прием препарата вызывает побочные эффекты:

снижение числа лейкоцитов (нейтропения), общую слабость, повышенную чув-

ствительность кожи и инфекционные заболевания. Все перечисленные побоч-

ные эффекты ограничивают использование препарата [119–122].

Применяемая в клинике форма паклитаксела Таксол
®

(«Bristol-Mayers

Squibb») содержит неионное поверхностно-активное вещество Cremophor EL

(полиоксиэтилированное касторовое масло) и этиловый спирт для повышения

растворимости лекарства [123]. Однако при внутривенном введении у 25–30%

пациентов Cremophor EL вызывает гиперчувствительность [124, 125].

Преодолеть токсичность данного компонента можно, заключив паклитаксел

в наночастицы из альбумина. Наночастицы образуются за счет кавитации и сил

сдвига, возникающих при ультразвуковом воздействии. Сначала паклитаксел

растворяют в хлористом метилене, затем раствор добавляют к человеческому

сывороточному альбумину. Смесь гомогенизируют до образования грубой

430 Глава 16

Рис. 16.4. Дзета-потенциал покрытых альбуминовой оболочкой частиц паклитаксела



эмульсии, затем опять подвергают воздействию ультразвука, после чего поме-

щают в роторный испаритель для удаления хлористого метилена. Полученную

дисперсию лиофилизуют. Порошок легко превратить в исходную дисперсию,

добавляя к нему стерильную воду или физраствор [126].

Данная форма паклитаксела используется для быстрого введения, причем

у пациентов отсутствует гиперчувствительность к препарату. Более того, уве-

личение максимально переносимой дозы и удовлетворительный профиль ток-

сичности паклитаксела играют важную роль в эффективности химиотерапии

[127–129].

В январе 2005 г. FDA разрешило выпуск этой формы паклитаксела под тор-

говым названием Абраксан.

16.4.2. Мицеллярные наночастицы

Известно, что амфифильные полимеры в водной среде способны самопроиз-

вольно собираться в мицеллы, захватывая внутрь нерастворимые в воде части-

цы. Полимерные мицеллы более устойчивы, нежели мицеллыПАВ, что связано

с понижением их критической концентрации [130]. Схема включения лекарства

в мицеллярные наночастицы показана на рис. 16.5.

В настоящее время применяют мицеллярные наночастицы, образующиеся

в результате самопроизвольной сборки биоразлагаемых диблок-сополимеров

метоксиполиэтиленгликоля и поли(молочной кислоты). Размер частиц состав-

ляет 20–200 нм [131].

В доклинических испытаниях определено, что включение паклитаксела

в состав полимерных мицелл приводит к трехкратному повышению максималь-

но переносимой дозы и значительному увеличению противоопухолевой актив-

ности по сравнению с Таксолом [132]. Первая стадия клинических испытаний

показала, что такая форма препарата не оказывает токсического действия в дозе

до 300 мг/м
2
. Однако при ее увеличении до 390 мг/м

2
наблюдались нейропатия,

миалгия и нейтропения. Вторая стадия клинических испытаний проводится на

больных с прогрессирующим раком молочной железы и немелкоклеточным

раком легкого [133].
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Еще одним примером применения мицеллярных наночастиц служит систе-

ма, полученная блок-сополимеризацией этиленгликоля и гидрофобного произ-

водного полиаминокислоты. В данные структуры включали противораковое

средство цисплатин. Средний размер мицелл—30 нм (распределение по разме-

рам невелико). Противоопухолевая активность частиц, несущих цисплатин, со-

храняется, а нефро- и нейротоксическое действие цисплатина снижается. Поэ-

тому мицеллярная форма препарата рассматривается в качестве средства для

длительного применения [134].

Сегодня липосомы и полимерные наночастицы представляют собой две эф-

фективные системы доставки лекарственных препаратов. В табл. 16.3 перечис-

лены некоторые потивоопухолевые средства, полученные с помощью нанотех-

нологий.

Таблица 16.3

Химиотерапевтические препараты,

созданные с применением нанотехнологических подходов*

Лекарство
Название

продукта
Применение Статус Производитель

Липосомы

Даунорубицин DaunoXome Саркома Капоши В продаже Gilead Sciences

Доксорубицин Доксил Рак яичников, реци-

див рака молочной же-

лезы

В продаже ALZA

Цитарабин Лимфоматозный

менингит

В продаже DepoCyt

SkyePharma

Липосомальная

вакцина BLP25

Немелкоклеточный

рак легкого. Фаза III

Biomira Inc.

Винкристин Marqibo Неходжкинская лим-

фома. Фаза II

Index

Pharmaceuticals

Луртотекан NX211 Рак яичников. Фаза II Gilead Sciences

Иринотекан-HCl

+ флоксуридин

CombiPlex Прогрессирующий

колоректальный рак.

Фаза II

Celator

Pharmaceuticals

TLK199 HCl Telintra Миелодиспластичес-

кий синдром. Фаза II

Telik

Аннамицин Лимфобластный

лейкоз. Фаза II

Callisto

Pharmaceuticals

Винорелбин Солидные опухоли.

Фаза I

Hana

Biosciences

Оксалиплатин MBP-426 Метастазирующие со-

лидные опухоли.Фаза I

Mebiopharm
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Лекарство
Название

продукта
Применение Статус Производитель

Иринотекан IHL-305 Солидные опухоли.

Фаза I

Yakul

Доксорубицин ThermoDox Рак молочной железы

и печени. Фаза I

Celsion

Полимерные наночастицы

Паклитаксел Abraxane Лечение рака В продаже Abraxis

BioSciences

Паклитаксел Genexol Немелкоклеточный

рак легкого. Фаза II

Samyang

Цисплатин Nanoplatin Лечение разных видов

рака. Фаза I

NanoCarrier

*Данные на 2007 г.

16.5. Заключение

Интеграция нанотехнологических подходов в область диагностики и лечения

рака происходит чрезвычайно быстро. Развитие новых технологий направлено

на повышение эффективности терапии онкологических заболеваний.

Нанодиагностические методы уже дают хорошие результаты in vitro, однако

путь к внедрению нанотехнологии в диагностику in vivo непрост, что связано

с наличием системных токсических проявлений. В настоящее время ведутся ак-

тивные исследования по изучению возможностей целевой доставки лекарств,

и получаемые препарты, несомненно, внесут большой вклад в развитие клини-

ческих методов лечения злокачественных опухолей.

Нанотехнология — быстро развивающаяся область знаний, поэтому новые

достижения в этой сфере позволят найти эффективные подходы в диагностике

и терапии рака.
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17.1. Введение

Возможность высокочувствительного и специфичного определения патоген-

ных и физиологически нормальных молекул чрезвычайно важна для ранней

диагностики и лечения заболеваний. Ранняя диагностика значительно снижает

затраты на уход за пациентами. Расходы на лечение больных раком и диабетом

на поздних стадиях заболевания оцениваются в ~75 и ~90 млрд долларов США

соответственно [1, 2].

В настоящее время рак можно диагностировать путем определения концен-

трации некоторых антигенов в крови или других жидкостях, а также при иссле-

довании тканей.

Диабет определяют на основании изменения концентрации глюкозы в кро-

ви. Однако данные методы клинической диагностики имеют ряд ограничений.

Например, отдельные устройства обладают длительным временем отклика,

а некоторые процедуры тяжело переносятся пациентами. К тому же многие ис-

следования дороги и ежегодно обходятся системе здравоохранения в миллиар-

ды долларов. Следовательно, существует острая необходимость создания более

эффективных и надежных диагностических методов.

Биосенсорами называют аналитические устройства, основанные на биоло-

гических принципах распознавания искомых молекул или макромолекул. Их

обычно совмещают с физико-химическими преобразователями, превращающи-

ми акт биологического узнавания в регистрируемый выходной сигнал [3]. Как

правило, сенсоры состоят из трех основных частей: 1) детектора, определяюще-

го возмущение; 2) преобразователя, конвертирующего возмущение в выходной

сигнал; 3) системы амплификации и визуализации сигнала в соответствующем

формате [3].

Одним из первых исследований биосенсоров была работа Кларка и Лайона,

опубликованная в 1962 г. [4]. В ней описывалось использование глюкозоокси-

дазы для амперометрического определения концентрации кислорода. Катали-

зируемое ферментом окисление глюкозы снижало давление кислорода в тести-

руемом растворе, которое регистрировалось электродом. Было показано, что

падение давления кислорода пропорционально снижению концентрации глю-
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козы в образце. К первым примерам использования живых клеток в качестве

биосенсоров относится опубликованная в 1977 г. работа Рехница с сотрудника-

ми [5], которые закрепляли клетки Streptococcus faecium на поверхности чув-

ствительного к аммиаку мембранного электрода. С помощью электрода Рехни-

ца обнаруживали аминокислоту аргинин.

Внедрение микро- и нанотехнологий в биологические науки создает все

условия для появления следующего поколения биосенсоров с высокой чувстви-

тельностью и более низкой стоимостью [6]. Такие технологии могут быть осно-

ваны на дальнейшей миниатюризации традиционного микропроцесса, приме-

няющегося в микроэлектронике [7].

Современные биосенсоры могут в значительной степени повысить эффек-

тивность методов определения чужеродных частиц и токсинов и привести к

созданию более дешевых, быстрых и простых в обращении аналитических

устройств. Кроме того, микросенсоры легче сделать переносными, что позволя-

ет выполнять анализ в удобном для врача и пациента месте.

В данной главе кратко описаны различные типы биосенсоров и рассмотрены

возможности их применения для диагностических исследований in vivo и

in vitro. Также обсуждается применение микро- и нанотехнологий для создания

новых биосенсорных устройств и анализируются существующие и потенциаль-

но возможные клинические приложения данных технологий.

17.2. Типы биосенсоров

17.2.1. Классификация по механизму передачи

биологического сигнала

Биосенсоры можно классифицировать либо по механизму передачи сигнала, либо

по способу его преобразования. В описываемых устройствах используются пять

основных механизмов передачи сигнала (рис. 17.1), которые обсуждаются ниже.

а) Антиген–антитело. В основе работы таких сенсоров лежит высокая спе-

цифичность взаимодействия антигенов с антителами. При этом все неспецифи-

ческие взаимодействия должны быть сведены к минимуму [8]. Связывание

можно регистрировать либо с помощью флуоресцентной метки, либо по изме-

нению показателя преломления или отражательной способности среды [9].

б)Ферменты. В биосенсорах на основе ферментов используют каталитичес-

кую активность и способность активных центров ферментов распознавать

и связывать молекулы субстрата. Продукт ферментативной реакции можно ре-

гистрировать напрямую или путем сопряжения с индикаторной реакцией [9].

Каталитическая активность ферментов позволяет определять гораздо более

низкие концентрации веществ, чем традиционные методы. Действие системы

зависит от сохранения нативной структуры белка [10].

в) Нуклеиновые кислоты. Работа биосенсоров этого класса зависит от прин-

ципа комплементарности между аденозином–тимином и цитозином–гуанозином

в составе ДНК. Данные сенсоры способны обнаруживать следовые количества
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микроорганизменной ДНК путем ее сравнения с комплементарной ДНК извес-

тной последовательности [8]. После разделения нитей ДНК-мишени, добавления

ДНК-зонда и отжига обеих последовательностей происходит гибридизация зон-

да на комплементарной последовательности [10]. Если зонд несет флуоресцен-

тную метку, за ходом гибридизации следят с помощью микроскопа. Для более

точного анализа часто применяют полимеразную цепную реакцию (ПЦР), кото-

рая позволяет получать множество копий ДНК из исходного образца.

г)Живые клетки. В целях определения специфических молекул или «общего

состояния» окружающей среды иногда используют биосенсоры на основе мик-

роорганизмов, например бактерий или грибов [10]. Метаболизм, жизнеспособ-

ность, дыхание клеток или биолюминесценция могут служить индикаторами при

детекции тяжелых металлов [10], а присутствующие в клетках белки используют

в качестве рецепторов для определения специфических аналитов [11, 12].

д) Биомиметики. Биосенсоры-биомиметики — искусственно созданные

сенсоры, имитирующие функцию биосенсоров на основе живых структур.

К этому классу относятся аптасенсоры, где в качестве биокомпонента применя-

ются аптамеры — синтетические последовательности нуклеиновых кислот,

синтезируемых для распознавания аминокислотных последовательностей, оли-

госахаридов, пептидов и белков [8, 13].

17.2.2. Классификация по способу преобразования сигнала

Биосенсоры также можно классифицировать в соответствии с методом преоб-

разования сигнала. Обычно в сенсорах применяется один из перечисленных

ниже механизмов преобразования.
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Рис. 17.1. Классификация биосенсоров для детекции in vitro. По механизму переда-

чи сигнала: а— антиген–антитело; б—ферментативный катализ; в— нуклеиновые

кислоты; г—клеточныймеханизм; д— биомиметики. По механизму преобразования

сигнала: е — оптический; ж— электрохимический; з — масс-чувствительный;

и — тепловой



а)Оптический. Этот метод используется в биосенсорах, функционирующих

в разных видах спектроскопии: адсорбционной, флуоресцентной, фосфорес-

центной, рамановской, поверхностно-усиленной рамановской, отражательной

или дисперсионной [8]. С помощью данных спектральных методов можно

измерять различные параметры сигнала, например энергию, поляризацию,

амплитуду, время распада или фазу. Чаще всего анализ основывается на опре-

делении амплитуды сигнала, поскольку ее легко связать с концентрацией ана-

лизируемого вещества [8].

б) Электрохимический. Электрохимические биосенсоры применяются для

измерения силы тока, образующегося в результате окислительно-восстанови-

тельных реакций. Сила тока коррелирует либо с концентрацией электрически

активных частиц, присутствующих в системе, либо со скоростью их образова-

ния или потребления [8].

в)Масс-чувствительный. Биосенсоры, относящиеся к этой группе, реагиру-

ют на небольшие изменения массы, вызванные химическим связыванием с мел-

кими пьезокристаллами. Сначала на кристаллы подается электрический сигнал,

заставляющий их вибрировать с определенной частотой. Она зависит от часто-

ты электрического сигнала и массы кристаллов. Поэтому связывание анализи-

руемого вещества, увеличивающее массу кристаллов, изменяет частоту осцил-

ляций, что используется при определении массы аналита [10].

г) Тепловой. С помощью данных биосенсоров измеряют изменение темпера-

туры, происходящее в результате ферментативной реакции с участием анализи-

руемого вещества [14]. Оно сопряжено с количеством потребленного субстрата

или количеством образовавшегося продукта.

17.3. Методы диагностики in vitro

Микро- и нанотехнологии могут применяться для эффективной диагностики

и создания портативных диагностических устройств. Эти приборы широко ис-

пользуются в клинической практике, например для контроля уровня глюкозы в

крови при диабете (около 85% от современного мирового производства биосен-

соров) [15]. Далее мы рассмотрим примеры внедрения данных технологий.

17.3.1. Кантилеверные анализаторы

Определение взаимодействий между биомолекулами путем измерения механи-

ческих сил в нанометровом диапазоне предоставляет уникальные возможности

для создания высокочувствительных миниатюрных биологических сенсоров

без применения радиоактивных материалов [16]. С помощью кантилеверного

анализатора можно идентифицировать вещества по отклонению лазерного

луча в результате взаимодействия с искомыми молекулами. Измеряя степень

отклонения, вычисляют количество анализируемого вещества. Обычно исполь-

зуется один из трех способов преобразования полученного сигнала в микроме-

ханическое отклонение кантилевера — отклонение в ответ на давление на

поверхность, изменение массы или температуры [17] (рис. 17.2).
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Отклонение лазерного луча, вызванное откликом поверхности на давление,

обусловлено связыванием анализируемых молекул с одной из сторон кантиле-

вера. Таким способом можно обнаружить молекулы стрептавидина и биотина,

L-цистеина [18] и простатоспецифичного антигена [19]. Кроме того, для опре-

деления степени отклонения в нанометровом диапазоне используют увеличе-

ние массы кантилевера, поскольку оно влечет за собой изменение частоты

осцилляций. Быстрые изменения температуры вокруг кантилевера также

вызывают отклонение лазерного луча.
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Рис. 17.2. Микрокантилеверы в качестве биосенсоров использующие различные

датчики: а—тепловой; б—поверхностного отклика; в—массовый, а также оптичес-

кие методы для измерения отклонения кантилевера: отклонение луча при нормаль-

ном положении кантилевера (г); отклонение луча после связывания анализируемого

вещества с кантилевером (д); е — микрофотография биосенсора, состоящего из вось-

ми силиконовых микрокантилеверов (воспроизводится в соответствии с [115] с раз-

решения авторов)



Изготовление кантилевера из различных материалов позволяет повысить

его чувствительность. Чаще всего в промышленном производстве кантилеве-

ров для микро- и наносенсорных устройств используются кремний, нитрид

кремния и оксид кремния [17]. Хотя данные устройства чрезвычайно чувстви-

тельны, они не обладают химической или биологической специфичностью.

Впрочем, обработка поверхности кантилевера биологическими молекулами,

например пептидами, способными к самопроизвольному формированию мо-

нослоев, ДНК-зондами или антителами, позволяет создавать приборы, распоз-

нающие молекулы [20].

Измерение степени отклонения кантилевера можно производить оптичес-

ким, пьезорезистентным, пьезоэлектрическим или емкостным методами [21].

Измерение отклонения светового пучка — эффективный путь определения мо-

лекул при помощи кантилеверов с отражающей поверхностью [22]. В этом слу-

чае лазерный лучфокусируется на свободном крае кантилевера (обычно покры-

том золотом), а отраженный луч регистрируется позиционно-чувствительным

детектором (см. рис. 17.2) [22]. Для повышения чувствительности анализа при

работе в нанодиапазоне используются методы переноса электронов и кантиле-

веры длиной несколько сотен нанометров [22].

При пьезорезистентном способе определения в кремниевый кантилевер

помещают резистор, сопротивление которого изменяется при отклонении кан-

тилевера [21]. У таких кантилеверов обычно есть две ножки, что позволяет из-

мерять сопротивление борсодержащего канала путем соединения двух прово-

дящих пластинок с базой кантилевера рядом с ножками.

Пьезоэлектрический метод регистрации предусматривает наличие на по-

верхности кантилевера пьезоэлектрического материала, например ZnO. При

воздействии на материал возникает электрический потенциал, который можно

измерить и соотнести с силой воздействия.

Емкостной метод основан на измерении сопротивления между металличес-

кой пластинкой на поверхности кантилевера и пластинкой, расположенной на

анализируемой поверхности [22, 23]. Емкостное сопротивление обратно про-

порционально расстоянию между анализируемой структурой и проводником

на поверхности кантилевера. При отклонении кантилевера расстояние между

его кончиком и анализируемой поверхностью меняется, что влечет за собой из-

менение сопротивления, соотносимого с изменением массы. Данный метод

чрезвычайно чувствителен, но пригоден лишь для регистрации небольших

сдвигов и не работает в жидких средах.

17.3.2. Клеточные и белковые чипы

Биосенсоры на основе живых клеток—интересная альтернатива обычным био-

сенсорам. Такие устройства способны повысить чувствительность и специфич-

ность анализа [24]. Биосенсоры на основе живых клеток используются для

определения неизвестных соединений и токсинов, поскольку действие таких

молекул можно наблюдать непосредственно в тканях. В качестве примеров слу-
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жат биосенсоры на основе клеток печени [25], сердечной мышцы [26–28] или

иммунных клеток [29, 30]. Использование микро- и наноустройств позволяет

имитировать функционирование клеток in vitro с целью создания более эффек-

тивных методов анализа и преобразования сигнала [31].

Пытаясь воспроизвести реакцию В-лимфоцитов, ответственных за гумораль-

ный иммунитет, Райдер с соавторами показали, что иммуносенсоры можно соз-

давать на основе клеточных чипов [24]. В-лимфоциты модифицировали таким

образом, что они приобретали способность к распознаваниюповерхностных бел-

ков некоторых патогенных организмов. За ходом реакции наблюдали по биолю-

минесценции кальций-чувствительного белка, экспрессирующегося искомыми

клетками.

Были изготовлены биосенсоры на основе чипов, содержащих клетки разно-

го фенотипа [32–34]. Так, был получен сенсор с В-клетками для определения

аналитов и Т-клетками, преобразующими гуморальный иммунитет в регистри-

руемый сигнал.

Для конструирования биосенсора, работающего в режиме реального време-

ни, Ким с соавторами использовали зависящее от дозы высвобождение кальция

при стимуляции Т-клеточных рецепторов [29]. Путем введения в Т-клетки каль-

ций-чувствительного красителя (fura-2) авторы получили возможность визуа-

лизировать Т-клеточный ответ на присутствие пептида от В-клеток.

Представляют интерес не только биосенсоры на основе клеточных чипов, но

и аналогичные устройства на основе белковых чипов [35]. Как правило, биосен-

соры на основе антител позволяют одновременно проводить несколько анализов

[36]. Лиглер с соавторами сообщили о получении биосенсора, способного с по-

мощью единственного чипа определять несколько веществ [37]. Для этого специ-

фические молекулы иммобилизовали на поверхности оптического волновода на

полосах, напоминающих штрих-коды. Каждая полоса «штрих-кода» связывает

определенный аналит. Анализируемый образец наносили перпендикулярно рас-

положению «штрих-кода» в проточной камере. В результате искомые молекулы

аналита взаимодействовали с соответствующими участками чипа.

17.3.3. Наночастицы

Наночастицы ныне являются мощным и широко применяемым материалом для

изготовления биосенсоров [38]. Связывание специфических молекул с поверх-

ностью наночастиц позволяет изменять их биологические функции.

Достойным внимания продуктом внедрения нанотехнологии в область in vitro

диагностики являются зонды, инкапсулированные путем биологически локализо-

ванного встраивания (PEBBLE). Зонды PEBBLE— полимерные частицы круглой

формы и размером в несколько нанометров, сконструированные с целью проведе-

ния наименее инвазивного наблюдения за специфическими веществами в живых

клетках. PEBBLE используются для анализа действия лекарств, токсинов и других

внешних факторов на работу клетки в реальном времени [39–45]. Такие зонды

обычно содержат краситель, чувствительный к аналиту, и контрольный краситель.
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Путем инкапсулирования данных красителей в биологически инертную матрицу

предотвращают их реакции с клеточными органеллами [46]. Хотя есть несколько

вариантов PEBBLE [45, 47–49], чаще всего используют зонды с параллельным

режимом анализа: присутствующие в клетке аналиты диффундируют сквозь мат-

рицу PEBBLE (изготовленную из полиакриламида, полидецилметакрилата,

золь–гель-материалов илимодифицированных силикатов [46]) и взаимодействуют

с красителями, заключенными в наночастицы. Реакция между анализируемым ве-

ществом и красителем вызывает конформационные изменения последнего, за ко-

торыми следят по изменениюинтенсивности излучения. Конформационнымизме-

нениям подвергается и краситель сравнения, интенсивность излучения которого

также меняется. Соотношение между интенсивностью излучения обоих красите-

лей позволяет правильно интерпретировать данные [46]. Золь-гелевую матрицу

наночастиц PEBBLE можно модифицировать так, чтобы провести одновременное

инкапсулирование гидрофобного и гидрофильного красителей [39]. Нагревая дан-

ные гели, получают оксиды высокой чистоты, которые затем взаимодействуют

с чувствительными к кислороду красителями.

Путем инъекции данных наносенсоров в клетки С6-глиомы крысы удалось

с высокой точностью и хорошей воспроизводимостью определить внутрикле-

точную концентрацию кислорода [49]. Этот пример иллюстрирует большой по-

тенциал PEBBLE для детекции и количественного определения концентрации

искомых веществ.

Другую группу наночастиц для исследований in vitro составляют кванто-

вые точки (КТ) [50–53]. Квантовые точки — полупроводниковые кристаллы

диаметром 2–10 нм, с уникальными электрическими и оптическими свойства-

ми. КТ получают из нанокристаллов CdS, CdSe, CdTe или CdSe/ZnSe [54–57].

Замечательные оптические и электрические свойства КТ обусловлены кван-

тово-механическим рассеянием электронов валентной оболочки центральной

частью атомов [58], что возможно благодаря малому размеру квантовых то-

чек. При возбуждении пучком фотонов данные наночастицы излучают яркий

свет характерной частоты и поэтому используются для биоаналитических

применений [52]. По сравнению с флуоресцентными метками КТ менее под-

вержены фотообесцвечиванию. Кроме того, они характеризуются длитель-

ным временем излучения и могут служить инструментом для эффективной

визуализации клеток. Малый размер частиц и излучение света при различных

фиксированных длинах волн позволяют одновременно проводить анализ не-

скольких веществ.

Некоторые примеры использования КТ рассматриваются в разд. 17.4.1.

17.4. Диагностика in vivo

Микро- и нанотехнологии находят применение для диагностики in vivo. Миниа-

тюризация и модификация существующих приборов позволят создавать новые

устройства с меньшей стоимостью, отличающиеся большей эффективностью
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и надежностью [34]. Например, способность отслеживать присутствие флуо-

ресцентных наночастиц in vivo значительно повышает качество диагностики и

лечения заболеваний.

В биосенсорах, работающих в системах in vivo, применяются два типа нано-

частиц: квантовые точки (КТ) и контрастные агенты для магнитно-резонансной

томографии (МРТ).

17.4.1. Квантовые точки

Поверхность квантовых точек обычно модифицируют для повышения их био-

совместимости, растворимости и функциональности (рис. 17.3) [59]. Поверх-

ность квантовых точек модифицируют пептидами, антителами, нуклеиновыми

кислотами или низкомолекулярными лигандами [59, 60]. КТ используются в ка-

честве меток для клеток и тканей [61], длительного слежения за перемещением

клеток и получения многоцветных изображений [62]. Для повышения биосов-

местимости КТ в их поверхность встраивают молекулы полиэтиленгликоля [60].

Дерфус с соавторами показали, что модифицированные КТ в комплексе

с катионными липосомамиможно использовать для мечения клетокHeLa [63].

Клиническое применение биологических микро- и наносенсоров 449

Рис. 17.3. Схема строения квантовой точки. Ядро из селенида кадмия покрыто обо-

лочкой из сульфида цинка и полиэтиленгликоля, а также содержит аффинные лиган-

ды, ковалентно связанные с поверхностью. На фотографии рядом показана возмож-

ность получения изображений КТ в условиях in vivo. Изображение получают путем

возбуждения КТ вольфрамовой или ртутной лампой. Воспроизводится из [60] с раз-

решения авторов



17.4.2. Контрастные агенты для МРТ

Получение изображений методом МРТ с контрастными агентами — широко

применяемый диагностический метод [64–66]. Контрастные агенты для МРТ

приобретают все большую популярность в диагностике in vivo благодаря высо-

кому пространственному разрешению [67]. Данные агенты обычно получают

из оксида железа(II) или оксида железа(III) и покрывают полимером, например

декстраном [67]. Было показано, что при краткосрочной экспозиции такие час-

тицы нетоксичны и инертны, а после инъекции накапливаются в органе-мише-

ни [68]. Кроме того, в контрастные агенты можно включать флуоресцентную

метку, что позволяет проводить мониторинг не только посредством МРТ, но

и путем флуоресцентной микроскопии [69].

Однако существуют некоторые ограничения. Для получения качественного

изображения клетки в нее должно проникнуть много наночастиц. Это требует

высокоэффективной методики мечения, но деление клеток вызывает неизбеж-

ное разведение метки [70]. Это может затруднить исследование, требующее

стабильности метки. В настоящее время предпринимаются попытки преодоле-

ния данных ограничений путем создания нетоксичных, функциональных и вы-

сокоустойчивых in vivo контрастных агентов.

17.5. Существующие и потенциальные

клинические применения микро- и наносенсоров

Биосенсоры широко применяются в медицинской диагностике и лечении ин-

фекционных заболеваний.

В этом разделе мы обсудим современное состояние и потенциал четырех

наиболее важных систем и устройств.

17.5.1. Определение глюкозы in vivo

Одним из основных клинических применений биосенсоров является их исполь-

зование в переносных устройствах для измерения концентрации глюкозы

в крови больных диабетом [71]. Первые образцы таких приборов появились в

начале 1980-х гг. [71], а последнее поколение данных устройств значительно

повысило качество жизни больных диабетом.

Теперь пациенты могут самостоятельно определять концентрацию глюкозы

в крови и в соответствии с результатом делать инъекции инсулина.

В большинстве биосенсоров для определения концентрации глюкозы ис-

пользуются ферменты, относящиеся к классу оксиредуктаз [72]. Чаще других

применяют глюкозооксидазу и глюкозодегидрогеназу [73]. Биосенсоры для

определения концентрации глюкозы обычно снабжены электрохимическими

преобразователями сигнала [73].

Традиционные амперометрические биосенсоры относительно недавно ста-

ли выпускаться в миниатюризированном варианте, что позволяет проводить их
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подкожную имплантацию. В системе непрерывного мониторинга «Мини-

мед-медтроник» амперометрический ферментный электрод в форме иглы сов-

мещен с портативным регистрирующим устройством. Действие сенсора осно-

вано на описанной выше технологии, а данные с регистрирующего устройства

после трех дней мониторинга можно переносить на портативный компьютер

[74]. Монитор встроен в подкожную ткань, что позволяет определять концен-

трацию глюкозы в интерстициальной жидкости. В равновесном состоянии кон-

центрации глюкозы в крови и интерстициальной жидкости приблизительно

одинаковы [75], однако после приема пищи концентрация глюкозы в крови

повышается значительно быстрее.

Еще один микромонитор для регистрации концентрации глюкозы in vivo—

прибор GlucoWatch фирмы «Cygnus, Inc». Его действие основано на методе об-

ратного электрофореза, при котором находящаяся в интерстициальной жидкос-

ти глюкоза транспортируется к поверхности кожи под действием слабого элек-

трического тока, проходящего между двумя электродами [75]. На коже

помещается гидрогелевая прокладка с глюкозооксидазным биосенсором, кото-

рый измеряет концентрацию глюкозы в интерстициальной жидкости. Напом-

ним, что концентрация глюкозы в крови не всегда совпадает с таковой в интер-

стициальной жидкости, что несколько снижает достоинства GlucoWatch.

Следовательно, необходимо создавать новое поколение неинвазивных

и чувствительных к быстрым изменениям концентрации глюкозы биосенсоров.

17.5.2. Бактериальные инфекции мочевыводящих путей

Бактериальные инфекции мочевыводящих путей — второе по частоте систем-

ное инфекционное поражение организма [76]. Для определения патогенов в на-

стоящее время используются технологии с применением микробных культур.

Однако эти методы достаточно трудоемки и длительны: от взятия пробы до

идентификации патогена проходит не менее двух дней [77]. Поэтому существу-

ет необходимость в создании эффективных систем анализа, где время ожида-

ния было бы сокращено, точность определения повышена, а стоимость анализа

уменьшена.

В литературе описаны электрохимические биосенсоры на основе ДНК, спо-

собные находить и идентифицировать патогенные организмы [78, 79]. В данных

устройствах олигонуклеотидные зонды функционируют в качестве чувстви-

тельных рецепторов, а сигнал регистрируется электрохимическим преобразова-

телем.

Существуют два основных типа моделей определения ДНК. Первый основан

на иммобилизации ДНК-мишени с последующей ее идентификацией при помо-

щи меченого зонда [80]. Второй известен под названием «сэндвич-гибридиза-

ция»; ДНК-мишень сначала гибридизуется с олигонуклеотидной последователь-

ностью, затем проводят ее гибридизацию с меченым зондом для получения

сигнала [80].

Лиао с соавторами использовали такой подход для быстрого определения

и идентификации патогенов в образцах мочи [77]. Они создали пары связываю-
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щих и идентифицирующих олигонуклеотидов на чипе для определения

16S рРНК. С помощью данного микрочипа через 45 мин после нанесения образ-

ца уже можно получить сигнал, при этом нет необходимости в амплификации

или мечении последовательности-мишени. Это подтверждает возможность ис-

пользования методов прямой регистрации для определения бактерий, прису-

тствующих в клинических образцах. Эти методы могут найти широкое

клиническое применение.

17.5.3. Обнаружение вируса иммунодефицита человека

В развивающихся странах, где финансовые ресурсы здравоохранения ограни-

чены, проживают свыше 30 млн человек— носителей вируса иммунодефицита

(ВИЧ). В 2002 г. Национальный совет по разведке США (NIC) предупреждал,

что к 2010 г. число ВИЧ-инфицированных в странах третьего мира достигнет

80 млн.

Эффективная антиретровирусная терапия ВИЧ в развивающихся странах

стала доступна более 10 лет назад, однако лишь небольшая часть инфицирован-

ных может воспользоваться этой помощью из-за отсутствия диагностики и вы-

сокой стоимости лекарств. Для повышения доступности лечения необходимы

недорогие диагностические системы [81, 82].

Традиционно диагностика ВИЧ производится либо с помощью прямого

флуоресцентного анализа антител, либо путем определения вирусной нагрузки

[83]. Прямой флуоресцентный метод определения антител, например метод

твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA), основан на использова-

нии двух типов антител для обнаружения вируса [84]. Присутствие ВИЧ in vivo

может также определяться путем измерения вирусной нагрузки [85]. В этом

случае идентифицируют вирусную РНК в бесклеточной плазме крови с по-

мощью амплификации, т. е. полимеразной цепной реакции (ПЦР). Данный спо-

соб диагностики обеспечивает быстрое получение ответа, однако он

недостаточно чувствителен и поэтому не очень достоверен [86].

Применение оптического метода определения, основанного на поверхност-

ном плазмоном резонансе (ППР), может оказать большую помощь в исследова-

нии ВИЧ и создании более эффективной системы обнаружения и количествен-

ного определения вируса [87]. В методе ППР поверхность биосенсора сначала

покрывают иммобилизованным лигандом. Далее по микрожидкостным кана-

лам анализируемое вещество достигает лиганда и происходит специфическое

связывание. Затем детектор улавливает изменения показателя преломления,

происходящие при связывании и диссоциации искомого вещества [88]

(рис. 17.4).

Такой подход в значительной степени помог расширить представления о ме-

ханизмах развития ВИЧ-инфекции. Фагерстам с сотрудниками использовали

ППР для создания полной карты эпитопов моноклональных антител против кап-

сидного белка вируса [89]. Позднее, опять же с помощью ППР, Алтерман с кол-

легами изучили взаимодействие 17 ингибиторов различной структурой с протеа-
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зой ВИЧ, иммобилизованной на электродах [90]. Эта работа оказалась

чрезвычайно важна для синтеза ингибиторов протеазы ВИЧ, которые значитель-

но расширили возможности лечения СПИДа путем прекращения репликации

вируса.

Еще один подход к оценке состояния ВИЧ-инфицированных пациентов со-

стоит в измерении числа CD4+ Т-лимфоцитов в крови. Наличие CD4+ Т-лим-

фоцитов определяет момент начала лечения и позволяет следить за терапевти-

ческой реакцией. Если концентрация CD4+ Т-лимфоцитов опускается ниже

200 клеток/мкл, повышается риск развития серьезных инфекций, и в этот мо-

мент необходимо срочно проводить лечение.

Дорогим способом определения CD4+ Т-лимфоцитов является проточная ци-

тометрия, недоступная для пациентов в странах третьего мира. Необходимо

создание портативных, надежных и недорогих систем, которыемогли бы исполь-

зоваться даже в наиболее бедных государствах. В последнее время предпринима-

лись попытки создания более дешевых вариантов проточной цитометрии, но

даже недорогие цитометры остаются слишком сложными для использования в

удаленных госпиталях, так как анализы требуют применения дорогих реактивов,

включают несколько подготовительных стадий и отличаются большой трудоем-

костью и низкой производительностью. Простые способы определения CD4+

Т-лимфоцитов, учитывающие потребности развивающихся стран, а именно вы-

сокую производительность, низкую стоимость и доступность, стали возможны с

появлением микроэлектромеханических систем (МЭМС). Начинают создаваться

микрожидкостные устройства, способные преодолеть перечисленные выше

ограничения, поскольку стоимость их производства невысока, они имеют малые

размеры и могут выполнять самые разные биологические анализы [91]. В час-

тности, Демирси с соавторами разработали микрожидкостной прибор, с по-

мощью которого можно выделять и получать изображения CD4+ Т-лимфоцитов

на поликарбонатном фильтре для установления их концентрации в крови

(рис. 17.5 на цв. вклейке).

Микрожидкостные устройства позволяют проводить скрининг и разделение

образцов крови. Например, они позволяют проводить разделение лейкоцитов и
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Рис. 17.4.Схематичное изображение применения метода ППР. Лиганд иммобилизо-

ван на поверхности биосенсорного чипа. Анализируемое вещество достигает поверх-

ности лиганда по микрожидкостным каналам, и происходит специфическое связыва-

ние. Детектирующее устройство регистрирует изменение показателя преломления,

происходящее при связывании и диссоциации анализируемого вещества



эритроцитов в соответствии с их размерами [91]. Далее лейкоциты иммобили-

зуют в лунках микропланшета, окрашивают и подсчитывают число клеток

определенного вида.

17.5.4. Выявление опухолевых клеток

В настоящее время около 60% пациентов с раком груди, толстой кишки, легко-

го или яичников имеют отдаленные метастазы [92–103]. Эффективное опреде-

ление злокачественных клеток затрудняется тем, что в циркулирующей крови

их мало, а удобных маркеров не существует. Однако применение нанотехноло-

гических подходов in vitro и in vivo может помочь в повышении селективности

и разрешающей способности анализа, что облегчает разработку необходимых

диагностических методов.

На сегодняшний день есть несколько способов выделения опухолевых кле-

ток. Все они трудоемки и сопряжены с предварительной подготовкой образцов

вручную, что снижает воспроизводимость результатов и чувствительность ме-

тодов. Циркулирующие опухолевые клетки (ЦОК) редки даже у пациентов с за-

болеванием на поздней стадии; их концентрация не превышает 1–10 клеток/мл

[104], так что надежный счетчик должен находить приблизительно одну ЦОК в

миллиарде здоровых клеток. Стандартное разделение клеток проводится с уче-

том размеров, плотности и дифференциальной экспрессии поверхностных ан-

тигенов; для выделения искомой клеточной популяции применяют центрифу-

гирование в градиенте плотности, преимущественный лизис эритроцитов,

разделение в градиенте плотности фиколл/гипак, пористые фильтры, иммуно-

магнитные частицы и клеточную фильтрацию [105]. Были созданы молекуляр-

ные методы, основанные на ПЦР-детекции опухоль-ассоциированных РНК у

пациентов с меланомой, раком молочной железы и раком простаты [14–17].

Большую роль играют технологии, применение которых позволяет выделять

живые или интактные клетки для морфологического, иммуноцитохимического

или функционального анализа, а также полигеномных исследований. Эти

дополнительные данные помогают использовать имеющуюся информацию

о точном числе ЦОКи других циркулирующих предшественников метастазов.

Были предприняты попытки стандартизации подготовительных стадий

с целью уменьшения разброса данных. Так, компания «Immunicon Inc.» разрабо-

тала полуавтоматическую систему подготовки и анализа образцов, которая про-

шла серию доклинических и клинических испытаний на больных с некоторыми

видами рака [94, 96, 97, 101, 106]. Стадии подготовки образца включают выделе-

ние лейкоцитов с последующей инкубацией с ферромагнитными частицами, по-

крытыми антителами к адгезивным молекулам эпителиальных клеток (EpCAM).

Далее следует воздействие на образцы магнитного поля и отмывка. EpCAM —

адгезионные молекулы гомотипичных клеток, экспрессирующихся исключи-

тельно на клетках эпителиального происхождения [107–109]. Было показано, что

эти молекулы экспрессируются и наЦОК [110]. Для улавливания клеток с низкой

плотностью рецепторов модифицированная EpCAM-ферромагнитная жидкость
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содержала два типа рецепторов: моноклональные антитела против EpCAMи ана-

лог биотина, связывающийся с поливалентными агрегирующими частицами. Та-

кой метод позволил увеличить число магнитных частиц на клетку-мишень, что

помогло повысить эффективность захвата клеток.

Приведенный выше пример доказывает возможность применения EpCAM

для выделения ЦОК из образцов крови. Однако проблемы увеличения чувстви-

тельности определения ЦОК и стандартизации клинических результатов по-

прежнему актуальны.

Некоторые клеточные свойства, например размер и жесткость, использова-

лись для выделения более крупных опухолевых клеток из образцов крови

[111, 112].

Для обнаружения опухолевых клеток можно применять не только антитела,

но и другие биологические молекулы— такие как пептиды или аптамеры. Био-

конъюгаты наночастиц с аптамерами помогали специфически идентифициро-

вать клетки рака простаты [113]. Оказалось, что наночастицы с аптамерами

РНК гораздо эффективнее захватывались клетками, экспрессирующими про-

статоспецифический антиген (маркер рака простаты, экспрессия которого зна-

чительно повышена в опухолевых клетках).

Определение in vivo некоторых злокачественных клеток на ранних стадиях

заболевания осложняется тем, что в этот момент новообразование еще не дало

метастазов [92]. Поэтому большое внимание уделяется развитию техники полу-

чения изображения опухолевых клеток in vivo. Например, для идентификации

метастазов в лимфоузлах мышей с раком простаты использовались частицы

оксида железа [114]. Выяснилось, что распределение частиц оксида железа в

организме нарушается в присутствии опухолевых клеток простаты, что было

доказано методом МРТ.

С помощью квантовых точек удалось получить изображение клеток рака

простаты в лишенных волосяного покрова мышах [60]. Накопление квантовых

точек происходило по двум механизмам: за счет повышенной проницаемости и

удерживания и посредством связывания антител со специфическими биомарке-

рами на поверхности опухолевых клеток. Данные методы анализа in vivo пред-

ставляют собой примеры неинвазивных способов получения изображений зло-

качественных клеток и в будущем могут быть использованы для изучения

других видов рака.

17.6. Заключение

Биосенсоры широко применяются в медицине для мониторинга или обнаруже-

ния биологических молекул при различных заболеваниях— от диабета до рака.

Последние достижения в микро- и нанотехнологии еще больше расширяют воз-

можности применения биосенсоров. Например, микрокантилеверы могут ис-

пользоваться для обнаружения определенных молекул без использования мет-

ки, а наночастицы и клеточные или белковые чипы значительно повышают
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чувствительность биомедицинского анализа. Вместе с тем дальнейшая миниа-

тюризация позволяет создавать портативные, недорогие и высокочувствитель-

ные приборы для диагностики ВИЧ/СПИД в бедных странах и регионах. Таким

образом, внедрение микро- и нанотехнологий в области биосенсорики позволя-

ет надеяться на совершенствование методов диагностики и наблюдения за раз-

витием заболеваний.
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18.1. Введение

В этой главе мы рассмотрим соединения железа, в норме присутствующие в го-

ловном мозге в наноконцентрациях, и обсудим их роль в развитии различных

нейродегенеративных нарушений. Некоторые биогенные соединения железа,

например ядро железа в запасном белке ферритине, встречаются повсеместно и

необходимы для большинства живых существ; их формы изменяются в соотве-

тствии с состоянием организма и условиями внешней среды [1]. Биогенные сое-

динения железа играют определенную роль в развитии нейродегенеративных

процессов. Нарушение нормального метаболизма железа может сделать ткани

мозга чувствительными к окислительному повреждению [2–5], а накопление

железа, возможно, связано с патологией ряда нейродегенеративных заболева-

ний [3, 4, 6–10]. Многое о роли железа в развитии нейродегенеративных пато-

логий еще предстоит выяснить. Но уже известно, что локальное накопление же-

леза служит биомаркером для диагностики и определения стадии заболеваний

[11, 12], а также потенциальной мишенью для терапевтического действия хела-

тирующих агентов [13]. Биогенные соединения железа используются для полу-

чения изображений тканей, а магнитные наночастицы железа применяются в

ряде биомедицинских исследований [14–16].

18.2. Железо в головном мозге человека

18.2.1. Общие сведения

Железо— один из важнейших элементов в организме человека и выполняет в нем

множество функций, рассмотрение которых не является предметом обсуждения

данной главы. В отличие от других органов железо в головном мозге имеет специ-

фический характер распределения — как на анатомическом, так и на клеточном

уровне [18]; его обычно классифицируют как «гемовое» или «негемовое» железо.

Происхождение такого деления связано с работами Залески [19], который показал,

что железо в составе гемоглобина, «гемовое железо», не реагирует с ферроциани-

дом калия, а железо, окрашенное по методу Перлса (см. разд. 18.5.2), находится
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в другой форме— это «негемовое железо». Ранние наблюдения и выводы Залески

о том, что большая часть железа головного мозга присутствует в форме Fe
3+
и свя-

зана с белком, были сделаны задолго до идентификации ферритина как основного

железосодержащего белка в головном мозге [18].

Железо в форме гема входит в состав гемоглобина, играющего ключевую

роль в переносе кислорода от легких к тканям, а также в состав некоторых фер-

ментов, например пероксидазы. Негемовое железо существует в самых разных

формах, включая частицы размером несколько нанометров. Железо выполняет

многочисленные функции при нормальном метаболизме — от синтеза нейро-

медиаторов до миелинизации — и участвует в аэробном метаболизме клетки;

с его помощью образуется аденозинтрифосфат (АТФ) [20]. Особенность железа

состоит в том, что in vivo оно существует как в ферроформе (Fe
2+
), так и ферри-

форме (Fe
3+
), и это свойство используется для захвата, транспорта и хранения

данного элемента. Избыток иона Fe
2+
может оказывать токсическое действие,

приводя к гибели нейронов в результате апоптоза [21]. В частности, реакция

ферро-иона с пероксидом водорода (H2O2) в соответствии с реакцией Фентона

или с пероксинитратами катализирует окислительное повреждение клеток.

В головном мозге человека до 40-летнего возраста происходит накопление не-

гемового железа, затем его содержание продолжает возрастать лишь в отдель-

ных участках [10, 22–24].

Определенная часть железа в организме входит в состав низкомолекуляр-

ных комплексов и металлосодержащих белков, трансферрина, лактоферрина

и меланотрансферрина, но значительная доля негемового железа накапливается

в запасных белках: ферритине и, возможно, в гемосидерине [1]. Много железа

содержат гранулы нейромеланина [25]. В тканях головного мозга было обнару-

жено соединение железа со смешанной валентностью в форме наночастиц маг-

нетита [26, 27]. В этом органе железо также связано с миелином и, возможно,

играет важную роль в образовании миелиновой оболочки — изоляционного

слоя вокруг аксонов [28]. Новые доказательства наличия данной функции были

получены при изучении гомогенатов мозга, в ходе которого выявлено сравни-

тельно высокое содержание мРНК Н-ферритина в миелине [29].

18.2.2. Запасное железо

В этом разделе мы обсудим четыре формы секвестрированного железа: ферри-

тин, являющийся основной формой запасания железа в организме; гемосиде-

рин, который изучен значительно слабее; магнетит, представляющий собой

оксид железа со смешанной валентностью, его присутствие может свидетель-

ствовать о нарушении метаболизма железа; и нейромеланин как пример слож-

ной молекулярной структуры, богатой железом. Считается, что ферритин и ге-

мосидерин содержат железо в виде парамагнитных антиферромагнитных

включений, а магнетит—ферримагнетик. Отметим, что запасы железа в голов-

ном мозге на порядки превышают количества, необходимые для реализации из-

вестных физиологических процессов [10]. Значит, некоторые аспекты его мета-

болизма пока остаются неизвестными.
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18.2.2.1. Ферритин

Считается, что большая часть негемовогожелеза в мозге, впрочем, как и в осталь-

ных отделах организма, присутствует в форме запасного белка, ферритина, име-

ющего сферическую белковую оболочку диаметром 12 нм с внутренней полос-

тью диаметром 8 нм. Ион Fe
2+
способен проходить через один из шести каналов

в белковой оболочке, в результате железо в форме ферри-ионного ядра накапли-

вается внутри полости. Биосинтез ферритина регулируется на уровне трансляции

при участии железо-регуляторного белка 1 (IRP-1 или белка-репрессора ферри-

тина) и IRP-2 [30–33]; IRP-1, в основном содержится в астроцитах [34]. Обычно

диаметр железного ядра ферритина — несколько нанометров, так как внутрен-

ний диаметр белковой оболочки не превышает 7–8 нм. Точная структура ядра не-

известна; на основании данных рентгеноструктурного анализа, электронной

дифракции и электронной микроскопии с высоким разрешением принято счи-

тать, что ядро состоит из гидратированного оксида железа(III) (5Fe2O3 · 9H2O)

[35–37]. Более детальная информация о структуре ядра получена с помощью ме-

тодов электронной нанодифракции и спектроскопии характеристических потерь

энергии электронов. Установлено, что в основном ядро действительно имеет

структуру ферригидрита, однако в нем содержатся вкрапления других кристал-

лических структур, напоминающих магнетит или маггемит, гематит и вюстит

[38–40]. Ферритин хранит избыток железа и, по-видимому, играет двойную роль:

предотвращает токсическое действие железа и служит доступным источником

данного элемента для метаболических нужд [1].

Белковая оболочка, апоферритин, состоит из 24 субъединиц двух гомоло-

гичных полипептидов: легкой (L) и тяжелой (H) цепей ферритина. Несмотря на

названия, молекулярные массы L- и H-цепей различаются незначительно —

примерно 19 и 21 кДа соответственно. За синтез двух типов цепей отвечают раз-

ные гены, а соотношение L : H в апоферритине меняется в зависимости от лока-

лизации в мозге и возраста. Доминирующая форма в головном мозге — H-цепь

ферритина, ее концентрация увеличивается с возрастом во всех отделах мозга,

а содержание L-цепи возрастает только в черной субстанции и бледном шаре

[23, 24]. В старости соотношение H- и L- цепей ферритина находится в диапазо-

не от 1,5 : 1 до 3 : 1 в зависимости от локализации [12]. Каждая субъединица

выполняет свою функцию. Цепи H-ферритина содержат ферроксидазный

центр, что позволяет им быстро захватывать и использовать железо. Эта фор-

ма белка преимущественно локализована в отделах, подверженных стрессу,

а железное ядро, формирующееся внутри богатых H-цепями белковых оболо-

чек, обычно имеет меньший размер и менее выраженную кристаллическую

структуру по сравнению с оболочками с более высоким содержанием L-це-

пей. Таким образом, H-цепи ферритина преобладают в тканях с большей по-

требностью в железе. Напротив, L-цепи служат для долгосрочного хранения

железа [1, 41, 42].

Ядро ферритина обладает структурой, напоминающей структуру ферригид-

рита. В экспериментах in vitro ядро с ферро-компонентом можно получить либо
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в результате неполного окисления Fe
2+
, который, как правило, полностью пре-

вращается в Fe
3+
, либо путем восстановления существующего ядра, состоящего

из ферри-формы [43, 44]. Апоферритин, пустая белковая оболочка, образующа-

яся в результате удаления ферригидритного ядра, служил матрицей для синтеза

наночастиц магнетита в качестве биомиметической модели [16]. Появляются

многочисленные доказательства того, что ферритиновое ядро in vivo может

содержать ферро-компонент, особенно при нейродегенеративных нарушениях

[40, 45]. Известно, что ключевым элементом патологии при болезни Альц-

геймера является пептид �-амилоид, участвующий в восстановлении желе-

за(III) в физиологических условиях [46].

Ультраструктура ферритинового ядра в норме и при патологии была под-

робно изучена с помощью методов электронной микроскопии и дифракции

[37, 38, 40]. Ферритин в значительной степени определяет свойства ядра, по-

скольку, если ядра осаждаются без ферритина, возникают гидратированные

оксиды железа, обладающие структурой лепидокрокита или гетита [47]. Струк-

тура ферригидрита, образующегося in vivo, характеризуется наличием связан-

ной воды и множественных пустот в кристаллической решетке и, кроме того,

делает ядро менее прочным, чем распространенные формы оксида железа —

магнетит, лепидокрокит, гематит и гетит [42, 48]. Наночастицы имеют большое

значение отношения площади поверхности к объему, и по оценкам около 40%

всех атомов железа в ядре находятся на поверхности [49].

Ранее считалось, что минерализация ядер ферритина происходит по двум

метаболическим путям, однако, как было показано Жао с соавторами, in vitro

реализуется как минимум еще один путь. В работе [50] изучалась минерализа-

ция ядер из оксида железа в гомополимерном и гетерополимерном ферритине,

состоящем из рекомбинантных H- и L-цепей. Особое внимание уделялось хи-

мии окисления и гидролиза железа в ходе поступления этого элемента внутрь

белка. Первый путь минерализации связан с ферроксидазной реакцией, обу-

словленной H-субъединицей. Он происходит при любом уровне содержания

железа, но минерализация, реализуемая таким образом, ослабевает при боль-

шой нагрузке по железу. Второй путь, протекающий на минеральной поверх-

ности, начинает преобладать при нагрузке порядка 800 Fe
2+
/белок; именно он

является основным механизмом образования минерального ядра в L-цепях фер-

ритина и в тех формах H-цепей, где нарушено образование ядра и (или) отсут-

ствует ферроксидазная активность. Третий путь, включающий реакцию

Fe
2+
+ H2O2, наиболее отчетливо проявлялся при промежуточной нагрузке по

железу, от 100 до 500 Fe
2+
/белок, причем эта реакция отнимает некоторое коли-

чество H2O2 от ферроксидазной реакции [50].

18.2.2.2. Гемосидерин

Гемосидерин — железозапасающий белок и/или продукт распада ферритина.

Этот малоизученный нерастворимый в воде и богатый железом белково-мине-

ральный комплекс обнаруживается, главным образом, в участках геморрагии
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и избыточного содержания железа; при гемохроматозе он часто встречается в

составе лизосом и сидеросом. Природу гемосидерина не легко охарактеризо-

вать [51], кроме того, ткани содержат гемосидерин разной структуры. Вероят-

но, он образуется в результате нескольких процессов, включая лизосомальную

деградацию оболочки ферритина [1], и по другому пути, приводящему к обра-

зованию плохо окрашивающихся отложений. Честин показал, что ядро гемоси-

дерина меньше ядра ферритина в исследованных им образцах тканей [42],

и у здоровых людей структура ядра гемосидерина похожа на строение ферри-

гидрита. В экспериментах in vitro с ферритином и гемосидерином, выделенным

из селезенки, было обнаружено, что превращение ферритина в гемосидерин

ослабляет способность железа к инициированию реакций с участием кислород-

ных радикалов. Это вызвало предположение о наличии защитной функции ге-

мосидерина при избыточной нагрузке по железу [52].

Большая часть информации о ферритине и гемосидерине получена в ходе

изучения печени и селезенки человека. Особенно много гемосидерина содер-

жится в печени при наличии болезней, связанных с нарушением обмена железа:

первичном гемохроматозе и бета-талассемии. Потому многие предположения

о гемосидерине головного мозга есть не что иное, как предположения, основан-

ные на особенностях этого соединения в других органах. Данное утверждение

в определенной степени справедливо и для ферритина, хотя ряд работ был по-

священ изучению свойств ферритина, выделенного непосредственно из голов-

ного мозга [39, 40, 53]. Патологические отложения гемосидерина сравнительно

инертны и стабильны, что подтверждается результатами исследований при ин-

трацеребральной геморрагии и поверхностном сидерозе, когда слабое хрони-

ческое кровотечение приводит к избыточному отложению ферритина и гемоси-

дерина [54]. Пока неизвестно, насколько инертен и стабилен гемосидерин,

образующийся по другим механизмам. Полагают, что присутствие гемо-

сидерина всегда связано с избытком железа, и из его ядра железо высвобож-

дается легче, чем из ядра ферритина [55].

Как указано в разд. 18.5, для подробной характеристики и определения раз-

личных форм железа в головном мозге требуется применение нескольких ана-

литических методов, например Мёссбауэровской спектроскопии, электронной

микроскопии и дифракции высокого разрешения, рентгеновской спектроско-

пии, СКВИД-микроскопии (СКВИД — сверхпроводящий квантовый интерфе-

ренционный датчик), магнетометрии и ядерно-магнитного резонанса, ЯМР [53,

56–59]. Обычно при описании форм запасенного железа в головном мозге огра-

ничиваются лишь рассмотрением ферритина и гемосидерина, однако примене-

ние ряда аналитических методов позволило доказать наличие и других форм

железа, включая железо, связанное с липофусцином [60] и содержащееся в ней-

ромеланине (см. разд. 18.2.2.4). Возможность локализовать и структурно и хи-

мически охарактеризовать железо in situ в неокрашенных тканях с субклеточ-

ным разрешением [58, 61] в сочетании с применением методов окраски белка

позволяет лучше понять функции различных форм железа в тканях головного

мозга.
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18.2.2.3. Магнетит

Магнетит — ферримагнитная форма оксида железа, присутствующая во мно-

гих живых организмах — от магнетотактических бактерий до рыб и голубей.

Основываясь на анализе изображений тканей головного мозга, полагают, что

в тканях человека нет ферромагнитных материалов. Это противоречит резуль-

татам исследований, в ходе которых из головного мозга был выделен магнетит,

в том числе магнитно упорядоченные частицы достаточно большого размера

[26, 27]. Кристаллическая структура магнетита также была обнаружена в фер-

ритине, экстрагированном из головного мозга, и в других исследованиях

[39, 40], кроме того, с помощью рентгеновской спектроскопии показано нали-

чие магнетита в интактной ткани головного мозга после аутопсии [45]. Крис-

таллическая решетка магнетита построена из перемежающихся ионов Fe
2+

и Fe
3+
. Его происхождение в головном мозге неизвестно, однако магнетит най-

ден в богатых железом областях, например в гипоталамусе [27], а также в тка-

нях головного мозга при болезни Альцгеймера [45], что может указывать на

связь магнетита с нарушениями метаболизма железа. Предполагается, что

осаждение магнетита внутри оболочки ферритина из-за невозможности полно-

го окисления Fe
2+
в процессе его захвата ферритином [1] может предшествовать

образованию частиц магнетита в мозге [8]. В 2002 г. опубликованы предвари-

тельные данные, показавшие увеличение концентрации биогенного магнетита

в гипоталамусе мужчин старше 40 лет [62].

18.2.2.4. Нейромеланин

Нейромеланин — сложная многослойная молекула, отвечающая за синтез пиг-

мента, который в большой концентрации присутствует в допаминергических

нейронах черной субстанции и в норадренергических нейронах голубого пятна

[63, 64]. Нейромеланин наряду с липофусцином обычно находится в органел-

лах, называемых «нейромеланиновые гранулы» [63]. Он связывает многие ток-

сичные вещества и металлы, модулируя их действие [63]. Железо — постоян-

ный компонент нейромеланина; его молекула захватывает железо в форме Fe
2+

и связывает с фенольными группами в виде Fe
3+
. Железные центры представля-

ют собой кластеры оксигидроксида железа, напоминающие структуру ядра

ферритина [24]. При болезни Паркинсона содержание железа в черной субстан-

ции повышается на 30–35%. Увеличение концентрации железа в гранулах ней-

ромеланина свидетельствует, что с ним дополнительно связывается большое

количество железа [57, 65]. Однако абсолютная концентрация нейромеланина в

черной субстанции, которая в норме увеличивается с возрастом, при болезни

Паркинсона уменьшается [66]. Захват металлов и лекарственных средств с вы-

раженной восстановительной активностью свидетельствует, что нейромеланин

обладает защитной функцией, предохраняя нейроны от повреждения [63]. Воз-

можно, он также способствует высвобождению нейротоксинов из микроглии

[10, 63].
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18.2.3. Региональное распределение соединений железа

Региональная анатомическая локализация соединений железа изучалась разны-

ми способами. Первоначально для визуализации значительных региональных

изменений содержания железа(III) в головном мозге использовали гистохими-

ческое окрашивание по методу Перлса (см. разд. 18.5.2). Первые цветные изо-

бражения дифференциального распределения железа в головном мозге были

получены Шпатцем; гистохимическое окрашивание железа в белом веществе

оказалось пренебрежимо мало, слабое окрашивание отмечалось в области

коры, а интенсивное наблюдалось в участках экстрапирамидальной системы

[67]. Позднее Дрэйер использовал окрашивание по методу Перлса для под-

тверждения значительного содержания железа в височной доле, а также более

высокой концентрации железа в белом веществе лобной доли по сравнению

с затылочной [68]. Биохимический анализ головного мозга при аутопсии выя-

вил наличие железа, которое не удавалось обнаружить окрашиванием, и обес-

печил его количественное определение в некоторых отделах мозга. Так, уда-

лось показать, что наивысшая концентрация железа в мозге, около 200 мкг/г,

наблюдается в бледном шаре, красном ядре, черной субстанции и скорлупе че-

чевицеобразного ядра. В работе [12] приведен обзор содержания железа, фер-

ритина и трансферрина в различных отделах мозга. Наиболее удивительным

отличием результатов биохимического анализа и гистохимического окрашива-

ния является то, что путем биохимического анализа в белом веществе мозга

была определена приблизительно такая же концентрация железа, что и в сером

веществе. В некоторых участках мозга, например в моторной коре, железа со-

держалось больше, чем в прилежащих областях серого вещества [69, 70]. В здо-

ровом мозге части экстрапирамидальной системы, связанные с моторными

функциями, характеризуются максимальной концентрацией железа, однако

столь высокие концентрации появляются там не с рождения, а постепенно на-

капливаются при взрослении. Смысл высоких концентраций железа непонятен,

поскольку известные процессы, сопровождающиеся расходованием железа, ис-

пользуют лишь 5–10% от его общего количества [10]. Распределение ферритина

соответствует распределению железа, при этом концентрация последнего в

базальных ганглиях в два-три раза выше, чем в коре головного мозга. Содер-

жание ферритина в сером веществе коры и прилежащем белом веществе при-

мерно одинаково [12, 69].

На клеточном уровне окрашивание по методу Перлса сначала позволило

определить наличие железа в микроглии, олигодендроцитах, астроцитах, нерв-

ных клетках и иногда в аксонах и миелиновых оболочках [67]. Олигодендроци-

ты головного мозга окрашиваются сильнее остальных клеток, хотя в области

белого вещества окраска имеет фрагментарный характер; причина этого неиз-

вестна [18]. Экспрессия ферритина наблюдается в олигодендроцитах, нейронах

и микроглии, следовательно, данные клетки способны накапливать железо [10].

Различие в содержании изоформ ферритина обнаруживается как на клеточном,

так и на региональном уровне. Нейроны обогащены H-цепями ферритина, что
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приводит к активному захвату железа и наличию пероксидазной активности,

тогда как макрофаги и микроглия содержат в основном L-цепи ферритина, где

запасается железо [70]. В олигодендроцитах находится смесь H- и L-цепей,

причем их больше, чем в нейронах, хотя окрашивание H-цепей в олигодендро-

цитах белого вещества фрагментарно [71, 72]. В астроцитах ферритин практи-

чески отсутствует. Изучение негемового железа в головном мозге методом све-

товой микроскопии [73] показало, что внутриклеточные отложения железа

находятся в форме гемосидерина в составе сидеросом [10], поскольку ферритин

в цитозоле создает лишь слабый голубой фон. Такая неравномерность распре-

деления отложений железа в тканях головного мозга [73] имеет большое значе-

ние для определения концентраций железа методом МРТ и получения

Т2-взвешенных изображений. Методом электронной микроскопии было

детально проанализировано неравномерное распределение ферритина и

гемосидерина в перегруженных железом тканях печени; аналогичные исследо-

вания тканей головного мозга начали проводиться лишь недавно [55].

18.2.4. Транспорт железа

Основным переносчиком железа из крови к тканям головного мозга является

трансферрин, действующий через свои рецепторы в капиллярах мозга. Транс-

феррин состоит из одной аминокислотной и двух углеводных последователь-

ностей. Каждая из них может связывать по иону Fe
3+
. Лишь незначительная

доля всего железа головного мозга взаимодействует с трансферрином, и кон-

центрация железа в нем примерно в 10–50 раз ниже таковой в ферритине в рас-

чете на единицу массы белка [12]. Региональное распределение трансферрина

и ферритина также различно. Обычно в белом веществе окрашивание позволя-

ет выявить равномерное распределение трансферрина и неравномерное распре-

деление железа и ферритина, а в сером веществе—равномерное распределение

ферритина и железа и неравномерное — трансферрина. Уровень трансферрина

в белом веществе примерно в три раза выше, чем в сером веществе [23]. Транс-

феррин может накапливаться в астроцитах с возрастом [23, 71]. Зекка с соавто-

рами разработали детальный механизм действия трансферрина [10], хотя Бурдо

и Коннер [74] доказали, что транспорт железа может происходить и без участия

этого белка. Вообще-то, механизмы поддержания гомеостаза железа в голов-

ном мозге изучены недостаточно. Было идентифицировано несколько бел-

ков-переносчиков железа, способных проникать сквозь клеточные мембраны и

органеллы; к ним относятся переносчик двухвалентных металлов-1 (DMT1),

белок макрофагов (NRAMP2) и ферропортин (MTP1) [75, 76]. Применение им-

муногистохимических методов показало наличие DMT1 в нейронах, клетках

глии и клетках стенок сосудов [77]; ферропортин присутствует главным обра-

зом в нейронах [78], в эндотелиальных клетках гематоэнцефалического барьера

и синаптических пузырьках [76].
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18.3. Роль соединений железа

в нейродегенеративных нарушениях

18.3.1. Общие сведения

Нейродегенеративные заболевания сопровождаются поражением части нейро-

нов, находящихся, например, в участках с повышенным содержанием железа,

и особенно в обогащенных железом областях, связанных с моторной функцией,

а именно в допаминергических нейронах черной субстанции при болезни Пар-

кинсона [103]. Другим примером служат нейроны гиппокампа при болезни

Альцгеймера. Причина столь избирательной чувствительности клеточных по-

пуляций до конца не установлена, однако высокий уровень содержания железа,

возможно, способствует избыточному образованию активных соединений кис-

лорода и вызываемому ими окислительному повреждению [2, 10].

Характер регионального распределения железа при разных заболеваниях

различен даже при близких генетических нарушениях, скажем, ацерулоплазми-

немии и пантотенаткиназа-ассоциированной нейродегенерации. Но и здесь вы-

являются общие закономерности в распределении железа на клеточном уровне.

На избыток железа ткани реагируют, превращая свободное железо в ферритин:

сначала происходит его захват клетками микроглии, а потом астроцитами, да-

лее следует локальное расширение аксонов, т. е. образование сфероидов. Пред-

полагают, что затем железо накапливается в нейронах из-за повышения их про-

ницаемости [18]. Кристаллическая структура и валентность негемового железа

также играют важную роль в объяснении происхождения и действия соедине-

ний железа.

Еще далеко до полного понимания причин и механизмов накопления железа

при нейродегенеративных заболеваниях; неизвестно, является присутствие в го-

ловном мозге магнетита, гемосидерина и вюстита биологической нормой или па-

тологией. Обычно с возрастом содержание ферритина в головноммозге увеличи-

вается [23, 79], однако при болезнях Альцгеймера и Паркинсона этого не

происходит [23, 80]. Невозможность синтеза дополнительного ферритина при

выраженном локальном накоплении железа, наблюдающемся при этих заболева-

ниях, может приводить к избыточной загрузке существующих центров связыва-

ния, появлению альтернативных форм железа или к окислительному стрессу.

При заболеваниях с избыточным накоплением железа, например гемохро-

матозе, в лизосомах и сидеросомах обнаруживают гемосидерин, который часто

рассматривают как одну из форм запасания железа в головном мозге, хотя пря-

мых доказательств отложений гемосидерина в тканях мозга пока очень мало.

Недавно в одной из работ даже само присутствие гемосидерина в тканях мозга

было поставлено под сомнение [81]. Однако в различных исследованиях уже

получены экспериментальные доказательства наличия гемосидерина в голов-

ном мозге, выявлены богатые гемосидерином лизосомы и сидеросомы в хвоста-

том ядре при прогрессирующем надъядерном параличе, гемосидерин также об-

наружен в тканях гиппокампа при болезни Альцгеймера [40, 55]. Сочетание
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структурно и химически чувствительных методов [45, 55, 88] может помочь

в понимании функций столь сложного соединения.

Экстракция магнетита из гиппокампа [27], а также его присутствие в тканях

при болезни Альцгеймера [45] может указывать на нарушение гомеостаза желе-

за и невозможность полного окисления восстанавливающей формы железа

в областях, подверженных окислительному стрессу и атрофии нейронов [8].

Механизмы, в соответствии с которыми избыток железа вызывает дегенерацию

нервов, как правило, включают нарушение функций белков, например агрега-

цию амилоидных пептидов [103] и мутации генов ферритина [82]. Изоформы

ферритина влияют на чувствительность определенных клеточных популяций,

так как от относительного содержания его H- и L-цепей зависит локальная реак-

ция на избыток железа. Недавно была установлена защитная функция H-ферри-

тина; выяснилось, что H-цепь значительно ослабляет образование радикалов

•OH в соответствии с реакцией Фентона. За это отвечает ферроксидазный сайт

на H-цепи ферритина [83]. Многие данные об избыточном содержании железа

при нейродегенеративных нарушениях получены на основе исследований не

головного мозга, а других тканей, а также из экспериментов на животных.

Специфичность изоформ ферритина и биохимия чувствительных отделов

мозга свидетельствуют о том, что прямая экстраполяция имеющихся данных на

ткани головного мозга не всегда оправданна.

В последнее время исследователи заняты изучением белковых переносчи-

ков железа, например белков IRP2 и DMT1, и влиянием их выключения или ге-

нетического дефекта на животных моделях. Выключение IRP2 приводит к

появлению симптомов нейродегенеративного расстройства и признаков накоп-

ления железа в тканях головного мозга [11, 33].

Довольно сложно определить различие между редкими формами отложения

железа в головном мозге, например нейроферритинопатией и другими наруше-

ниями, связанными с накоплением железа, скажем, болезнью Альцгеймера, для

которой постепенно вырисовываются генетические факторы риска. Хотя на-

копление железа в головном мозге—лишь один элемент вшироком спектре па-

тологий, понимание причин концентрирования данного элемента может по-

мочь в создании методов диагностики, определении стадии, а также лечении

заболеваний.

18.3.2. Болезнь Альцгеймера

При болезни Альцгеймера (БА) происходит накопление железа в головном моз-

ге, но если в норме при старении одновременно увеличивается содержание

и железа, и ферритина, в случае БА данные процессы не идут параллельно [69].

Это может означать как возрастание загруженности ферритина железом, так

и то, что избыток железа запасается необычным способом, приводя к окисли-

тельному повреждению, наблюдаемому при БА. У сенильных бляшек ярко вы-

ражена иммунореактивность по отношению к ферритину, а у ферритинсодер-

жащих клеток обнаруживают бляшки на периферии центрального ядра.
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Получены доказательства присутствия железосодержащих клеток в централь-

ном ядре; считается, что это клетки микроглии [12]. Богатые железом клетки

микроглии окружают и сенильные бляшки [69, 84]. Хотя железо и содержащая

ферритин микроглия связаны с деструктивным процессом, а в микроглии могут

откладываться и железо, и ферритин, это не подразумевает общего накопления

железа в головном мозге. Ранние исследования показали, что общее содержа-

ние железа при БА не меняется [22].

Кроме сенильных бляшек выраженная иммунореактивность по отношению

к ферритину наблюдается во многих кровеносных сосудах, особенно много

ферритина выявлено в сером веществе гиппокампа. В его тканях наблюдается

внутриклеточное накопление ферритина и гемосидерина [55], а так как именно

эта область наиболее подвержена нейродегенерации и атрофии, можно предпо-

ложить, что концентрирование наночастиц оксида железа связано с патогене-

зом БА. Отметим определенное сходство между ядрами ферритина, выделен-

ными из головного мозга при БА, и ядрами гемосидерина, выделенными из

мозга больных гемохроматозом; в обоих случаях состав ядер отличался от нор-

мальной напоминающей фирригидрит структуры и содержал богатый Fe
2+

оксид железа, структурно похожий на вюстит [40]. В экспериментах in vivo

было зафиксировано укорочение релаксационного времени Т2 при МРТ 3 Тл

для гиппокампа по сравнению с контрольными образцами, что указывает на

увеличение концентрации железа в ткани гиппокампа при БА [85]. Проведение

МРТ у пациентов с БА, а также анализ тканей при аутопсии и в экспериментах

на животных моделях часто обнаруживают небольшие участки гипоинтенсив-

ного сигнала, многие из которых, вероятно, вызваны микрокровотечениями,

сопровождающими церебральную амилоидную ангиопатию, и накоплением ге-

мосидерина [86]. С возрастом уровень миелина также снижается, что, возмож-

но, связано с изменением содержания железа [87].

В экспериментах in vitro было показано влияние железа на процессинг пред-

шественника бета-амилоида (АРР) через железочувствительный элемент [88]

и на агрегацию амилоидных пептидов в сенильных бляшках [89–91]. Кроме

того, Fe
3+
может восстанавливаться до Fe

2+
при агрегации �-амилоида в физио-

логических условиях [46]. Этот факт указывает на механизм образования ток-

сичных ионов Fe
2+
при рН 7,4 и подтверждает ключевую роль амилоидных пеп-

тидов в образовании сенильных бляшек. Роль последних до сих пор остается

предметом дискуссии, и хотя считается, что начальный процесс олигомериза-

ции оказывает токсическое действие, а способность бляшек удерживать метал-

лы [69], может свидетельствовать о защитной функции амилоида.

При БА оксиды Fe
2+
содержатся не только в ферритиновых ядрах [40]. Уста-

новлено, что железо в форме Fe
2+
связано с рибосомами пирамидальных клеток

гиппокампа [5] и с нейрофибриллярными узлами [3, 92]. При анализе верхней

височной извилины СКВИД-методом выявлено повышенное содержание маг-

нетита у женщин с БА [93]. С помощью рентгеновской спектроскопии удалось

показать наличие локализованных отложений магнетита и ферригидрита

во взятых при аутопсии тканях верхней височной извилины [45].
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18.3.3. Болезнь Хантингтона

Болезнь Хантингтона (БХ) вызывается генетической мутацией белка хантингти-

на. Данная патология возникает в среднем или преклонном возрасте. Есть не-

сколько доказательств того, что в патогенезе БХ участвует железо. Первые пато-

логоанатомические работы, посвященные изучению отложений железа в тканях

головного мозга, выявили повышенный уровеньжелеза в стриатуме [94, 95]. Так-

же известно, что специфическое поражение нейронов стриатума происходит уже

на ранних стадиях заболевания [96]. Нарушение экспрессии переносчиков желе-

за характерно как для БХ, так и для болезни Альцгеймера, болезни Паркинсона

и амиотрофного латерального склероза [97]. Генетические исследования показа-

ли, что хантингтин — железо-чувствительный белок, участвующий в регуляции

гомеостаза железа [98]. МРТ пациентов с БХ выявляла нарушения в стриатуме

[99], а в более поздних работах возможности МРТ позволили обнаружить избы-

ток железа в базальных ганглиях пациентов с БХ в совокупности с методом уве-

личения скорости релаксации в зависимости от силы поля [100].

18.3.4. Болезнь Паркинсона

Накопление железа связывают с гибелью клеток как при болезни Паркинсона

(БП), так и при других нарушениях, связанных с повреждением телец Леви [101].

Часто патологоанатомический анализ головного мозга людей с БПвыявляет более

высокий уровень железа, чем у здоровых людей того же возраста. Впрочем, эти

исследования обычно касаются специфических богатых железом и чувствитель-

ных к повреждению областей, например черной субстанции. Для определения об-

щего содержания железа в черной субстанции предлагалось несколько подходов,

и далеко не все результаты показали значительное различие между мозгом боль-

ных и здоровых индивидуумов, хотя, возможно, отсутствие различий наблюда-

лось при относительно легкой форме заболевания. Кроме того, определенную

роль может играть подготовка ткани и чувствительность конкретного метода

[10, 64]. Еще одной зоной, где происходит накопление железа, является латераль-

ный бледныйшар, что может быть связано с чувствительностью допаминергичес-

ких нейронов [95]. По-видимому, уровень железа растет параллельно с развитием

патологического процесса, при этом в нейронах обнаруживается много железосо-

держащего нейромеланина, а в глиальных клетках — Fe
3+
преимущественно в

форме ферритина. Нейромеланин образует прочные хелатные комплексы с желе-

зом, поэтому при БП уровень железа в цитоплазме нейронов низкий [65]. Следует

отметить, что в большинстве цитируемых исследований анализировались ткани,

фиксированные формалином, а такой метод обработки обычно приводит к потере

и перераспределению железа. Недавние исследования нефиксированных заморо-

женных срезов, проведенные с помощью электронной микроскопии, показали

удвоение концентрации железа как в отдельных нейронах, так и в нейропилях

компактной зоны черной субстанции [102].
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Отложения железа(III) обнаружены в олигодендроцитах, астроцитах вблизи

нейронов, микроглии, пигментированных нейронах [64] и в периферическом

отделе телец Леви в компактной зоне черной субстанции пациентов с БП.

Анализ паллидума и скорлупы мозга подтвердил эти наблюдения. Как и в

поврежденных областях мозга при болезни Альцгеймера, при БП также на-

блюдается возрастание нагруженных ферритином клеток микроглии в черной

субстанции, а появление реактивной микроглии происходит параллельно воз-

никновению вырожденных и нагруженных нейромеланином допаминергичес-

ких нейронов [10]. Полагают, что активация микроглии комплексом нейроме-

ланина с железом, особенно нейромеланином, выделяющимся из мертвых

и умирающих нейронов, — причина появления различных нейротоксических

веществ [10]. При БП также происходит агрегация белка, в частности, основно-

го компонента телец Леви — альфа-синуклеина. Это — патологический при-

знак БП и родственных ей нарушений. Экстраполяция результатов исследова-

ний in vitro позволяет предположить, что железо может вызывать токсические

проявления in vivo посредством влияния на образование фибрилл и агрегацию

альфа-синуклеина [91, 103].

Повреждение нейронов при БП происходит до появления клинических

симптомов, и ранние исследования не выявили общего накопления железа на

этой стадии патологического процесса. Предполагается, что нарушение мета-

болизма железа может возникать в начальной стадии заболевания путем меж- и

внутриклеточной транслокации [10]. МРТ-анализ содержания железа у пациен-

тов с БП in vivo показал наличие корреляции между уровнем железа в базаль-

ных ганглиях и неврологическими симптомами [105]. В настоящее время

механизм накопления железа в черной субстанции неизвестен. Хотя в повреж-

денных нейронах черной субстанции у пациентов с БП не обнаружен ферритин

[106], показано, что содержание железа в ферритине у таких больных увеличе-

но [107], а экспрессия некоторых белков-переносчиков железа изменена. Сле-

дует отметить, что результаты исследований по изучени. связи усиленной экс-

прессии ферритина в черной субстанции с повышением уровня железа

противоречивы [10]. Возможно, в патогенезе заболевания определенную роль

играют мутации генов, ответственных за гомеостаз железа, а также повышение

проницаемости гематоэнцефалического барьера [10].

18.3.5. Нейродегенерация с накоплением железа в мозге

Нейродегенерация с накоплением железа в мозге, прежнее название—синдром

Халлервордена–Шпатца, — редкая патология, вызванная избытком железа в

некоторых отделах мозга, включая бледный шар и ретикулярную часть черной

субстанции. В этих местах появляются первые признаки атрофии нейронов,

причем железо участвует в развитии заболевания. Региональный характер на-

копления железа аналогичен болезни Паркинсона, а профиль его окрашивания

в клетках совпадает с таковым при многих типах нейродегенеративных рас-

стройств, связанных с накоплением железа. Наиболее сильное окрашивание
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наблюдается в гипертрофированной микроглии, макрофагах, сфероидах и ней-

ронах. У большинства больных установлен дефект гена пантотенаткиназы-2,

PANK2; рецессивный ген получил название PKAN [108]. Предполагается, что в

какой-то мере накопление железа в базальных ганглиях связано с нарушением

модификации цистеина [109]. Избыток железа в бледном шаре обычно создает

типичную картину, наблюдаемую при МРТ-диагностике: область гипоинтен-

сивного сигнала с гиперинтенсивным ядром. Ее называют «глаз тигра» и счита-

ют основным диагностическим признаком [108].

18.3.6. Ацерулоплазминемия

Ацерулоплазминемия — заболевание с аутосомно-рецессивным типом насле-

дования, когда возникают мутации гена церулоплазмина, приводящие к отсут-

ствию функционального церулоплазмина в плазме. Учитывая важнейшую роль

экспрессии церулоплазмина в астроцитах для метаболизма железа и поддержа-

ния нейронов [110], системное накопление железа, сопровождающееся невро-

логическими симптомами, — характерный признак данной патологии. Избы-

ток железа наблюдается в нейронах, астроцитах, клетках микроглии

и олигодендроцитах. Накопление железа в некоторых отделах головного мозга

противоречит прежней гипотезе о защите гематоэнцефалического барьера

взрослого человека от ацерулоплазминеми [111, 112]. Хотя в базальных гангли-

ях и наблюдается избыток железа, характер его накопления сильно отличается

от такового при нейродегенерации [113, 114], поскольку в бледном шаре отло-

жения железа не происходит. Сильное окрашивание железа наблюдается

в хвостатом ядре, скорлупе, красном ядре, черной субстанции и зубчатом ядре.

На клеточном уровне протекают те же процессы, что и при других нарушениях,

а именно накопление железа в клетках микроглии, астроцитах, сфероидах

и нейронах. Как и в случае PKAN, снижение сигнала МРТ — первый диагнос-

тический признак заболевания [11].

18.3.7. Нейроферритинопатия

Нейроферритинопатия — форма нейродегенеративной патологии, передающа-

яся по доминантному механизму и характеризующаяся сравнительно поздним

началом. Это пример заболевания, при котором нарушение метаболизма железа

идентифицируется как основа патологии. Нейроферритинопатия вызвана мута-

цией гена, кодирующего L-цепь ферритина [82, 115], что приводит к наруше-

нию образования ядра ферритина и запасания железа, особенно в базальных

ганглиях. Интенсивное отложение железа происходит в хвостатом ядре, скор-

лупе, черной субстанции и бледном шаре, причем в двух последних отделах об-

разуются аномальные агрегаты ферритина [82]. В области хвостатого ядра на-

блюдается картина, похожая на «глаз тигра» (см. разд. 18.3.5) [18]. Течение

заболевания сопровождается низкой сывороточной концентрацией ферритина

[115]. На клеточном уровне аномальное накопление ферритина происходит
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в нейронах стриатума и коры, а также в клетках глии, что усиливает нейро-

дегенерацию [116].

18.3.8. Другие нейродегенеративные нарушения

К другим неврологическим процессам с нарушениями распределения железа в

головном мозге относятся СПИД-ассоциированная деменция, амиотрофный

латеральный склероз, или заболевание моторных нервов, наследственная атак-

сия Фридрейха, рассеянный склероз, прогрессирующий надъядерный паралич,

ишемический инсульт и синдром Дауна [12, 117].

СПИД-ассоциированная деменция поражает примерно одну пятую часть

ВИЧ-инфицированных; при этом МРТ выявляет у таких больных повышенное

содержание железа в базальных ганглиях, особенно в бледном шаре [118]. Кро-

ме того, микроглия белого вещества также перегружена железом [119]. Роль по-

вышенного содержания железа в сочетании с различными типами анемии

у ВИЧ-инфицированных обсуждается в работе Бутенски с соавторами [120].

При атаксии Фридрейха нарушение метаболизма железа связано с дефектом

белка фратаксина [121]. Главная особенность заболевания — избыток железа

в митохондриях. Фратаксин, который считается ответственным за накопление

железа в этих органеллах, экспорт железа из митохондрий и биосинтез железо-

серных кластеров, практически отсутствует у пациентов с атаксией Фридрейха

[122]. Избыточное содержание железа наблюдается в центральной нервной сис-

теме и в сердце, что сопровождается активным повреждением нейронов зубчато-

го ядра [123]. Однако связь между основными участками нейропатологии и на-

коплением железа понятна не до конца, а роль фратаксина в гомеостазе и его

способность связывать железо до сих пор остаются предметом дискуссии [81].

Рассеянный (множественный) склероз характеризуется воспалением и димие-

линизацией аксонов нейронов. При разрушении миелиновой оболочки происхо-

дит повреждение аксонов с последующим образованием бляшек.Металлы-восста-

новители, включая железо, играют активную роль в патогенезе. На периферии

старых бляшек обнаруживаются глобулярные образования негемового железа,

причем характер отложения железа аналогичен болезни Альцгеймера [70].

Еще одно состояние, связанное с нарушением распределения железа в го-

ловном мозге, называют «синдром беспокойных ног»; он часто сопровождается

дефицитом железа [124], но также может возникать в сочетании с болезнью

Паркинсона.

18.3.9. Гемохроматоз

Гемохроматоз—патология, вызванная избыточным содержанием в организмеже-

леза, поступающего с пищей. При этом заболевании в тканях обнаруживают гемо-

сидерин с железом в форме ферригидрита, гетита и богатого Fe
2+
вюстита, причем

структура железного ядра зависит от стадии заболевания [40, 42]. При различных

видах гемохроматоза происходят мутации гена гемохроматоза HFE, гена рецепто-

ра трансферрина-2 (TfR2), гена гемоювелина (HJV) или гепсидина [125].
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Хотя гемохроматоз в первую очередь поражает печень, железо накапливает-

ся и в других органах: сердце, поджелудочной железе и головном мозге. Изме-

нение концентрации железа в головном мозге доказано методом МРТ, включая

исследование базальных ганглиев [126, 127]; снижение концентрации железа в

головном мозге наблюдалось в сочетании с «синдромом беспокойных ног»

[124].

Есть данные, указывающие на роль гена HFE как фактора риска развития бо-

лезни Альцгеймера и его влияние на возраст, когда начинают проявляться пер-

вые признаки БА [128]. У пациентов с БА белокHFE экспрессируется клетками,

связанными с сенильными бляшками и астроцитами, он также обнаруживается

в кровеносных сосудах головного мозга и в хориоидном сплетении [10, 128].

Мутация HFE при болезни Альцгеймера — еще одно доказательство, что нару-

шение метаболизма железа в головном мозге вносит вклад в развитие заболева-

ния, является важным фактором риска, и, возможно, связано с ростом окисли-

тельного стресса при нейродегенеративных процессах [129, 130]. Болезнь

Паркинсона походит на гемохроматоз в том смысле, что обе патологии характе-

ризуются накоплением железа в головном мозге [126] и HFE-связанными

генетическими мутациями [81].

18.4. Магнитные свойства соединений железа

в головном мозге

Биоминералы железа обладают магнитными свойствами. Хотя ткани человека в

основном состоят из диамагнетиков, не скомпенсированный спин атома железа

сообщает железосодержащим материалам парамагнитные свойства. Спарива-

ние спинов зависит от кристаллической структуры и приводит к появлению

магнитных свойств. Степень кристалличности также оказывает большое влия-

ние на данные свойства [42]. В нормальных ядрах ферритина и гемосидерина,

имеющих структуру ферригидрита, при комнатной температуре и при темпера-

туре тела наблюдается антиферромагнитный порядок. Структура гетита, иног-

да встречающаяся в ядрах гемосидерина, тоже обладает антиферромагнитными

свойствами. Однако компенсация спинов происходит не полностью, в резуль-

тате возникает слабый ферромагнетизм [131]. Напротив, магнетит имеет фер-

римагнитную упорядоченность благодаря подрешетке железа, где спаривание

спинов опосредовано атомами кислорода. Данное соединение характеризуется

сравнительно высоким значением намагниченности насыщения (около

90 А · м
2
/кг по сравнению с <1 А · м

2
/кг у гоэтита) при комнатной температуре.

Магнитные свойства позволяют различать биологические соединения железа в

тканях (см. раздел 18.5.3) и делать выводы о роли магнитно-упорядоченных ма-

териалов в головном мозге [26]. Присутствие частиц магнетита может иметь

большое значение для проведения радиочастотного сигнала [132] и влиять на

специфические биохимические процессы в разных отделах мозга благодаря

сильным локальным градиентам магнитного поля [8,133]. Степень отложения
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железа в головном мозге также играет роль в формировании магнитных

свойств. Большинство таких отложений, включая ядра ферритина, обладают

суперпарамагнетизмом ввиду их малого объема, что предотвращает стабилиза-

цию магнитных доменов. Кроме того, большое значение отношения площади

поверхности к объему для этих фрагментов означает, что частицы антиферро-

магнитных оксидов в типичных ядрах ферритина из-за нескомпенсированных

спинов имеют определенный магнитный момент, которым нельзя пренебречь

[42, 134]. ЯМР-анализ магнитной восприимчивости воссозданных ядер ферри-

тина показал, что антиферромагнитные кластеры сформированы всего восемью

ионами Fe
3+
на каждую молекулу ферритина, а предельное значение 3,8 магне-

тонов Бора на атом, измеренное для холоферритина, достигается в присутствии

лишь 24-х ионов Fe
3+
на молекулу ферритина [44].

18.5. Экспериментальные методы

В этом разделе кратко рассмотрены некоторые стандартные и новые технологи-

ческие подходы определения соединений железа в тканях и экстрактах. Детали

клинического определения избытка железа, а также методы определения и ха-

рактеристики наносоединений железа в патологоанатомической практике об-

суждаются в других работах [58,135].

18.5.1. Целостность образца

При изучении соединений железа очень важно не допускать изменения валент-

ности и кристаллической структуры образца в ходе подготовки тканей или вы-

деления частиц. Это совсем непростая задача, но иногда ею пренебрегают [61].

Кроме того, методы с высоким разрешением обычно подразумевают использо-

вание интенсивных пучков электронов или рентгеновских лучей. Необходимо

учитывать способность таких высокоэнергетических частиц к модифицирова-

нию анализируемой структуры и подбору соответствующих условий экспери-

мента или, по возможности, минимализации воздействия лучей [136].

18.5.2. Микроскопия и спектроскопия

Перлс разработал метод окрашивания оксида железа в срезах тканей с по-

мощью смеси ферроцианида калия (1%) и соляной кислоты (1%). Эта ярко-си-

няя краска, называемая «берлинская лазурь», до сих пор используется как

основной метод окрашивания железа [18, 137]. Хотя метод Перлса позволяет

определить распределение значительной части негемового железа [73], он чув-

ствителен только к железу в одном состоянии окисления, и не все формы ткане-

вого железа поддаются окраске по Перлсу. Это подтверждается результатами

биохимического анализа белого и серого вещества мозга (см. разд. 18.2.3). Не-

давно были предприняты попытки создания метода окрашивания, чувствитель-

ного к степени окисления железа [3, 92]. Для предотвращения потерь железа
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из-за хорошей растворимости ферритина в водных средах [18] было предложе-

но проводить фиксацию тканей альдегидом, впрочем, сама процедура фикса-

ции может значительно изменить содержание и распределение железа в

образце [138, 139].

Для определения концентрации металлов на уровне клеток и субклеточных

компартментов используются микрозонды [140]. В последнее время анализы с

помощью микрозондов стали проводить на нефиксированных замороженных

срезах тканей [102]. Кроме того, условия микроскопического и спектроскопи-

ческого анализа высокого разрешения изменились с внедрением зондовой

масс-спектрометрии вторичных ионов для изучения биологических объектов

[55], а также с появлением возможности исследования полностью гидратиро-

ванных образцов методом сканирующей электронной микроскопии [141].

Мёссбауэровскую спектроскопию применяли для изучения структурных и маг-

нитных свойств наносоединений железа в тканях, в частности для исследования

гемосидерина [142], анализа богатых железом участков с целью определения

доли железа в ферритине [56], а также для сравнительного анализа магнитных

особенностей природных и синтетических форм данного соединения [36, 143].

Для иссследовения структуры ферритиновых ядер и их биоминерализации

использовался метод рентгеновской абсорбционной спектроскопии [43, 107].

Варианты этого метода теперь можно применять и для анализа тканей. Напри-

мер, сочетанием синхротронной рентгеновской флуоресценции с абсорбцион-

ной спектроскопией удалось с высокой чувствительностью, меньше 1 ppm, ло-

кализовать и охарактеризовать наносоединения железа во взятой при аутопсии

ткани [45, 58, 61]. Этот подход позволяет получать информацию о химическом

состоянии и структуре соединений железа на субклеточном уровне и помогает

изучать их пространственное распределение, включая соединения со струк-

турами типа ферригидрита, магнетита или вюстита [45].

18.5.3. Магнитные свойства

Магнитные свойства соединений железа в головном мозге человека представ-

ляют интерес с разных точек зрения. Во-первых, нарушения их метаболизма,

по-видимому, изменяют форму присутствующих соединений [39, 40], так что

определение их формы позволяет изучать, а по возможности, и лечить заболе-

вания, связанные с нарушением метаболизма железа. В качестве примеров

можно привести использование СКВИД-метода для определения различий в

концентрации магнетита при болезни Альцгеймера и в норме [93], а также для

первого обнаружения магнетита в головном мозге человека [26]. Во-вторых,

методы изучения магнитных свойств позволяют количественно определять

различия в содержании железа и его магнитные свойства внутри тканевых об-

разцов и экстрактов, не подвергая их разрушению. Например, Дюбиел с соавто-

рами использовали методы СКВИД и трансмиссионной электронной микрос-

копии для доказательства того, что константа одноосевой анизотропии в

бледном шаре головного мозга на порядок выше, чем в печени [56]. Наконец,
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различные магнитные свойства присутствующих в организме соединений же-

леза позволяют различать их между собой. Так СКВИД-метод можно использо-

вать для количественного анализа различных магнитных «фракций» в тканях

или экстрактах [59], а отличия в магнитных свойствах тканей влияют на прове-

дение МРТ-исследования in vivo, о чем будет сказано в следующем разделе.

18.5.4. Клинические методы

Потенциал магнитно-резонансной томографии для визуализации соединений

железа в головном мозге чрезвычайно велик, хотя интерпретация получаемых

результатов далеко не простая задача. Важно знать, каким образом находящее-

ся в ткани железо влияет на сигнал от окружающих тканей. Высокая концентра-

ция железа, например в базальных ганглиях, приводит к появлению областей

с гипоинтенсивным сигналом в Т2-взвешенном изображении. Железо также

влияет на величину сигнала и фазу Т2*-взвешенного изображения в режиме

градиентного эха, а также на сигнал в диффузионно-взвешенном изображении,

полученном в режиме спин-эха. Хотя ферритин вызывает снижение интенсив-

ности сигнала в Т2-взвешенном изображении, в Т1-взвешенном изображении

его присутствие может создавать зоны гиперинтенсивного сигнала из-за влия-

ния на время релаксации Т1 [12].

При изучении соединений железа в головном мозге методом МРТ важно

знать магнитный момент, определяемый молекулярным окружением. Исследо-

вания парамагнитного железа in vitro показали, что оно увеличивает время по-

перечной релаксации протонов R2, где R2 = 1/T2. Для нормального ферритина

R2 линейно зависит от напряженности поля [12], что связано с антиферромаг-

нитными суперпарамагнитными свойствами ядра со структурой типа ферри-

гидрита. Для описания поведения R2 в растворах ферритина предложена специ-

альная модель PEDM [144]. Детальный обзор исследований взаимосвязи между

структурой железа в головном мозге и параметрами магнитной релаксации про-

веден в работе [12].

Хотя в головном мозге встречаются различные формы железа, считается,

что только ферритин и гемосидерин присутствуют в количествах, влияющих на

результаты МРТ-исследования [145]. По оценкам, свыше 80% негемового же-

леза представлено ферритином [146]. Вклад трансферрина, свободных гидрати-

рованных ионов железа, а также связанного железа в отличной от ферритина

форме ничтожно мал. В принципе, железо — не единственный парамагнитный

ион, способный влиять на параметры релаксации; определенное воздействие

могут оказывать ионы меди и марганца. Однако эти металлы присутствуют в

тканях в очень малых количествах и не влияют на результаты МРТ [145]. Не-

давно проведено сравнение картины распределения ферритина и гемосидери-

на, полученной методом ЯМР у пациентов с кавернозной гемангиомой как про-

должение предыдущей работы по получению изображений гемосидерина

[147]. В Т2*-взвешенном изображении, представленном в режиме градиен-
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тного эха, более контрастно выглядел гемосидерин, а ферритин давал более

четкое Т2-взвешенное изображение в режиме спин-эха [148].

18.6. Применение в клинической практике

18.6.1. Связывание железа

Хелатная терапия — привлекательная терапевтическая стратегия для лечения

нейродегенеративных нарушений, связанных с локальным накоплением желе-

за, однако ее применение ограничено некоторыми проблемами. При системных

нарушениях с избыточным накоплением железа, например при �-талассемии

и вызванной переливаниями крови вторичной перегрузке железом, успешно

применяются хелатирующие агенты для нормализации концентрации железа

в сердце и печени, однако они не влияют на концентрацию железа в головном

мозге [149]. Важным фактором является и форма связываемого железа. Обычно

первой мишенью хелатирующих агентов, например дефероксамина, служат не-

большие лабильные пулы железа, находящиеся в большинстве клеток, а боль-

шая часть запасенного железа остается недоступной даже при значительно по-

вышенном уровне железа. Еще одна проблема — отсутствие специфичности

многих препаратов, что иногда приводит к дефициту важных для организма

элементов, например цинка.

Проведение специфического связывания избыточного железа в головном

мозге — совсем нетривиальная задача. В настоящее время ведутся работы по

синтезу хелатирующих агентов, способных проникать через гематоэнцефаличес-

кий барьер (ГЭБ) [13, 150]. Недавно предложено использовать для связывания

железа наночастицы— соответствующий метод был показан in vitro на поражен-

ных тканях при болезниАльцгеймера [151]. Наночастицы проникают сквозь ГЭБ

по нескольким механизмам. Известно, что покрытие наночастиц полисорбатом

способствует их транспорту [152]. Предполагают, что полисорбат позволяет на-

ночастицам имитировать липопротеины низкой плотности, облегчая их захват

и последующий эндоцитоз эндотелиальными клетками, выстилающими капил-

ляры головного мозга [152]. Таким образом, наночастицымогут служить в качес-

тве носителей для доставки лекарств в головной мозг, а возможность транспорта

и извлечения хелатирующих агентов предоставляет возможность для нормализа-

ции уровня железа и других металлов при нейродегенеративных расстройствах.

Лиу с соавторами проверили действие наносистемы в эксперименте с заключен-

ной в парафин тканью головного мозга, извлеченной при аутопсии у больных БА

[151]. В настоящее время изучается возможность связывания меди с помощью

наночастиц D-пеницилламина [153].

Механизмы действия хелатирующих агентов еще изучаются, но данные экс-

периментов на животных и результаты клинических испытаний указывают на

их положительное действие. Например, клиническое состояние улучшалось

у пациентов с болезнью Альцгеймера, принимавших дефероксамин, этиленди-

аминтетрауксусную кислоту и иодохлоргидроксихин (клиохинол) [151]. Клио-
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хинол также применяли для снятия симптомов болезни Паркинсона у трансген-

ных мышей [154]. По-видимому, есть несколько механизмов, в соответствии с

которыми клиохинол или эквивалентный хелатирующий агент тормозит обра-

зование сенильных бляшек при БА [90, 155]. Кроме того, сообщалось, что

прием дефероксамина ослабляет неврологические симптомы ацерулоплазми-

немии [156].

18.6.2. Диагностика

Постоянное усовершенствование МРТ-диагностики создало базис для изуче-

ния распределения железа в головном мозге in vivo [11, 12, 14, 108]. Недавно

были предприняты попытки исследования накопления железа при нейродеге-

неративных заболеваниях на количественном уровне. Имеются веские доказа-

тельства связи между характером отложения железа в головном мозге и ослаб-

лением сигнала Т2-взвешенного изображения [12, 14], однако обратная

зависимость не всегда справедлива, поскольку укорочение времени Т2 может

быть вызвано рядом причин. Корреляция между концентрацией железа и уко-

рочением Т2 увеличивается в сильных полях, поэтому появление в клиничес-

кой практике сканнеров мощностью 3 Тл привело к развитию новых вариантов

МРТ-анализа. Например, в условиях сильного поля удается идентифицировать

различия в укорочении времени Т2 для гиппокампа у пациентов с БА и в кон-

трольной группе [85]. В методе увеличения скорости релаксации в зависимости

от силы поля (FDRI) используются две напряженности поля для количественно-

го определения ферритина в головном мозге [100, 156]. В частности, была обна-

ружена строгая корреляция (r > 0,99) между результатами FDRI и уровнем же-

леза в головном мозге, определенном при патологоанатомическом анализе [14].

В настоящее время методМРТ используется в диагностике для определения ат-

рофии в гиппокампе, а также для выявления состояний, способствующих воз-

никновению опухолей или инсульта [11]. Цель проводимых научных исследо-

ваний состоит в разработке методов извлечения специфической информации,

которая могла бы служить биомаркером заболевания. Теоретически биомарке-

ры должны точно диагностировать болезнь и определять ее стадию, а также

оценивать эффективность проводимого лечения. Был выбран целый ряд био-

маркеров для диагностики БА и БП [11], а использование их в сочетании с но-

выми методами, предложенными Бартзокисом и Тышлером [100] может послу-

жить основой для создания мощного клинического метода анализа.

18.6.3. Синтез наночастиц

Ферритин представляет интерес не только из-за его биологической функции, но

и потому, что этот белок может применяться для получения наночастиц. Фер-

ритин и подобные ему белки, например белок вируса крапчатости фасоли, ис-

пользуются как нанореакторы для синтеза неорганических частиц квантового
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размера [157]. Апоферритин получают путем растворения железного ядра в

восстановительных условиях; даже при кратковременном воздействии высо-

кой температуры (до 65 °С) и в широком диапазоне значений рН (4–9) это сое-

динение остается интактным [157]. Затем можно провести осаждение ядер,

включая ядра со структурой типа ферригидрита и магнетита [16, 44]. Биомеди-

цинское применение магнитных наночастиц включает направленную доставку

лекарственных препаратов, лечение гипертермией, а также использование на-

ночастиц в качестве контрастных агентов дляМРТ [15]. Влияние различных со-

единений железа на контрастность изображения при МРТ до сих пор изучается

[148], причем эти исследования касаются как роли биогенных, так и синтети-

ческих соединений железа в головном мозге. Например, МРТ может использо-

ваться для подтверждения того, что концентрация магнитных частиц, введен-

ных в головной мозг для термической обработки раковых клеток, достигает

необходимого значения в требуемом участке мозга и что эти частицы не накап-

ливаются в здоровых тканях [158].

18.6.4. Наночастицы железа в качестве контрастных агентов

Возможность использования парамагнитных наночастиц оксида железа в ка-

честве контрастных агентов для МРТ достаточно активно изучается, причем

для эффективности, стабильности, метаболизма и клиренса этих частиц важ-

ную роль играют размер, покрытие поверхности, заряд и другие параметры

[159]. При проведении МРТ у пациентов с нейродегенеративными нарушения-

ми магнитные частицы могут захватываться выросшей популяцией макрофагов

в разрушающихся тканях, тем самым изменяя отношение Т/Т* в богатых мак-

рофагами областях. Кроме того, можно исследовать возможность введения в

ткани нагруженных наночастицами клеток-предшественников или стволовых

клеток [160, 161]. Последнее применение имеет особое значение при нейроде-

генеративных состояниях, например болезнях Паркинсона или Хантингтона,

когда стволовые клетки или клетки-предшественники могут заменять постра-

давшие клетки [159]. После введения таких клеток необходимо следить за ними

in vivo, чтобы оценить долю клеток, достигших намеченного участка, и время,

за которое это произошло. Включение наночастиц оксида железа позволяет на-

блюдать за клеточными популяциями методомМРТ, хотя при этом необходимо

учитывать влияние дополнительного железа в черной субстанции при болезни

Паркинсона, где избыток железа уже связан с гибелью допаминергических

нейронов [102].

18.7. Заключение

Сам факт увеличения концентрации железа при нейродегенеративных рас-

стройствах не может однозначно указывать на роль железа в этиологии данных

заболеваний. Однако если накопление железа связано с окислительным повреж-

дением тканей, с этим можно бороться, используя в качестве лекарственных

Соединения железа в наноконцентрациях... 483



препаратов хелатирующие агенты. Кроме того, многие данные, подтверждаю-

щие генетическую основу нарушений метаболизма железа, подтверждают гипо-

тезу о ведущей роли железа в развитии многих обсуждавшихся выше заболева-

ний. Более глубокое изучение действия различных наносоединенийжелеза будет

способствовать лучшему пониманию патогенеза заболеваний, а также созданию

методов их диагностики и лечения.
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19.1. Введение

Произошедший недавно технологический переход от микросистем к наносис-

темам может чрезвычайно сильно повлиять на развитие наук о жизни. Стреми-

тельное развитие нанотехнологии открывает невиданные доселе возможности:

теперь можно получать изображения объектов в нанометровом диапазоне, про-

никать внутрь живых систем, создавать конструкции для целевой доставки ле-

карств и генов, добиваться успехов в области регенеративной медицины и т. д.

[1]. В настоящее время наноматериалы широко используются — это касается и

научных и коммерческих разработок [2, 3]. На рис. 19.1 представлен список

применений наночастиц в биологии и медицине.

ГЛАВА 19

ПРИМЕНЕНИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ

В НАУКАХ ОЖИЗНИ: ПОЛЬЗА ИЛИ РИСК?

Юун-Сик Ли и Мьюнг-Хаинг Чо

Рис. 19.1. Повсеместное применение наночастиц в биологии и медицине

Перевод с англ. Т. Мосоловой



В данной главе мы попытались отметить новейшие и активно развивающие-

ся направления нанотехнологии, имеющие значение для биологии и биомеди-

цины и наиболее серьезные проблемы, влияющие на ее дальнейшее развитие.

Здесь же представлен обзор последних достижений в этой области. В заключе-

нии этой главы приведена информация о на проблемах, связанных с примене-

нием наноматериалов — токсикологических последствиях и побочных эффек-

тах действия наночастиц.

19.2. Доставка лекарств и генов

Доставка генов в терапевтических целях заключается во введении в клетки нук-

леиновых кислот, использующихся в качестве препаратов для лечения некото-

рых заболеваний. В большинстве случаев генетический материал нужно вклю-

чить в систему направленного транспорта таким образом, чтобы избежать его

расщепления ферментами и помочь проникнуть через физиологические барье-

ры организма и/или клеточные мембраны [4]. В последние годы были разра-

ботаны два основных способа доставки генов — вирусный и невирусный.

Основными преимуществами вирусных систем доставки являются высокая эф-

фективность инфицирования клеток или тканей и долгосрочная экспрессия ге-

нов [5]. Впрочем, вирусные конструкты не лишены недостатков. Например, ак-

тивно используемые рекомбинантные аденовирусные векторы, обладающие

высоким сродством к эпителию дыхательных путей и высокоэффективные при

трансфекции клеток легких [6], токсичны и иммуногенны при повторном вве-

дении [7–9]. Кроме того, вирусные векторы сложно производить в больших ко-

личествах [10]. Невирусные векторы — более безопасная альтернатива: их

можно вводить повторно, не вызывая сильного иммунного ответа организма

хозяина. К тому же они отличаются высокой специфичностью, направленным

действием и стабильностью при хранении, а их производство в больших мас-

штабах не представляет больших трудностей [11].

Для повышения устойчивости и эффективности гена или лекарства, а также

для усиления их захвата клетками, на основе различных биоматериалов было

создано немало синтетических векторов [12]. Это катионные полимеры, кати-

онные липиды, липосомы, производные хитозана, неорганические наночасти-

цы и дендримеры [5]. Все перечисленные системы оказались пригодными для

трансфекции клеток в культуре. Однако большинство из них нельзя использо-

вать in vivo, поскольку они не способны проникать через физиологические

барьеры, вступают в нежелательные взаимодействия в сыворотке крови и унич-

тожаются фагоцитами. Применение нанотехнологических методов позволяет

преодолеть эти трудности путем изменения свойств наноносителей.

Большое значение имеет способность наночастиц доставлять гены или

лекарства к определенным клеткам или тканям-мишеням. Для эффективного

транспорта к целевым органам используют специфическое взаимодействие

между лигандом и рецептором. Вторым подходом к решению проблемы на-

правленного действия является использование механизма пассивного накопле-
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ния наноконтейнеров в тканях-мишенях за счет неспецифических взаимодей-

ствий, обусловленных физико-химическими свойствами наночастиц, что

определяет характер распределения последних в организме [13]. Кроме того, на

транспорт наночастиц влияют поверхностный заряд [14], стабилизация повер-

хности полиэтиленгликолем [15] и гидрофобность [16]. Следовательно, при

синтезе нанообъектов с целью переноса лекарств или генов необходимо учиты-

вать физико-химические свойства материала. Еще одним важным фактором яв-

ляется размер частиц. Если они слишком крупны (более 200 нм), то они не спо-

собны проходить сквозь клеточные мембраны и очень быстро выводятся из

организма. С другой стороны, частицы размером менее 100 нм могут оказывать

токсическое действие. Установлено, что частицы диаметром 20 нм примерно в

100 раз более токсичны, чем частицы размером 2 мкм [17].

Чаще всего системы транспорта лекарственных препаратов и генов вводят в

организм перорально или внутривенно. Однако при таких классических спосо-

бах доставки в организм количество вводимого препарата превышают необхо-

димую дозу, что нередко приводит к токсичности и низкой специфичности дей-

ствия лекарства. Для решения данной проблемы в качестве переносчиков

обычно используют наночастицы, созданные из биоразлагаемых полимеров

[18]. В этой области достигнуты большие успехи, в частности при исследова-

нии моделей различных заболеваний, в том числе онкологических. Например,

введение паклитаксела в составе эмульгированных смол позволяет снизить

устойчивость к нему в человеческих клетках рака прямой кишки. Более того,

при лечении палитакселом у мышей с привитыми человеческими раковыми

клетками прямой кишки отмечалось значительное торможение роста опухоли.

Это исследование показывает, что использование наночастиц при доставке

традиционного противоопухолевого средства увеличивает эффективность дей-

ствия препарата за счет преодоления устойчивости к нему [19].

Легкие — орган, доступный для местного введения лекарств и генов. На

этом основан ряд исследований, цель которых состоит в разработке терапевти-

ческих подходов к лечению различных легочных заболеваний, включая злока-

чественные опухоли [20]. На модельных животных были опробованы разные

подходы к доставке генов в легкие: внутривенные инъекции, вливания через

нос или через трахею [21]. Однако данные методы оказались либо слишком

травмирующими, либо непригодными для транспортировки гена по дыхатель-

ным путям. В последние годы активно развивается аэрозольная технология дос-

тавки препаратов для лечения различных заболеваний, в том числе рака. В ходе

совершенствования этого метода были созданы невирусные нановекторы, до-

ставляющие ДНК. Во-первых, они выдерживают процесс распыления, а во-вто-

рых, оптимально «работают» в легких. Среди невирусных векторных систем

особый интерес представляют векторы на основе производных полиэтилен-

имина (ПЭИ); недавно было показано возрастание их эффективности при при-

соединении остатков сахаров [22]. Высокая способность производных ПЭИ к

переносу генов, возможно, связана с буферным действием ПЭИ в эндосомах,

что приводит к массовому накоплению частиц, вслед за которым происходит
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пассивный приток ионов хлора. Модифицированный глюкозой ПЭИ в составе

аэрозоля оказался весьма удобен для доставки генов в дыхательные пути мыши

с модельным раком легкого [10, 23]. Таким образом, аэрозольная технология не

только позволяет успешно транспортировать необходимый ген, но и является

неинвазивным способом доставки генов в легкие.

Возможность доступа лекарств в центральную нервную систему (ЦНС) изу-

чается рядом исследователей на протяжении многих лет [24, 25]. Большинство

гидрофильных веществ, например некоторые антибиотики, противоопухолевые

препараты или новые биотехнологические продукты, не способны проникать че-

рез гематоэнцефалический барьер (ГЭБ). Поэтому для улучшения транспорта ле-

карств в ЦНС использовали модификации молекул фармакологических средств,

оказывающих осмотическое воздействие на эндотелий капилляров головного

мозга, которые образуют главный барьер между кровотоком и мозгом, а также

прямое интрацеребральное введение препаратов [26]. Применение биосовмести-

мых частиц, например, липосом, может помочь в преодолении ГЭБ, одновремен-

но сохраняя лекарство от разрушения и ослабляя его токсическое действие. Было

показано, что пероральный прием противотуберкулезного препарата, включен-

ного в наночастицы из сополимера молочной и гликолевой кислот, приводит к

эффективной доставке его в головной мозг мышей, инфицированных Mycobac-

terium tuberculosis H(37)Rv [27]. Таким образом, система переноса лекарствен-

ных препаратов на основе наночастиц в будущем может помочь переходу ле-

карств через ГЭБ, непроницаемый для свободных препаратов.

19.3. Быстрый анализ биологических объектов

Быстрое и чувствительное определение патогенных микроорганизмов играет

важную роль в современной жизни, в частности в целях борьбы с терроризмом.

Сейчас разработано несколько способов определения патогенов, однако их

практическое применение зачастую ограничено низкой чувствительностью, до-

вольно долгим временем анализа и низкой воспроизводимостью результатов.

В последние годы в области биоанализа стали все больше применять конъюга-

ты наноматериалов с различными биологическими молекулами. Активное ис-

пользование наноматериалов объясняется острой необходимостью создания

чувствительных неизотопных методов анализа. Кроме того, нанотехнологичес-

кий подход целесообразно применить для определения широкого спектра бак-

териальных патогенов, которые могут использоваться в качестве биологичес-

кого оружия [28]. Например, недавно был создан метод иммуноанализа с

использованием квантовых точек, который позволяет определять патогенный

организм Listeria monocytogenes, заражающий пищевые продукты и вызываю-

щий опасную инфекцию [29]. Возбудителя инфекционного заболевания кошек,

Feline calicivirus, удается определить по характерному виду рамановского спек-

тра с помощью золотых наночастиц, конъюгированных с моноклональными

антителами [30]. Таким образом, развитие нанотехнологии позволяет открыть
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новую страницу в использовании биосенсоров для быстрого и сверхчувстви-

тельного анализа патогенных микроорганизмов.

Нанобиотехнология, основанная на биомедицинском применении нанома-

териалов или наноструктур,—одна из наиболее активно развивающихся отрас-

лей нанотехнологий. Уже достигнуты большие успехи в области диагностики и

лечения злокачественных опухолей. Были синтезированы наночастицы для на-

правленной доставки лекарств и генов к раковым клеткам, а также для синтеза

биомаркеров и для получения изображений новообразований in vivo [31].

Следует сказать, что с помощью наночастиц можно проводить селективное об-

наружение опухолевых маркеров для мониторинга развития болезни и хода

лечения. Такой подход уже активно используется в диагностике опухолевых за-

болеваний [32, 33]. Например, наночастицы золота с олигонуклеотидами на по-

верхности применялись для мультиплексного анализа следующих опухолевых

маркеров: простатоспецифического антигена, человеческого хорионического

гонадотропина (маркер рака яичек), а также �-фетопротеина (маркер рака пече-

ни), и обеспечили высокую чувствительность и специфичность анализа [34].

Полупроводниковые квантовые точки используются для обнаружения опухо-

левых маркеров в крови и гистологических образцах флуоресцентными метода-

ми. [35]. Сравнительно недавно были разработаны способы прямого и предва-

рительного нацеливания для активной направленной доставки наночастиц к

опухолевым тканям [36]. При прямом нацеливании наночастицы ковалентно

связывают с определенным лигандом и одновременно с ним вводят лекарство.

При предварительном нацеливании препарат остается свободным и вводится

через определенное время, необходимое для накопления антител в опухоли, —

либо с применением системы авидин/биотин, либо с помощью антител [37, 38].

Есть острая необходимость создания метода, который позволил бы специфи-

чески распознавать ангиогенез в опухолевых тканях. Недавно была продемон-

стрирована возможность получения изображений образующихся сосудов мето-

дом ядерного магнитного резонанса с помощью липидных наночастиц,

меченных альфа-v/бета-3-интегрином [39]. Некоторые научные группы приме-

няли другой диагностический метод, в котором флуоресцентные кремниевые

нанооболочки, конъюгированные с фолатом, используются для обнаружения

злокачественных клеток с высоким уровнем экспрессии данных рецепторов

[40]. Нанооболочки состоят из диэлектрического кремниевого ядра, покрытого

тонким слоем золота. Изменяя соотношение радиусов ядра и оболочки, можно

получить наночастицы, способные рассеивать или поглощать свет в широком

спектральном диапазоне, включая ближнюю инфракрасную область (излуче-

ние с такой длиной волны наилучшим образом проникает в ткани). Лоо с соав-

торами использовали нанооболочки в сочетании с биомаркером рака молочной

железы для обнаружения и избирательного уничтожения раковых клеток [41].

Недавно были созданы зонды на основе наночастиц, так называемые SERS

Dots, которые позволяют получить информацию с помощью метода поверхнос-

тно усиленного рамановского рассеяния (SERS). Например, такие зонды ис-

пользовали для обнаружения опухолевых маркеров HER2 и CD10 на живых
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клетках [42]. Зонды представляют собой кремниевые наносферы с покрытием

из серебра с включением органических соединений, имеющих характерный ра-

мановский спектр. Новые наносистемы открывают и другие диагностические и

терапевтические возможности для борьбы с раком. Однако в настоящее время

еще не создано технологии, позволяющей избирательно воздействовать на опу-

холевые клетки. Необходимо продолжать работу, в частности нужны дополни-

тельные исследования in vivo на животных с различными видами опухолей. Тем

не менее перспективность наночастиц для направленного воздействия на рако-

вые клетки была многократно подтверждена экспериментально.

19.4. Тканевая инженерия

Для замены поврежденных человеческих тканей и органов было предложено

использовать биосовместимые нановолокна. Поскольку у нановолокон, изго-

товленных из биосовместимых полимеров, большая удельная площадь поверх-

ности, их использование для создания протезов, косметических компонентов и

кремов, заменителей костной ткани и искусственных сосудов представляется

вполне перспективным [43].

В настоящее время задача исследователей состоит в подборе условий элек-

троспиннинга для использования массивов нановолокон из разных полимеров

в качестве полифункциональных мембран, биомедицинских структурных эле-

ментов, защитных покрытий тканей, наполнителей фильтров для разделения

частиц размером менее микрометра, композитной арматуры и элементов наноэ-

лектронных приборов [44]. Недавно всеобщее внимание привлек проводящий

полимер полианилин. Так, Ли с соавторами показали, что нановолокна из поли-

анилина и желатина представляют собой новый проводящий материал, пригод-

ный для получения биосовместимых каркасов для тканевой инженерии [45].

Кроме того, большой интерес вызывает разработка систем доставки лекарств на

основе нановолокон. Например, трехмерные каркасы из нановолокон, обеспе-

чивающие контролируемое высвобождение заключенных в них факторов рос-

та, с успехом применяются для регенерации тканей [46]. Благодаря этим и подо-

бным исследованиям полимерные нановолокна стали использоваться и в

других областях биомедицины и биотехнологии.

19.5. Вопросы безопасности

Для оценки возможного отрицательного влияния наночастиц на здоровье, не-

обходимо понимать принципы работы защитного механизма живого организма

и учитывать способность наночастиц вызывать иммунный ответ. Эволюциони-

руя как вид, человек многократно подвергался воздействию мелких частиц, так

что в его организме возникли определенные системы защиты.

Основные пути проникновения наночастиц в человеческий организм следу-

ющие: ингаляция (легкие), контакт (кожа) и проглатывание (кишечник), при-

чем у всех перечисленных органов есть барьеры, препятствующие проникнове-
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нию мелких частиц [47]. Но, несмотря на существование таких преград,

наноматериалы могут оказывать вредное воздействие на человека, поскольку

его иммунная система не настроена на борьбу именно с наночастицами.

Следовательно, необходимо оценивать возможный риск и регулировать ис-

пользование наноматериалов с целью защиты здоровья человека и окружающей

среды. Для адекватной оценки опасности наноматериалов необходимо знать их

полную характеристику, поскольку реакционная способность наночастиц зави-

сит от многих факторов. Полное описание наноматериала включает в себя опре-

деление его размера и формы, химических свойств, растворимости, площади и

свойств поверхности, степени дисперсности и других физико-химических пара-

метров. Данное определение может быть длительным, дорогостоящим и слож-

ным, поэтому необходимо выбирать минимальный набор характеристик, доста-

точных для оценки безопасности наноматериала. К ним относятся размер частиц,

их форма, дисперсность, физико-химические свойства, площадь поверхности и

ее химические свойства [48].

Как отмечалось выше, наноматериалами называют такие материалы, размер

структурных составляющих которых хотя бы в одном измерении не превышает

100 нм. Следовательно, необходимо разработать подходящие методы оценки

размеров наночастиц. Есть множество способов определения распределения

наночастиц по размерам: светорассеяние, анализ динамической подвижности,

электронная микроскопия и другие. Однако необходимо учитывать, что размер

и форма наноматериала, взаимодействующего с биомолекулами в живом орга-

низме, может отличаться от тех же параметров для исходных нанообъектов.

Взаимодействие между наноматериалом и биологическими системами обычно

происходит на поверхности материала, поэтому одним из основных факторов,

определяющих токсичность, является площадь поверхности. Причем следует

различать внешнюю поверхность и внутреннюю поверхность (с учетом порис-

тости). Для определения этих параметров используют методыи газовой адсорб-

ции, титрования и диффузии аэрозолей [49, 50]. Важно учесть, что площадь по-

верхности и пористость наноматериала в биологической среде могут

изменяться в результате связывания биологических молекул или самопроиз-

вольной агрегации. Поверхностный заряд наноструктуры также в значительной

степени влияет на ее токсичность, поскольку определяет дисперсность системы

и влияет на поведение наноматериала в живом организме.

19.6. Заключение

Стремительное развитие нанотехнологии оказывает значительное влияние на

жизнь современного человека. Но применение достижений нанотехнологии не

должно оказывать вредного воздействия на здоровье и на окружающую среду.

Для предсказания и предотвращения возможной токсичности наноматериалов

необходимо иметь их полную характеристику в условиях биологического окру-

жения. Классический тест для определения токсичности материалов может ока-

заться непригодным для оценки вредного воздействия наноматериалов на здо-
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ровье человека и состояние окружающей среды. Поэтому необходимо

регламентировать производство и использование наноматериалов в соотве-

тствии с соглашениями, совместно разработанными исследовательскими лабора-

ториями, правительственными организациями и промышленными компаниями.

На основе этих соглашений изучение новых наноматериалов должно выполнять-

ся параллельно с многосторонним анализом их влияния на здоровье человека.
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Рис. 2.5. Полученные с помощью атомно-силового микроскопа микрофотографии

поверхности. Рисунок нанесен сополимером полиметилметакрилата и поли-3-трет-

бутоксикарбонил-N-винил-2-пирролидона

Рис. 3.2. Функционирование молекулярного «пинцета»: закрытие и раскрытие.

Закрывающаяся цепь F гибридизуется с концами цепей В и С (показаны голубым и

зеленым цветом) чтобы стянуть «пинцет» в закрытое состояние. Гибридизация с вы-

ступающей частью (красная) позволяет F-цепи удалить F из пинцета с формировани-

ем двухцепочечного излишка FF и вызывает раскрытие пинцета. Цветом выделены

комплементарные отрезки В, С, F и F, гибридизующиеся при закрытии и открытии

пинцета



Рис. 3.4.Принципы работы наномотора PX–JX2. В процессе I зеленый набор цепей

удаляется из молекулы PX за счет добавления биотинилированных зеленых «топ-

ливных» цепей (биотин указан черными кружочками). В процессе II неструктуриро-

ванный промежуточный продукт превращается во фрагмент JX2 за счет добавления

бледно-пурпурного набора цепей. Молекула JX2 конвертируется в неструктуриро-

ванный промежуточный продукт за счет добавления биолитинилированных блед-

но-пурпурных «топливных» цепей в процессе III. Промежуточные продукты иден-

тичны. Цикл завершается после добавления зеленого набора цепей в процессе IV

с восстановлением PX

Рис. 3.3. Схематическое изображение фрагмен-

тов PX и JX2. Постулируется, что фрагмент РХ вов-

лечен в генетическую рекомбинацию и состоит из

двух спиралей, сформированных четырьмя цепями

с центральной диадной осью (на схеме показана

черными вертикальными стрелками). Две цепи вы-

делены красным цветом и две — голубым, при

этом окончания стрелок показывают 3'-концы це-

пей. Основания спарены по Уотсону–Крику. Лю-

бое возможное пересечение происходит между

двумя спиралями. В фрагменте JX2 потеряны два

пересечения. Буквы А, В, С и D совместно с цвето-

вой маркировкой показывают, что нижняя часть

фрагмента JX2 (C и D) развернута на 180° относи-

тельно фрагмента PX



Рис. 4.7. Полученное с помощью конфокального микроскопа изображение клеток

HeLa, инкубированных с меченными фолатом полимерными наночастицами: а—зе-

леная флуоресценция частиц; б— краситель Лизотрекер красный; в — наложение

двух каналов; г— изображение в режиме пропускания. Эксперимент проводился в

сотрудничестве с Яном Шмиелевски в Университете Пурдю (США)

Рис. 3.8. Циклический процесс функционирования ДНК мотора, зафиксированный

с помощью цифровой камеры. В данном случае записаны десять рабочих циклов
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Рис. 8.3. Определение единичных молекул методом двухцветной флуоресцентной

корреляционной спектроскопии: а— невозможность достижения парфокальности и

перекрывания анализируемых объемов при использовании двухцветных лазеров за

счет сферических и хроматических аберраций объектива микроскопа применяется

для возбуждения двух красителей; б— сигналы от двух флуорофоров разного цвета

анализируют методом перекрестной корреляции или (в) по совпадению времени дос-

тижения двух детекторов ЛФД



Рис. 8.4. Определение единичных молекул с помощью меченных разными цветами

наночастиц с образованием структуры «сэндвича»: а— одновременное связывание

по двум центрам для определения белков и нуклеиновых кислот; б— свободные ме-

ченые наночастицы и образующие «сэндвич» пары проходят через сфокусированный

лазерный пучок; в—спектр флуоресценции меченных цветом квантовых точек (КТ)

и наночастиц с резонансным переносом энергии. На левой панели отражено красное

и зеленое свечение КТ, одновременно возбуждаемых светом от одного и того же ис-

точника при длине волны 420 нм. На правой панели изображено зеленое и красное

свечение наночастиц, возбуждаемых при той же длине волны, во время резонансного

переноса энергии. Стрелки указывают относительное положение длины волны воз-

буждающего света (488 нм), использующегося при определении единичныхмолекул



Рис. 8.6.Подсчет вирусных частиц в растворе. Наночастицы диаметром 40 нм, конъ-

югированные с моноклональными антителами против F и G-белков РСВ, светились

красным и зеленым светом соответственно. В качестве контрольного образца исполь-

зовали вирус, не экспрессирующий белка G (РСВ�G); в этом случае наблюдалась

зеленая флуоресценция, и совпадения сигналов не происходило (а), в то же время для

полноценного РСВ регистрировали совпадение сигналов (б)
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Рис. 11.6.Фиксирующие клетки фокальных адгезий на поверхностях с наноканавка-

ми: а— клетки и их актиновые волокна (красный цвет) выстраиваются параллельно

канавкам, фокальные адгезии антител против винкулина (зеленый цвет) также вы-

страиваются вдоль канавок. На (б) схематично показан разрез клетки, растущей на

поверхности с наноканавками. Клетка формирует фокальные адгезии (красный цвет)

на вершине гребней и постепенно «опускается» вдоль стенок канавок. Стоит отме-

тить, что клетки, располагающиеся на самых малых по размеру наномасштабных

особенностях, обычно лежат поперек направления гребней и не заполняют канавки

своими элементами



Рис. 14.2. Примеры использования моделей межклеточного взаимодействия в тка-

невой инженерии: а—кокультура фибробластов и остеобластов с временным разде-

ляющим агарозным гелем; б— совместное культивирование фибробластов и остео-

бластов в присутствии хондроцитов, включенных в трехмерный гидрогель; в —

изображение кокультуры фибробластов и остеобластов, полученное с помощьюмик-

рожидкостной технологии. FB — фибробласты, OB — остеобласты, CH — хондро-

циты

Рис. 12.1. Флуоресцентное изображение отдельной клетки капилляра эндотелия

с экспрессией. Зеленым цветом выделен GPG винкулина. F-актин окрашен красите-

лем Alexa 468-фаллоидин (красный цвет), а ядро—DAPI (синий). Отметим, что каж-

дое стрессорное волокно актина закрепляет фокальную адгезию на удаленных кон-

цах



Рис. 15.4. Создание специфического рисунка поверхности с помощью нескольких

новых методов. Микрофотографии самоорганизующихся монослоев (САМ), полу-

ченных на поверхности золота методом микроконтактной печати, со связанным фиб-

ронектином (а) (черный цвет) и со связанными клетками эпителия капилляров быка

(б); воспроизводится из [56] с разрешения Academic Press. Послойное покрытие с по-

мощью метода литографии капиллярных сил: в— флуоресцентное изображение

адсорбции фибронектина на поверхности, обработанной гиалуроновой кислотой;

г— флуоресцентное изображение однодневной кокультуры клеток ES (красные) и

фибробластов NIH-3T3 (зеленые); воспроизводится из [62] с разрешения Elsevier.

Флуоресцентная микрофотография, изображающая избирательную адсорбцию белка

на адгезивных участках аминопропилсилана (д, ширина линии L = 4 мкм) и отражен-

ное изображение трансфецированных GFP-меченных тубулином клеток HeLa, при-

крепленных на островке площадью 100 мкм
2
(е); (воспроизводится из [64] с разреше-

ния Nano Science и Technology Institute)



Рис. 15.6. а—Полученное с помощью микрокомпьютерной томографии изображе-

ние бедренной кости и реконструированной костной ткани. На следующих рисунках

отражены результаты гистологического анализа реконструированной костной ткани.

Участки локализации костного мозга (б—окрашивание гематоксилином-эозином) и

коллагена (в—окрашивание трихромом поМассону; зеленый цвет); г—метод элек-

тронной микроскопии обратного рассеяния выявил наличие канальцев, характерных

для структуры бедренной кости (ЕВ — реконструированная костная ткань; ВМ —

костный мозг). Воспроизводится из [79] с разрешения Elsevier



Рис. 15.7.СЭМ-изображение, демонстрирующее адгезию ГМК на нановолокнах со-

полимера L-молочной кислоты и капролактама: а — выстраивание ГМК вдоль

волокна и участок локального контакта; б — увеличенное изображение локальных

контактов между ГМК на соседних нановолокнах. Микрофотографии ГМК после

суток культивирования и иммунологического окрашивания нитей�-актина (в) и мио-

зина (г). Стрелки показывают ориентацию волокон. Воспроизводится из [88] с разре-

шения Elsevier



Рис. 16.1. Возможность получения многоцветного изображения с помощью КТ

в живом организме. В три соседних участка тела животного подкожно вводили от од-

ного до двух миллионов КТ каждого цвета. Изображения получали в результате воз-

буждения с помощью вольфрамовой или ртутной лампы. Воспроизводится из [25]

с разрешения издательства Macmillan Publisher Ltd.
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