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Список сокращений 

Мономеры и другие низкомолекулярные вещества: 

 

ИПААм – N-изопропилакриламид ДАК – динитрил азобисизомасляной 

кислоты 

Cy3, Cy5 – флуоресцентный краситель 

индокарбоцианин 

RAFT-агент – агент обратимой 

передачи цепи 

DAPI – 4’,6- диамидино-2-фенилиндол Lys – L-лизин 

NHS – N-гидроксисукцинимид DCC – 1,3-дициклогексил карбодиимид 

N-КА – N-карбоксиангидрид EDC – 1-этил-3-(3-
диметиламинопропил)карбодиимид 

CTB – CellTiter-Blue   

Полимеры: 

 

pLys – поли(L-лизин) ХС – хондроитин сульфат 

pLys(Z) – поли(-карбоксибензил-L-

лизин) 

Хит – хитозан 

пИПААм – поли(N-

изопропилакриламид) 

миРНК – малая интерферирующая 

рибонуклеиновая кислота 

Геп – гепарин пДНК – плазмидная 
дезоксирибонуклеиновая кислота 

ПЭИ – полиэтиленимин кДНК – комплементарная 

дезоксирибонуклеиновая кислота 

мРНК – матричная рибонуклеиновая 
кислота 

 

Группы в составе полимеров:  

Z – ε-карбоксибензильная группа  

 

Boc- трет-бутоксикарбонильная группа 

DDMAT – 2-
(додецилтиокарбонотиоилтио)-2-

метилпропановая кислота 

 

Растворители и среды: 

 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium) – Дюльбекко синтетическая 

среда Игла 

ТГФ – тетрагидрофуран 

MEM (Minimum Essential Medium) – 

среда Игла 

ФБР – натрий-фосфатный буферный 

раствор 

ДМСО – диметилсульфоксид MES – 2-(N-
морфолино)этансульфоновая кислота 

ДМФА – диметилформамид ЭБС – эмбриональная бычья сыворотка 

KGM (keratinocyte growth medium) – 

питательная среда для кератиноцитов 

 

Условные обозначения: 
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EC50 – полумаксимальная эффективная 
концентрация 

ROP (Ring-opening polymerization) – 
полимеризация с раскрытием цикла 

НЧ – наночастицы ФЧ – фоточувствительность или 

фоточувствительные 

ТЧ – термочувствительность или 

термочувствительные 

pH-Ч – pH-чувствительность или pH-

чувствительные 

ЭИ – эффективность инкапсулирования ИПД – индекс полидисперности 

I – инициатор ГАФД – глицеральдегид-3-

фосфатдегидрогеназы 

M – мономер БСА – бычий сывороточный альбумин 

макроRAFT – макроагент обратимой 
передачи цепи 

ФРЭС – фактор роста эндотелия 
сосудов 

RAFT-полимеризация – полимеризация 

с обратимой передачей цепи по 

механизму присоединения – 

фрагментации 

GFP (green fluorescent protein) – 

зелёный флуоресцентный белок 

 

ИКА – ингибитор карбоангидразы ПС МКЧ – полистирольные 

микрочастицы 

ИПЭК – интерполиэлектролитный 

комплекс 

БАВ – биологически активное 

вещество 

Методы исследования: 

ГПХ – гель-проникающая 

хроматография 

УФ-спектроскопия – спектроскопия в 

ультрафиолетовой области 

ДРС – динамическое рассеяние света DOSY - диффузионно-упорядоченная 

2D-ЯМР-спектроскопия 

СРС – статическое рассеяние света ИТК – изотермическая титрационная 

калориметрия 

ПЭМ – просвечивающая электронная 

микроскопия 

ИК-спектроскопия – спектроскопия в 

инфракрасной области 

ЯМР-спектроскопия – спектроскопия 
ядерного магнитного резонанса 

ММТ – микромасштабный термофорез 
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ВВЕДЕНИЕ 

Системы контролируемой доставки биологически активных веществ (БАВ) на 

основе биосовместимых и биодеградируемых полимеров представляют собой 

перспективные инструменты повышения биодоступности терапевтических агентов 

за счет улучшения их проникновения через биологические барьеры, защиты от 

воздействия вне- и внутриклеточных ферментов, адресного транспорта к 

конкретным органам путем заданного конструирования носителя [1]. Стимул-

индуцируемое высвобождение функциональных соединений из полимерных 

носителей (наночастиц различной природы и дизайна) является быстро 

развивающейся универсальной концепцией, которая, как ожидается, станет одним 

из ключевых подходов к будущей лекарственной терапии [2–4]. В области генной 

терапии известно, что прямое применение генетических конструкций часто связано 

с высокой токсичностью, отсутствием селективности и низкой биодоступностью [5, 

6]. В терапии офтальмологических заболеваний при местном введении 

низкомолекулярных лекарств в виде глазных капель также наблюдается крайне 

низкая биодоступность препаратов ввиду их быстрого вымывания слезной 

жидкостью с поверхности роговицы [7, 8]. 

Разработка биосовместимых и биодеградируемых стимул-чувствительных 

носителей для доставки БАВ различной природы позволяет преодолеть имеющиеся 

недостатки. Инкапсулирование внутрь наноконтейнеров или связывание с 

полимерными носителями защищает БАВ от действия ферментов, а также позволяет 

доставлять их в нужные ткани с возможностью регулируемого под действием 

внешних факторов высвобождения. Таким образом, применение стимул-

чувствительных полимерных носителей для доставки лекарств значительно 

повышает эффективность терапии за счет увеличения их доступности, контроля 

скорости высвобождения и снижения токсичности для организма. По упомянутым 

причинам использование инкапсулированных форм БАВ имеет высокий потенциал 

в лечении различных заболеваний. 

 Применение природных полисахаридов в качестве компонентов систем 

стимул-чувствительной доставки лекарств представляет особый интерес ввиду их 

природных свойств, биосовместимости и способности к биодеградации, а также 

варьируемой структуры и физико-химических свойств, химической 
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функциональности и низкой стоимости производства [9, 10]. Выбор природы и 

структуры полисахаридной части позволяет управлять физико-химическими и 

биологическими свойствами формируемых частиц, такими как размер, морфология, 

чувствительность к изменениям среды, стабильность, способность инкапсулировать 

вещества различной природы, наличие реакционноспособных групп для 

модификации и функционализации поверхности и т.д. [11–13]. 

 Среди имеющихся разнообразных систем доставки на основе природных 

полисахаридов наиболее перспективными являются модифицированные 

полисахариды, способные эффективно инкапсулировать лекарства различной 

природы и имеющие высокую чувствительность к изменениям внешней среды для 

того, чтобы обеспечить регулируемую скорость высвобождения препаратов в 

физиологических условиях [13–15]. Применение полисахаридов в качестве 

макромолекулярной основы обеспечивает возможность создания направленных 

систем доставки лекарств за счет специфического связывания полисахаридов с 

рецепторами на поверхности клеток [16]. Использование определенным образом 

разработанной комбинации синтетических и природных полимеров (катионных и 

анионных полисахаридов) позволяет достигать необходимых физико-химических и 

биологических свойств, таких как высокая эффективность инкапсулирования 

лекарств, малые размеры носителей, высокая стабильность и регулируемая скорость 

высвобождения препаратов. Выбор компонентов полимерной матрицы, 

обеспечивающих ее стимул-чувствительное поведение, позволит контролировать 

скорость высвобождения инкапсулируемых агентов. Химическое или физическое 

сшивание макромолекул матрицы будет способствовать получению носителей, 

обладающих различной ответной реакцией на определенные внешние стимулы и, 

таким образом, способных к влиянию на скорость диффузии лекарственных 

молекул. Гидрофильность полисахаридов и наличие функциональных групп 

представляет возможность инкапсулировать в полисахаридные носители 

лекарственные соединения за счет физических и химических взаимодействий, а 

также способствует их более эффективной биоадгезии и клеточному 

проникновению. 

Принимая во внимание высокий потенциал стимул-чувствительных 

биосовместимых и биодеградируемых полимерных частиц, основным компонентом 
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которых являются природные полисахариды, для применения в качестве систем 

контролируемой доставки лекарств, разработка стимул-чувствительных 

полимерных наносистем различной архитектуры, исследование влияния 

химического строения и молекулярно-массовых характеристик на размер 

формирующихся частиц, их стабильность к агрегации, способность связывать и 

высвобождать биологически активные молекулы под действием внешних факторов, 

таких как изменение температуры, pH и светового излучения определенной длины 

волны, а также способность эффективно доставлять переносимые молекулы в клетки 

и ткани является актуальной проблемой, решение которой позволит приблизиться 

к получению новых лекарственных форм для лечения широкого спектра 

заболеваний, в том числе, офтальмологических. 

Цель настоящей работы – разработка биосовместимых гибридных 

полимерных носителей на основе природных полисахаридов, способных 

реагировать на воздействие специфического стимула, повышая биодоступность и 

эффективность действия офтальмологических препаратов. 

Достижение поставленной цели включало в себя решение следующих задач: 

• Синтез новых термочувствительных привитых сополимеров гепарина и 

хондроитин сульфата (основная цепь) с поли(N-изопропилакриламидом) 

(боковые цепи), а также разработка методов получения наноразмерных частиц на 

их основе, обладающих различной подвижностью цепей и содержащих в своей 

структуре ряд реакционно-способных групп для доставки малых молекул; 

• Синтез фоточувствительного линкера на основе 4-бромметил-3-нитробензойной 

кислоты, изучение особенностей его фотодеструкции; 

• Разработка и оптимизация состава pH- и фоточувствительных частиц на основе 

интерполиэлектролитного комплекса хитозан-гепарин, а также комплекса 

поли(L-лизин)-гепарин, модифицированного фоточувствительным линкером, с 

целью получения узкодисперсных по размеру частиц с необходимым набором 

характеристик и свойств (контролируемый размер, способность связывать 

биологически активные вещества, стабильность в физиологических средах, 

отсутствие цитотоксичности) для доставки нуклеиновых кислот; 

• Изучение особенностей инкапсулирования веществ различной природы и 

исследование профилей их высвобождения из полимерных частиц; 
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• Изучение биодеградации, цитотоксичности, внутриклеточного проникновения и 

биологической активности полученных лекарственных наноформул; 

• Оценка возможности применения полученных наносистем в качестве систем 

доставки лекарственных веществ in vivo. 

Методы исследования: 

• Для синтеза и модификации полимеров использовались методы контролируемой 

радикальной полимеризации с обратимой передачей цепи по механизму 

присоединения-фрагментации (RAFT), полимеризации с раскрытием цикла 

(ROP) N-карбоксиангидридов α-аминокислот, широкого ряда 

полимераналогичных превращений; 

• Для определения структуры, состава и молекулярно-массовых характеристик 

синтезированных полимеров применялись методы ЯМР-спектроскопии, гель-

проникающей хроматографии (ГПХ), статического рассеяния света (СРС), 

спектрофотометрии (анализ продуктов биодеградации полимеров); 

• Для определения физико-химических характеристик полученных полимерных 

частиц и изучения их чувствительности к различным стимулам использовались 

методы динамического рассеяния света (ДРС), турбидиметрии, анализа 

траекторий наночастиц, просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ), 

изотермической титрационой калориметрии, микромасштабного термофореза; 

• Определение количеств инкапсулированных веществ проводили методами 

спектрофотометрии в УФ- и видимой области, гель-электрофореза в слое 

агарозы; 

• Для определения безопасности и специфической биологической активности 

исследуемых материалов использовались методы анализа цитотоксичности 

частиц, флуоресцентная микроскопия, проточная цитометрия. Увеличение 

концентраций РНК, выделенной в экспериментах по РНК-интерференции, 

проводилось с помощью полимеразной цепной реакции. Тестирование 

полимеров на глазах животных проводилось с использованием метода измерения 

внутриглазного давления. 

Научная новизна работы состоит в том, что впервые: 
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• разработан метод синтеза графт-сополимеров на основе гепарина и хондроитин 

сульфата с привитыми цепями пИПААм с различной плотностью прививки и 

длиной боковых цепей; 

• получены и систематизированы научные представления о влиянии включения 

конкурентного анионного низкомолекулярного полисахарида (гепарина) на 

инкапсулирование и высвобождение генетических конструкций из полиплексов 

на основе хитозана и поли(L-лизина) на примере модельного олигонуклеотида, 

миРНК и пДНК; 

• предложен метод синтеза фоточувствительного линкера на основе 4-бромметил-

3-нитробензойной кислоты с целью его применения в качестве компонента 

фоточувствительной системы доставки лекарств; 

• изучено влияние сшивки сополимеров гепарин-графт-пИПААм и хондроитин 

сульфат-графт-пИПААм дисульфидными связями на эффективность 

инкапсулирования и специфичность взаимодействия с модельным 

офтальмологическим препаратом дексаметазоном фосфатом; 

• применен метод микрокапиллярного термофореза для изучения мукоадгезивных 

свойств сополимеров в растворе. 

Практическая значимость работы: 

• Синтезированные термочувствительные графт-сополимеры полисахаридов и 

частицы на их основе перспективны для местного применения (в виде глазных 

капель) в терапии офтальмологических заболеваний за счет мукоадгезивных 

свойств и способности удерживать лекарства (кортикостероиды, ингибиторы 

карбоангидразы) на слизистых оболочках; 

• Разработанные pH-чувствительные полиэлектролитные системы на основе 

хитозан-гепарина в комплексе с нуклеиновыми кислотами способны проникать в 

клетки и эффективно высвобождать генетический материал под воздействием 

внутриклеточного изменения pH, сохраняя биологическую активность 

полинуклеотидов. Такие системы могут быть использованы в ex vivo генной 

терапии различных клеток; 

• Полученные фоточувствительные полиэлектролитные системы на основе 

поли(L-лизина) и гепарина, сшитых фоточувствительным линкером способны 

эффективно переносить генетический материал в клетки под воздействием УФ-
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излучения, что может быть применено в генной терапии клеток сетчатки при 

интравитреальном введении частиц. Такие системы могут включать различные 

линкерные молекулы, в том числе чувствительные к свету в ИК-области для 

лечения заболеваний глаз. 

Обоснованность и достоверность результатов и выводов настоящей работы 

обеспечивается использованием современных методов синтеза и анализа полимеров 

и частиц на их основе, подтверждается хорошей воспроизводимостью полученных 

результатов, их согласованностью при использовании независимых методов 

исследования и соответствием полученных результатов имеющимся литературным 

данным. 

Положения, выносимые на защиту: 

• Использование анионных гликозаминогликанов (гепарина и хондроитин 

сульфата) позволяет наиболее эффективно провести реакции их 

предполимеризационной модификации и последующей контролируемой 

радикальной сополимеризации с обратимой передачей цепи по механизму 

присоединения-фрагментации (RAFT) N-изопропилакриламида с получением 

высокой степени прививки и различной длиной цепей пИПААм, что позволило 

получить узкодисперсные графт-сополимеры различного состава; 

• Частичная ковалентная сшивка цепей пИПААм дисульфидными связями в 

составе частиц на основе графт-сополимеров гепарина и хондроитин сульфата с 

привитыми пИПААм позволяет получить более высокую эффективность 

инкапсулирования низкомолекулярных лекарств, а также улучшить 

мукоадгезивные свойства сшитых частиц по сравнению с исходными графт-

сополимерами; 

• Включение конкурентного полианиона гепарина в состав полиплексов на основе 

хитозана и поли(L-лизина) с олиго- и полинуклеотидами позволяет снизить 

цитотоксичность полимерных частиц, значительно увеличить эффективность 

внутриклеточной доставки генетических конструкций и обеспечить их быстрое 

внутриклеточное высвобождение; 

• Использование стимул-чувствительных молекул (пИПААм, 

фоточувствительного линкера на основе 4-бромметил-3-нитробензойной 

кислоты, pH-чувствительного хитозана) в качестве компонентов систем 
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контролируемой доставки лекарств позволяет регулировать скорость 

высвобождения инкапсулируемых лекарств; 

• Перспективность применения полученных полимерных частиц на основе 

природных полисахаридов в качестве стимул-чувствительных систем доставки 

лекарств различной природы определяется отсутствием цитотоксичности, 

высокими степенями загрузки инкапсулируемых веществ, способностью быстро 

и контролируемо высвобождать молекулы под действием внешнего стимула, 

способностью проникать в клетки или удерживаться на слизистых оболочках 

глаза. 

Апробация результатов. Основные результаты диссертационной работы 

докладывались и обсуждались на международных и российских конференциях и 

симпозиумах: Международная научная конференция студентов, аспирантов и 

молодых ученых «Ломоносов» (Москва, 2018, 2019), 14th, 15th International Saint-

Petersburg Conference of Young Scientists «Мodern рrоblеms of polymer science» 

(Санкт-Петербург, 2018, 2019); Междисциплинарная конференция 

«Молекулярные и биологические аспекты химии, фармацевтики и 

фармакологии» (Крым, 2019), XI International Conference on Chemistry for Young 

Scientists «Mendeleev-2019», (Санкт-Петербург, 2019), International congress of 

young scientists in pharmacy «Drug research», (Казань, 2019), IV 

Междисциплинарный симпозиум по медицинской, органической, биологической 

химии и фармацевтике (МОБИ-ХимФарма), (Севастополь, 2017), Baltic Polymer 

Symposium 2017 (Таллин, Эстония, 2017), 12th International Conference 

“Biocatalysis: Fundamentals and Applications” (Валаам, 2019). 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 6 статей в зарубежных 

и российских журналах, 5 из которых индексируются Web of Science и Scopus, а 

также тезисы 12 докладов. 

Личный вклад автора состоял в непосредственном участии на всех этапах 

работы: постановке задач, выполнении всех экспериментальных исследований, 

анализе, интерпретации и обобщении полученных результатов, а также 

подготовке докладов и публикаций.  

Структура работы. Диссертационная работа состоит из введения, трёх глав 

(обзор литературы, экспериментальная часть, результаты и их обсуждение), 
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выводов, списка используемой литературы (258 наименований). Работа изложена 

на 173 страницах и включает 6 таблиц и 58 рисунков. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Системы контролируемой доставки лекарств на основе полимерных 

частиц 

За последнее десятилетие активно разрабатывался и внедрялся в клиническую 

практику широкий ряд различных полимерных микро- и наноразмерных носителей 

для контролируемой доставки терапевтических и диагностических агентов. 

Использование контролируемых систем доставки лекарств позволяет значительно 

увеличивать их биодоступность, повышать растворимость, регулировать скорость 

высвобождения препаратов с целью увеличения  их концентрации в целевом органе, 

а также защищать лекарственные молекулы от ферментативной деградации и 

существенно снижать побочные эффекты при системном применении. Разнообразие 

химических структур и физических характеристик компонентов, используемых при 

создании носителя, позволяют получить полимерные микро- и наночастицы 

различной морфологии, такие как наносферы, наногели, нанокапсулы, мицеллы, 

липосомы, полимеросомы (Рис. 1.1). 

Рисунок 1.1 - Схематичное изображение некоторых примеров полимерных частиц: 

наносферы (a), полимеросомы (б), мицеллы (в) и полиплексы (г) [1].  

 

1.2 Стимул-чувствительные полимерные частицы для доставки лекарств 

Полимерные системы доставки лекарств могут быть сконструированы таким 

образом, чтобы обеспечить замедленное или быстрое стимул-индуцированное 

высвобождение инкапсулированных препаратов. Замедленное высвобождение чаще 

всего описывается кинетикой высвобождения нулевого порядка, в которой полимер 

позволяет удерживать концентрацию лекарства в ткани-мишени в пределах 

терапевтического окна в течение заданного периода времени. Напротив, стимул-

индуцированное высвобождение требуется для достижения быстрого, но стимул-

контролируемого терапевтического эффекта и позволяет повысить эффективность 
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терапии, например, в области доставки генетических лекарств в клетки или 

цитостатических препаратов в опухоль. В связи с этим, системы, способные 

инкапсулировать лекарство и высвобождать его только под воздействием 

определенных стимулов, являются высоко востребованными для целей повышения 

эффективности действия лекарств. 

 

1.2.1 Типы стимулов, используемых для контролирования доставки лекарств 

Высвобождение лекарств из полимерной матрицы во многом зависит от таких 

параметров, как сила взаимодействия между лекарством и макромолекулами, а 

также плотность макромолекул в полимерном носителе, которая определяет 

пространство между макромолекулами для диффузии лекарства во внешнюю среду. 

Кроме того, на высвобождение, особенно в физиологических условиях, могут влиять 

эрозия полимерной матрицы и деградация макромолекул [17, 18]. Скорость 

высвобождения лекарств, в целом, существенно зависит от типа выбранного 

полимерного носителя, а также от проявления чувствительности к определенным 

внешним факторам.  

Существует два типа стимулов, способных изменять состояние полимерного 

носителя и влиять на диффузию лекарства во внешнюю среду, а именно, физические 

и химические воздействия. Под физическими стимулами подразумеваются внешние 

физические факторы, которые могут влиять как на физико-химическое состояние 

макромолекул в полимерной матрице, так и на стабильность ковалентных связей. 

Основными физическими стимулами являются температура, свет и магнитное поле 

[19–21]. Химические стимулы связаны с изменением состава среды. Типичными 

химическими стимулами являются концентрации протонов (pH), присутствие 

глутатиона (окислительно-восстановительный потенциал) и ферментов [22–24]. 

 

1.2.1.1 Изменения температуры 

Способность некоторых полимеров претерпевать фазовый переход при 

небольшом изменении температуры в физиологической области позволяет создавать 

термочувствительные системы доставки лекарств. При температурах, известных как 

нижняя и верхняя критическая температура растворения (НКТР и ВКТР, 

соответственно), макромолекулы обратимо переходят из состояния клубка в глобулу 
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(при НКТР) или из глобулы в клубок (при ВКТР) (Рис. 1.2) [4]. Возникновение 

подобного термочувствительного поведения полимеров возможно вследствие 

уникального баланса гидрофильных, заряженных и гидрофобных групп, которые 

присутствуют в этих макромолекулах [25, 26]. Соответственно, химические 

модификации термочувствительных полимеров позволяют варьировать средние 

температуры их фазового перехода с целью достижения оптимальных значений для 

физиологических условий. 

 

 

Рисунок 1.2 – Фазовые диаграммы полимер–растворитель для 

термочувствительных полимеров с НКТР (а) и ВКТР (б). 

 

Полимеры, претерпевающие переход при НКТР, растворимы при низких 

температурах и становятся нерастворимыми при повышении температуры выше 

НКТР. Данный термодинамический эффект основан на дегидратации макромолекул, 

которая приводит к их коллапсу из-за более энергетически выгодных гидрофобных 

внутримолекулярных взаимодействий между сегментами [26, 27]. Типичными 

полимерами, обладающими температурой фазового перехода (Tфп) в 

физиологическом диапазоне, являются поли-(N-изопропилакриламид) (пИПААм), 

Tфп = 30-34 °C) [28, 29], поли-(этиленоксид)-поли-(пропиленоксид) (пЭО-пПО, Tфп = 

20-80 °C) [30], поли-(N-винилкапролактам) (пВКЛ, Tфп =  30-50 °C) [31], поли-

(олигоэтиленгликоль(мет)акрилат) (пОЭГ(М)А) [32], поли-(метилвиниловый эфир) 

(пМВЭ, Tфп = 37 °C) [33], поли-(2-оксазолин) [34,35], поли-(фосфоэфир) [36], поли-

(пентапептид)эластина (Tфп = 28-30 °C) [37] и некоторые другие [25]. 
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Термочувствительные полимеры с НКТР чаще всего составляют основу физически 

или химически сшитых частиц или гелей, которые могут изменять свой объем или 

претерпевать золь-гель переход. 

Термочувствительные полимерные носители с НКТР могут создаваться 

различными способами, когда термочувствительные макромолекулы составляют 

основу носителя [19] или присоединены к основной цепи полимера в качестве 

боковых групп [38, 39]. Кроме того, термочувствительные полимеры могут быть 

сшиты в однородные гидрогелевые частицы или частицы со структурой ядро-

оболочка, в которой термочувствительный компонент включен в состав оболочки 

[40, 41]. Общая идея термочувствительного эффекта заключается в ускорении 

высвобождения лекарства из полимерной матрицы, вызванноым резким переходом 

золь-гель или гель-золь при изменении температуры. 

Для полимеров с НКТР так называемая отрицательная температурная реакция 

приводит к сжатию полимерных цепей, что способствует выталкиванию лекарства 

из полимерной матрицы (Рис. 1.2). Таким образом, высвобождение 

инкапсулированного лекарства при повышенных температурах обычно происходит 

с более высокой скоростью [26] (Рис. 1.3). Такие полимеры представляют наиболее 

часто исследуемые термоуправляемые системы доставки и высвобождения лекарств 

[26, 42, 43]. Однако, в некоторых случаях при температуре выше НКТР может 

происходить самоорганизация термочувствительных цепей в коллоидную 

структуру, что позволяет продлить период высвобождения. 

 

Рисунок 1.3 – Схематическое 

изображение механизма термо-

индуцированного высвобождения 

лекарств из матрицы на основе 

полимера с НКТР и ВКТР. 

 

 

Фазовый переход полимеров с ВКТР наблюдается, когда полимерные цепи 

имеют сильные супрамолекулярные ассоциативные взаимодействия, которые 

необходимо разрушить для растворения полимера. В этом случае полимер остается 
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нерастворимым, потому что потеря энергии при растворении превышает ее 

выигрыш. Однако с повышением температуры сила супрамолекулярных 

ассоциативных взаимодействий уменьшается, что приводит к эффективной 

гидратации и растворению полимера. Таким образом, полимеры, обладающие 

ВКТР, нерастворимы ниже критической температуры и растворимы выше нее (Рис. 

1.2) [4]. Количество опубликованных работ, посвященных полимерам с ВКТР, 

используемым для создания систем доставки лекарств, значительно меньше, 

поскольку системы с ВКТР приобретают растворимую форму при повышении 

температуры (например, до физиологической 37С) и теряют способность 

контролируемо удерживать лекарства. Тем не менее, такие полимеры привлекают 

все больший интерес исследователей. 

 

1.2.1.2 Световые стимулы 

Фоточувствительные полимеры претерпевают изменение своих физических 

или химических свойств в ответ на световое воздействие, что может являться 

стимулом для быстрого высвобождения лекарства. Световые стимулы имеют такие 

преимущества, как легкое и бесконтактное применение, а также возможность 

контролировать время и дозу светового воздействия [44, 45]. Для того, чтобы 

полимер проявлял фоточувствительные свойства, необходимо наличие в его 

структуре хромофорной группы, которая претерпевает обратимое или необратимое 

изменение структуры [4]. Обратимые хромофоры, известные под названием 

молекулярных переключателей, могут изменять свойства материала между двумя 

фотостационарными состояниями. Одним из наиболее изученных примеров таких 

хромофоров является азобензол [46], структура которго чередуется между плоской 

транс- и изогнутой цис-формой вследствие индуцированной светом изомеризации 

двойной связи -N=N- (Рис. 1.4). Данная фотоизомеризация может быть достигнута 

путем селективного возбуждения транс- (300–380 нм) или цис- (> 400 нм) 

конформации, что позволяет обратимо изменять конформацию полимерной цепи 

носителя. Таким образом, происходит изменение гидродинамических размеров 

носителей, что может быть использовано для регулирования диффузии 

инкапсулированного лекарства. 
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Рисунок 1.4 – Механизм фотоиндуцированного высвобождения лекарств из сшитой 

полимерной матрицы фоточувствительным линкером за счет изомеризации 

обратимого хромофора (азобензола). 

 

Необратимые хромофоры применяются в качестве компонентов (линкеров) с 

целью получения полимерных конструкций, способных к стимул-индуцированному 

высвобождению лекарств. Преимуществом необратимых хромофоров является 

возможность полного фотопреобразования, поскольку не возникает равновесия 

между двумя состояниями. Данный процесс приводит к резкому снижению 

молекулярной массы или повышению растворимости макромолекул вследствие 

расщепления фотолинкера [23]. 

В результате происходит более быстрая диффузия лекарственных молекул из 

полимерной матрицы. Типичными примерами необратимых хромофоров являются 

фотолабильные группы: о-нитробензил [47] и кумарин-4-илметильные 

производные, пиренилметил и 2-нафтохинон-3-метиды [4, 48, 49]. 

Необратимые хромофоры могут быть включены в структуру полимера в 

различных положениях, а именно, в основную полимерную цепь [50], в боковые 

группы [51], в блоки соединения блок-сополимеров или в качестве сшивающих 

агентов [52]. Идея инициированного высвобождения во всех этих случаях основана 

на деструкции полимерной матрицы, что приводит к высвобождению 

инкапсулированного лекарства. 
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1.2.1.3 Изменения pH 

Одним из наиболее изученных и физиологичных химических стимулов для 

высвобождения лекарств является изменение концентрации протонов в системе. 

Известно, что на тканевом и клеточном уровнях организации наблюдаются 

естественные колебания pH, которые могут быть использованы для 

индуцированного высвобождения лекарств (pH опухоли 5.7-7.0, pH эндо- и лизосом 

4.5-6.5).  Способность полимерного носителя увеличивать скорость высвобождения 

в местах с повышенной концентрацией протонов может использоваться для 

воздействия на патологические ткани, а также способствовать внутриклеточному 

высвобождению лекарств [53]. 

Дизайн pH-чувствительного носителя может быть разработан путем 

включения pH-чувствительной основной макромолекулы или специальных 

низкомолекулярных линкеров, способных к разрушению при изменении 

концентрации протонов в системе (Рис. 1.5). Полиэлектролиты, имеющие в 

структуре слабые кислотные или основные группы, могут принимать или отдавать 

протоны в ответ на изменение pH окружающей среды. Полная ионизация 

полиэлектролитов затруднена электростатическими эффектами, оказываемыми 

соседними ионизированными группами. При этом сильные полиэлектролиты всегда 

ионизированы и не имеют чувствительности к изменениям концентрации протонов.  

 

 

Рисунок 1.5 – Полимерные 

системы, сшитые 

линкерами, 

чувствительными к pH или 

присутствию глутатиона 

(GSH). 
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Физические свойства слабых полиэлектролитов, такие как конформация цепи, 

ее конфигурация, растворимость и объем макромолекулы, могут быть адаптированы 

путем регулирования концентрации зарядов основной цепи полимера (составом 

растворителя) или концентрациями электролита [4]. Если состав растворителя 

предотвращает ионизацию, растворенные цепи остаются в компактном, сложенном 

состоянии. Напротив, ионизирующие растворители вызывают отталкивание между 

зарядами внутри макромолекулярной цепи, что приводит к увеличению ее 

гидродинамических размеров. 

Степень ионизации слабого полиэлектролита контролируется pH и ионным 

составом водной среды. Таким образом, pH-чувствительные полимеры резко 

изменяют конформацию в ответ на мельчайшие изменения pH водной среды [54,55]. 

pH-чувствительные полимеры, как правило, несут слабые кислотные, либо 

слабые основные группы (например, карбоксильные или аминогруппы, 

соответственно). Типичными примерами слабых pH-чувствительных полианионов 

являются поли(акриловая кислота) (pKa = 4.2) [56], альгиновая кислота  (pKa = 2.8–

3.5) [57] и гиалуроновая кислота (pKa = 2.9–3.2) [58], которые имеют тенденцию 

набухать при значениях pH выше константы диссоциации их COOH-группы. Таким 

образом, они могут предотвращать высвобождение инкапсулированного лекарства 

в кислой среде и обеспечивать быстрое высвобождение при нейтральных или 

основных значениях в результате улучшения условий для диффузии лекарства [55]. 

Примерами слабых поликатионов являются поли(N, N-

диалкиламиноэтилметакрилаты) (pKa = 8.2-9.0) [59], поли(L-лизин) (pLys, pKa = 

10.0) [60], поли(этиленимин) (ПЭИ, pKa = 7.9-9.6) [61] и хитозан (pKa = 6.0-6.5) [62]. 

Такие полиэлектролиты набухают в кислой среде ниже их pKa вследствие 

эффективного протонирования неспаренных электронов азота, которые 

обеспечивают положительный заряд макромолекулярной цепи. Отталкивание 

зарядов приводит к увеличению гидродинамических размеров макромолекул 

полимера. Такие катионные полимеры могут применяться для доставки лекарств в 

области с кислым pH, например, в опухолевые ткани [63] или очаги воспаления [64].  

Кроме того, полиэлектролиты часто применяются для доставки заряженных 

биомолекул, таких как нуклеиновые кислоты, белки и пептиды [65], за счет 

возможности электростатического взаимодействия между лекарством и 
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полиэлектролитом, что обеспечивает высокую эффективность загрузки и pH-

чувствительное регулирование высвобождения лекарства [66]. Хорошо известны 

полиплексы на основе интерполиэлектролитных комплексов (ИПЭК) хитозана или 

ПЭИ с ДНК или РНК, которые позволяют эффективно связывать и защищать 

нуклеиновые кислоты от ферментативной деградации, а также обеспечивают их 

внутриклеточное проникновение [6, 67]. После проникновения в клетки такие 

поликатионы могут разрушать ранние эндосомы за счет так называемого эффекта 

протонной губки [68, 69]. Это явление объясняется высокой буферной способностью 

в широком диапазоне pH. Данные полимеры обычно содержат протонируемые 

вторичные и/или третичные аминогруппы с pKa, близкими к 

эндосомальному/лизосомному pH. Во время созревания эндосом протонные насосы 

мембраносвязанной АТФазы активно перемещают протоны из цитозоля в эндосомы, 

что приводит к подкислению эндосомных компартментов и активации 

гидролитических ферментов. На этом этапе полимеры со свойством «протонной 

губки» становятся протонированными и предотвращают подкисление эндосом. В 

результате, все больше протонов будет непрерывно закачиваться в эндосомы с 

попыткой снизить pH. Вследствие избыточного количества протонов происходит 

пассивное проникновение хлорид-ионов, повышающее ионную концентрацию и 

приводящее к притоку воды. В конечном итоге, высокое осмотическое давление 

вызывает набухание и разрыв эндосом, высвобождая их содержимое в цитозоль [70]. 

 

1.2.1.4 Изменения окислительно-восстановительного потенциала 

Чувствительность полимерных носителей к изменению окислительно-

восстановительного потенциала основана на разнице концентрации глутатиона 

(GSH) внутри клеток (2-10 мМ) и во внеклеточной жидкости (2-20 мкМ) [71]. GSH 

представляет собой короткий пептид, содержащий три аминокислоты, а именно, 

глутаминовую кислоту, цистеин и глицин, и выполняющий функции 

внутриклеточного антиоксиданта и восстанавливающего агента. 

Высокая внутриклеточная концентрация GSH приводит к восстановлению 

дисульфидных связей белков, проникающих в клетки, с образованием тиоловых 

групп. При этом сам GSH окисляется до дитиола – GSSG, который впоследствии 

обратимо преобразуется в GSH под действием фермента глутатионредуктазы. Таким 
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образом, включение бифункциональных линкеров, содержащих дисульфидные 

связи, в полимерные носители может обеспечить быстрое внутриклеточное 

высвобождение лекарственного агента вследствие расщепления дисульфидных 

связей глутатионом [24, 72] (Рис. 1.5). Кроме того, такой стимул-индуцированный 

подход может быть реализован за счет конъюгации полимерного носителя, 

содержащего тиоловые группы, с лекарством, также содержащим тиоловую группу, 

с образованием расщепляемой внутриклеточно дисульфидной связи [73]. 

 

1.2.2 Классификация частиц, используемых для стимул-чувствительного 

высвобождения 

1.2.2.1  Морфология частиц 

Наночастицы, которые потенциально могут использоваться для стимул-

индуцированного высвобождения лекарств в физиологических условиях, в общем 

случае, должны обладать рядом свойств, таких как способность циркулировать в 

русле крови и преодолевать биологические барьеры, способность инкапсулировать 

лекарства и высвобождать их в определенных тканях организма, сохраняя 

терапевтическую активность. Дизайн наноразмерного носителя может быть 

подобран определенным образом для обеспечения необходимого терапевтического 

эффекта [74].  

При создании стимул-индуцированных систем доставки лекарственных 

соединений применяется ряд частиц, обладающих различной пространственной 

организацией полимерных цепей, то есть различной морфологией, а именно, 

везикулы, липосомы, мицеллы, наносферы, наноразмерные гидрогели (наногели), 

полимеросомы. Вариация химической̆ структуры компонентов, длины полимерных 

цепей или блоков сополимеров, выбор метода и условий приготовления частиц 

позволяет регулировать физико-химические свойства получаемых носителей, такие 

как структура, размер, плотность упаковки и, в случае многослойных структур 

(мицеллы, полимеросомы), толщина и проницаемость мембраны [75, 76]. В 

зависимости от морфологии получаемых частиц, природы компонентов и метода их 

формирования, многообразие полимерных носителей можно условно 

классифицировать по их жесткости, что позволит в дальнейшем предсказывать их 

биологические свойства и фармакодинамику. 
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Липосомы – полые везикулы, состоящие из фосфолипидов, организованных в 

виде двухслойной мембранной структуры. Липосомы обычно используются в 

качестве систем доставки лекарств различной природы: гидрофильные лекарства 

могут быть инкапсулированы в полость липосом, а липофильные - 

солюбилизированы в бислое липосом. В литературе описаны стимул-

чувствительные липосомы различной архитектуры: pH- [77, 78], термо- [79] и 

фоточувствительные [80, 81], а также другие, сконструированные с использованием 

стимул-чувствительных компонентов в составе данных частиц (полимеров, 

низкомолекулярных веществ, линкеров) [78, 82]. В исследованиях [83, 84] было 

показано, что включение термо- и pH-чувствительных цепей поли-(N-

изопропилакриламида) искажают двухслойную структуру липосом, тем самым 

создавая временные гидрофильные поры и способствуя pH-чувствительному 

высвобождению лекарств. 

Полимерные наносферы можно рассматривать как жёсткие коллоидные 

частицы, в которых распределено инкапсулированное, химически связанное или 

адсорбированное на полимерной матрице, лекарственное вещество. Наносферы 

обычно имеют диаметр до 200 нм и демонстрируют более высокую дисперсность по 

сравнению с липосомами или мицеллами [85]. Наносферы редко используются для 

стимул-индуцированного высвобождения лекарств, поскольку чаще всего 

обеспечивают пролонгированное высвобождение за счет плотной упаковки 

макромолекул. Однако, в некоторых исследованиях приведены интересные стимул-

чувствительные свойства наносфер, которые могут быть применены в терапии. Так, 

для пента-блок сополимеров полилактида-полиэтиленгликоля (ПЛА-ПЭГ-ПЛА-

ПЭГ-ПЛА) было установлено, что при температуре фазового разделения (35.8 - 

37.0C) концентрированные водные растворы наносфер образовывали физический 

гидрогель (золь) за счет агрегации и физического образования межчастичных 

мостиков [86]. В исследовании [87] наносферы на основе термочувствительных 

сополимеров лактида с гликолидом и привитыми боковыми цепями пуллулана 

успешно использовались для термохимиотерапии опухолей.  

Полимеросомы по своей структуре аналогичны липосомам и находят 

применение в доставке как водорастворимых лекарственных веществ, которые 

локализуются в водном ядре, так и гидрофобных, инкапсулируемых в гидрофобную 
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мембрану. Отличие полимеросом от липосом состоит в природе гидрофобной 

оболочки, которая у липосом построена из природных фосфолипидов, тогда как в 

случае полимеросом образована синтетическими амфифильными сополимерами. 

Возможность вариации химической структуры блоков сополимеров и различных 

модификаций поверхности позволяет создавать мультичувствительные системы 

доставки лекарств с целью тонкого регулирования процесса их высвобождения [88, 

89]. 

Мягкие полимерные материалы (наногели) наиболее интересны для создания 

стимул-чувствительных систем доставки препаратов. Наногели представляют собой 

гидрогелевые частицы субмикронного размера, состоящие из гидрофильных или 

амфифильных полимеров, сшитых в единую структуру посредством ковалентных 

связей или физических взаимодействий. Сшитые гидрофильные полимерные 

системы отличаются тем, что могут совершать обратимые конформационные 

колебания (клубок-глобула) или набухать/сжиматься в результате динамического 

равновесия с окружающей средой [90].  Варьирование плотности сшивки 

полимерных цепей в структуре наногелей позволяет изменять пространственное 

расположение макромолекул и, соответственно, жёсткость образующегося 

полимерного носителя. Деформируемость структуры наногелей и возможность 

изменения их заряда обеспечивает повышенную способность проникать через 

биологические барьеры, такие как клеточные мембраны и эпителиальные слои. 

Наногели могут быть получены на основе биоразлагаемых и биосовместимых 

с клетками и тканями организма материалов [91]. Выведение неразлагаемых 

полимерных наногелей также возможно, если поперечные связи между 

водорастворимыми полимерами могут расщепляться в организме, что приводит к 

растворению полимерной основы в водной среде [89]. 

С точки зрения фармакокинетики, мягкие наногели обычно обладают 

увеличенным временем циркуляции в крови и высокой способностью преодолевать 

биологические барьеры. При исследовании частиц с разной деформируемостью in 

vivo было показано, что наногели лучше проходят фильтрацию селезенки и 

проникают в легочную ткань [92]. Таким образом, указанные особенности наногелей 

изменяют их свойства in vivo и существенно влияют на их биораспределение, что 

позволяет продлить циркуляцию в организме загруженных низкомолекулярных 
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лекарственных средств, а также предотвратить быструю деградацию 

инкапсулированных биомакромолекул [53]. 

Мягкие и гибкие наногели могут быть запрограммированы на изменение 

своих физико-химических свойств в ответ на внешнее воздействие при 

формировании эффективных систем доставки лекарств, способных переключаться с 

системы без высвобождения на систему с быстрым высвобождением под действием 

того или иного стимула [42]. 

 

1.2.2.2  Методы получения стимул-чувствительных полимерных частиц 

Стимул-чувствительные свойства частиц могут быть обусловлены как 

стимул-чувствительными свойствами полимерной основы (характерно для термо-, 

pH- и GSH-стимулов), так и подобными характеристиками дополнительных 

сшивающих компонентов (чаще для фото-, pH- и GSH-стимулов). При этом частицы 

могут быть получены посредством физического или ковалентного взаимодействия 

между компонентами системы, что приводит к получению микро- или 

наноструктурных образований с разной стабильностью в физиологических средах и 

разным уровнем чувствительности. Природа структурных компонентов полимерной 

системы определяет методы получения частиц. Природные гидрофильные 

полимеры часто нуждаются в дополнительной модификации или добавлении 

сшивающих агентов для обеспечения взаимодействий между цепями. 

Синтетические стимул-чувствительные системы могут быть получены путем 

сополимеризации моно- и бифункциональных мономеров, а также путем 

электростатического или ковалентного сшивания готовых полимеров. 

Самоорганизующиеся частицы, образованные в результате гидрофобных, 

электростатических или водородных взаимодействий, обычно менее стабильны в 

биологических средах, но более чувствительны к изменениям внешних стимулов 

вследствие высокой подвижности компонентов системы. Напротив, частицы, 

образованные с применением химических сшивок, наиболее стабильны и могут в 

различной степени отвечать на внешние стимулы в зависимости от плотности 

упаковки макромолекул. Химические сшивки могут осуществляться с 

использованием различных подходов, а именно, методами активированных 

сложных эфиров или образования оснований Шиффа, посредством тиол-тиоловых 
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взаимодействий, реакциями клик-химии и др. (Рис. 1.6) [90]. Использование 

линкеров, способных разрушаться под действием того или иного стимула, позволяет 

получать стабильные частицы с ярко выраженной способностью к стимул-

индуцированному высвобождению [93]. Комбинации различных подходов 

используются для создания мультичувствительных систем [94–96]. 

 

 
Рисунок 1.6 – Химические реакции, используемые для образования ковалентно 

сшитых полимерных матриц: (а) образование дисульфидной связи; (б) реакция 

активированного сложного эфира с амином с образованием амидных связей; (в) 

образование основания Шиффа реакцией диальдегидного сшивающего агента с 

аминогруппами полимера; (г) пример азид-алкиновой реакции клик-химии; (д) 

пример тиоленовой реакции клик-химии (реакция малеимида с дитиолом). 

 

1.2.2.3 Природа полимеров 

Различные типы как природных, так и синтетических материалов, а также их 

комбинаций (сополимеров, конъюгатов, комплексов) используются в качестве 

компонентов при формировании стимул-чувствительных систем доставки лекарств. 

Использование синтетических материалов позволяет управлять широким 

диапазоном физико-химических и биологических свойств получаемых частиц, 

такими как чувствительность к изменениям среды, размер, морфология, коллоидная 

устойчивость, функциональность, скорость биодеградации и др. [97–99]. 

Природные макромолекулы, например, полисахариды, чаще всего проявляют 

определенные их структурой физико-химические и биологические свойства [100]. 

Однако, конформация полисахаридов может в значительной степени изменяться под 

влиянием внешних факторов (pH, ионной силы, температуры) [9, 11, 99]. 
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Чувствительная конформация природных полимеров часто используется для 

реализации фазовых переходов изолированных или сшитых цепей под воздействием 

химических или физических стимулов. Полисахариды способны реагировать на 

разнообразное количество стимулов. 

Особенно интересны примеры интеграции полисахаридов в гибридные 

полимерные материалы, содержащие синтетическую часть, для получения новых 

биосовместимых, мультичувствительных и направленных систем доставки 

лекарств, пригодных для практически любых способов введения [74]. Гибридные 

полимеры, композиты и привитые сополимеры, полученные на основе 

полисахаридов, способны усиливать процесс стимул-индуцированного 

высвобождения и расширить диапазон стимулов, на которые могут реагировать 

такие системы [9, 11, 15]. 

 

1.3  Системы доставки лекарств на основе полисахаридов и их ключевые 

физико-химические свойства 

Полисахариды привлекают все большее внимание исследователей с точки 

зрения их использования в качестве компонентов систем доставки лекарств, 

реагирующих на различные стимулы. Помимо уникальных свойств данных 

полимеров, положительным моментом является возможность их получения хорошо 

изученными и воспроизводимыми способами из природных источников [9]. 

Природные полисахариды характеризуются своим многообразием, условно делятся 

на нейтральные и ионные (катионные и анионные полиэлектролиты) (Рис. 1.7). 

Природные полисахариды, в основном, используются для создания 

инкапсулированных форм лекарств в виде нано- или микроразмерных гидрогелей, 

способных реагировать на различные стимулы (ионная сила, pH и др.) [12, 101]. 

Ионные полисахариды могут быть модифицированы для получения гибридных 

полимерных материалов, сшитых гидрогелей, композитов, привитых сополимеров, 

чувствительных к множеству внутренних и внешних стимулов, и, таким образом, 

пригодных для создания систем стимул-индуцированного высвобождения лекарства 

[11, 13, 100]. 
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Рисунок 1.7 – Структуры полисахаридов, используемых для создания стимул-

чувствительных систем доставки лекарств. 

 

Уникальной особенностью полисахаридов является способность наделять 

носители поверхностными свойствами, участвующими в регулировании 

взаимодействия с компонентами живых систем во время абсорбции и 

биораспределения, а именно, слизистой оболочкой, кровью и клетками-мишенями.  

Использование в составе носителей полисахаридов, имитирующих поверхность 

клеток, может обеспечивать клеточное распознавание и проникновение, избегая 

опсонизацию носителей и активацию системы комплемента [102, 103]. Таким 

образом, интеграция полисахаридов в нано-, микро- и макрогидрогели 

привлекательна для получения новых биосовместимых, чувствительных систем 

доставки лекарств, пригодных для любого способа введения [10]. Полисахаридные 

частицы могут быть получены путем сшивания в результате взаимодействий 

различной силы, от слабых физических до необратимых ковалентных связей [12, 

104]. Модификации полисахаридов приводят к различной плотности 

полисахаридного носителя и позволяют расширить диапазон стимулов для запуска 

высвобождения лекарств. Таким образом, включение полисахаридов в природные и 

синтетические системы доставки лекарств обеспечивают улучшение 

фармакокинетики и фармакодинамики для лекарств различной природы. 

 



 

 

34 

1.3.1 Виды полисахаридов и особенности их использования в системах 

доставки лекарств 

1.3.1.1  Стимул-чувствительные катионные полисахариды и их модификации 

Известным катионным полисахаридом, используемым для создания стимул-

чувствительных систем доставки лекарств, является хитозан. Хитозан представляет 

собой полукристаллический линейный биополимер, который является продуктом 

дезацетилирования хитина, основного компонента скелета ракообразных и 

некоторых насекомых [105]. Хитозан имеет гидроксильные и протонируемые в 

кислых условиях аминогруппы (Рис. 1.7). Данный полимер является 

распространенным, биосовместимым [106], биоадгезивным [107] и биоразлагаемым 

ферментами лизоцимом и хитиназой полисахаридом, способным взаимодействовать 

с разнообразными гидрофильными молекулами путем образования водородных 

связей или электростатических взаимодействий, а также образовывать комплексы с 

белками и нуклеиновыми кислотами [104, 108, 109]. Изменения pH окружающей 

среды могут приводить к изменению растворимости хитозана в воде [110] и влиять 

на его взаимодействия с другими соединениями в результате протонирования и 

депротонирования аминогрупп, обусловленных их pKa (6-6.5) [111]. Одним из 

ограничений в разработке систем доставки лекарств на основе хитозана является его 

растворимость в кислой среде и нерастворимость при нейтральном pH, что 

потенциально может привести к денатурации биомолекул при их инкапсулировании 

в кислых условиях [112]. Однако, хитозан может быть модифицирован с 

использованием реакций с гидроксильными или аминогруппами с целью повышения 

растворимости при близких к нейтральным значениях pH [113, 114]. 

Чувствительность хитозана к различным стимулам может быть достигнута за счет 

его модификаций с последующим образованием физически и химически сшитых 

гидрогелей [115–118], гибридных наночастиц [119–121], самоорганизующихся 

мицелл [121–123]. 

Формирование pH-чувствительных гидрогелей на основе хитозана может 

происходить за счет электростатического взаимодействия его цепей с анионными 

полиэлектролитами [121, 124, 125]. Такие гидрогели способны реагировать на 

внутриклеточное изменение pH и высвобождать лекарства посредством 

набухания/сжатия, протонирования/депротонирования аминогрупп, а также эрозии 
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материала [123,126,127]. Использование различных компонентов в составе 

гидрогелей может приводить к изменению чувствительности к pH, плотности 

сшивки хитозана и скорости диффузии инкапсулируемых лекарств. Известно, что 

хитозан и его модификации успешно применяются для доставки генетических 

конструкций в клетки. Однако, сильное связывание нуклеиновых кислот 

первичными аминогруппами хитозана приводит к затрудненному 

внутриклеточному высвобождению генного материала [128]. В ряде исследований 

было показано, что добавление анионных полисахаридов, таких как альгинат натрия 

[125,129] и гиалуроновая кислота [130–132]) может способствовать высвобождению 

нуклеиновых кислот из полиплексов на основе хитозана за счет конкурентных 

взаимодействий полианионов с хитозаном. 

В множестве работ хитозан использовался в качестве основного соединения 

для получения мультичувствительных систем различной морфологии. В 

исследованиях [133–135] показано, что модифицированный хитозан может 

проявлять чувствительность к изменениям температуры в пределах 37-41 °C. Данное 

свойство может быть использовано для термоиндуцированной доставки лекарств в 

ткани с гипертермией. Для доставки лекарств в патологические ткани, имеющие 

высокую концентрацию глутатиона, были разработаны гидрогели на основе 

хитозана, сшитые дисульфидными связями с лекарством, для индуцированного 

высвобождения под действием высокой концентрацией глутатиона [136–138]. 

Внешние стимулы, такие как свет, ультразвук, магнитные или электрические поля, 

а также механические стимулы, влияют на конформацию или конфигурацию 

хитозана.  Такие стимулы могут применяться неинвазивно для улучшения 

высвобождения лекарств в пораженных тканях [139]. 

Таким образом, хитозан, являясь биосовместимым материалом для клеток и 

тканей, обладая функциональными реакционноспособным группами и pH-

чувствительными свойствами, имеет высокий потенциал для создания стимул-

чувствительных систем доставки лекарств. Важно отметить, что при этом хитозан 

может быть получен в больших количествах из природных источников. 
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1.3.1.2 Стимул-чувствительные системы на основе анионных полисахаридов и 

их модификаций 

Анионные полисахариды и их производные могут использоваться в качестве 

компонентов систем стимул-чувствительной доставки лекарств. Данные полимеры,  

под воздействием внешнего стимула, например, ионов, pH, температуры, могут 

образовывать гидрогели различного размера, способные к мукоадгезии на 

слизистых оболочках в основном за счет высокой вязкости раствора, которая 

обусловлена их высокой молекулярной массой. Несмотря на очевидные 

положительные качества, высокая вязкость и нерастворимость в органических 

растворителях затрудняет химическую модификацию гелеобразующих 

полисахаридов. 

Альгинат натрия представляет собой анионный полиэлектролит, состоящий 

из блоков глюкуроновой (G) и маннуроновой (M) кислот (Рис. 1.7), может быть 

получен из бурых водорослей и различных штаммов бактерий [140]. Альгинат Na 

образует высоко биосовместимые гидрогели при взаимодействии с ионами 

поливалентных металлов. Альгинат, содержащий высокую долю блоков G, образует 

жесткие и хрупкие гели. Мягкие и эластичные гели образуются, когда альгинат 

содержит высокую долю единиц М-блоков. Альгинат может выполнять функцию 

компонента или химической основы для получения ион-чувствительных 

полимерных систем в результате его химической модификации по гидроксильным 

или карбоксильным группам. При нанесении альгината с лекарством на роговицу 

глаза, содержащую кальций, раствор быстро превращается из золя в гомогенный 

гель [141]. Таким образом, время пребывания лекарства на роговице увеличивается 

за счет мукоадгезивных свойств и гелеобразующей способности альгината. 

Мультичувствительный in situ гель был разработан на основе pH-чувствительного 

полиэтиленоксида, ион-чувствительного альгината натрия и термочувствительного 

полоксамера. Разработанные составы оказались биосовместимыми и стабильными и 

обеспечивали пролонгированное высвобождение препарата моксифлоксацина на 

роговице глаза в течение 8 часов [142]. Таким образом, способность к ионо-

индуцированному гелеобразованию, мукоадгезивность, способность к 

биодеструкции и отсутствие токсичности способствуют использованию альгината в 
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офтальмологических in situ гелеобразующих препаратах для доставки различных 

лекарств [55, 143–145]. 

Анионные гликозаминогликаны (ГАГ), такие как гиалуроновая кислота, 

хондроитин сульфат, кератан сульфат и гепарин сульфат (Рис. 1.7), представляют 

собой класс неразветвленных линейных полисахаридов, содержащих чередующиеся 

звенья аминосахара и гексуроновой кислоты. ГАГ присутствуют внутри, на 

поверхности и во внеклеточных матриксах различных типов клеток в организме 

человека. Они выполняют множество самостоятельных биологических функций, а 

также работают в сочетании с коллагеном, фибронектином, тромбином и другими 

биологически активными молекулами. ГАГ играют важную роль в клеточной 

физиологии, включая рост и развитие клеток [16]. 

Гиалуроновая кислота (ГК) – известный гелеобразующий мукополисахарид, 

встречающийся в природе во всех живых организмах в мягкой соединительной 

ткани (кожа, пуповина, стекловидной тело, синовиальная жидкость). ГК 

используется в качестве компонента для получения фото-, pH-, GSH- и 

термочувствительных гидрогелей [146]. Как было упомянуто выше, химическая 

модификация гелеобразующих полисахаридов может быть затруднена, поэтому 

обычно ГК используется в качестве компонента для таргетирования и повышения 

биосовместимости различных стимул-чувствительных гибридных носителей [147]. 

Хондроитин сульфат (ХС) представляет собой сульфатированный 

гликозаминогликан, является преобладающим компонентом внеклеточного 

матрикса и вырабатывается на поверхности клеток. Цепи ХС состоят из 

чередующихся дисахаридных единиц N-ацетилгалактозамина и глюкуроновой 

кислоты (Mikami & Kitagawa, 2013) (Рис. 1.7). При разработке систем доставки 

лекарств реакции амидирования и этерификации чаще всего используются для 

модификации ХС и синтеза его производных. Хондроитин сульфат обладает 

высокой биосовместимостью, низкой токсичностью, индуцирует клеточную 

пролиферацию и способен обеспечивать активное и пассивное нацеливание систем 

доставки лекарств на опухоли. Гидрофильные и анионные цепи ХС могут быть 

включены в качестве строительных блоков или поверхностных компонентов 

полимерных носителей для обеспечения рецептор-опосредованной интернализации 

наночастиц в опухолевые клетки. В литературе описаны примеры разработки 
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стимул-чувствительных амфифильных конъюгатов на основе ХС [148], мицелл 

[149–151], гибридных частиц, полиэлектролитных комплексов [152] и стимул-

чувствительных наногелей [153, 154], предназначенных для иммунотерапии, 

лучевой терапии и фотодинамической терапии раковых опухолей. Например, в 

работе [155] наногели на основе хондроитина сульфата с цисплатином были 

включены в pH- и термочувствительные гидрогели на основе поли(этиленгликоль)-

поли(β-аминоэфируретана) при конструировании систем доставки цисплатина в 

раковые клетки. Наблюдалось ускоренное в кислых условиях высвобождение 

цисплатина из наногелей ХС с дальнейшим эндоцитозом в клетки карциномы 

легкого (А549) посредством гиперэкспрессируемого раковыми клетками рецептора 

CD44. При подкожном введении золя полимер спонтанно образовывал гели, 

которые не вызывали воспаления и рассасывались через 8 недель. В 

многочисленных исследованиях было показано, что хондроитин сульфат имеет 

высокий потенциал для разработки стимул-чувствительных систем доставки 

лекарств для лечения различных патофизиологических состояний [153, 155–157]. 

Гепарин представляет собой гидрофильный линейный полисахарид, который 

состоит из 1→4 связанных дисахаридных единиц уроновой кислоты и остатков 

глюкозамина (Рис. 1.7). Гепарин используется в качестве антикоагулянта крови с 

1935 года, что связано с его способностью связываться с ингибитором сериновой 

протеазы антитромбином, заставляя ингибитор инактивировать тромбин [158, 159]. 

Гепарин обычно выделяют из тканей, таких как ткани кишечника свиньи или легкого 

крупного рогатого скота. Молекулярная масса полисахарида - от 8 до 22 кДа, что 

требует для использования в биомедицинских целях доставки разделения на 

узкодисперсные фракции. Гепарин играет важную роль в регуляции различных 

биологических сигналов, поскольку обладает способностью специфичного 

связывания с рядом биологически важных белков, таких как факторы роста и 

цитокины [159, 160]. Благодаря биологической и химической универсальности 

гепарина, гидрогели и наночастицы на основе гепарина обладают значительным 

потенциалом для различных биомедицинских применений. Функциональные 

группы гепарина позволяют проводить связывание различных биомолекул с целью 

улучшения их биосовместимости и терапевтической эффективности, что, в свою 

очередь, способствует клеточной адгезии, обеспечивает клеточно-опосредованную 
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протеолитическую деградацию, а также контролируемую доставку биомолекул. 

Использование стимул-чувствительных компонентов в составе гидрогелей или 

наночастиц на основе гепарина позволяет улучшить пространственное и временное 

регулирование деградации гидрогеля, а также стимулировать локальное 

высвобождение лекарства [161–163]. 

Методология создания стимул-чувствительных гидрогелей или наночастиц 

гепарина все еще находится на начальной стадии, однако на данный момент 

предложено несколько стратегий. В работе [164] были разработаны 

термочувствительные гидрогели за счет комбинации ковалентных и нековалентных 

подходов к сшиванию.  

Известно, что гепарин расщепляется по О-гликозидным связям ферментами 

гепараназой, гепариназой I, II и гепаритиназой (Рис. 1.8). Гепараназа представляет 

собой гидролазу, обнаруживаемую в большом количестве в тромбоцитах человека, 

эндотелиальных и гладкомышечных клетках. Гепараназа расщепляет цепи гепарина 

по 3-О-сульфатному глюкозамину (Рис. 1.8), уменьшая антикоагулянтные свойства 

гепарина и одновременно увеличивая сигнальную активность фактора роста 

фибробластов (гепарин-связывающего белка) FGF-2. Кроме того, было обнаружено, 

что другие ферменты, как гепариназа I, II и гепаритиназа (гепариназа III), также 

способны расщеплять гепарин на ди- или трисахаридные единицы (Рис. 1.8) [165]. 

В работе [166] исследовали ферментативную деградацию гидрогелей гепарина с 

поливинилацетатом при их инкубации с экстрактом тромбоцитов, содержащим 

гепараназу. Обнаружено, что ферментативное высвобождение ковалентно сшитых 

фрагментов гепарина из гидрогелей увеличивало индекс пролиферации клеток BaF3 

и время свертывания плазмы в надосадочной жидкости гидрогелей, обработанной 

экстрактом тромбоцитов. 
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Рисунок 1.8 – Продукты деструкции гепарина ферментами гепариназой I, II, 

гепараназой, гепаритиназой. 

 

Альтернативным механизмом создания ферментативно разлагаемых 

гидрогелей является включение в сети гидрогелей пептидов, которые могут 

расщепляться продуцируемыми клетками протеазами. Существует ряд пептидов, 

которые разрушаются матриксными металлопротеиназами (ММП пептиды), и могут 

быть включены в гидрогели [167, 168]. Наиболее часто используемой стратегией 

конъюгации ферментативно расщепляемых пептидных последовательностей, 

содержащих тиоловые группы остатков цистеина, является реакция присоединения 

по типу Михаэля с виниловыми группами многофункционального полимера [169]. 

Такой подход может быть использован с гепарин-содержащими материалами [164, 

170–172]. В исследовании [170] были получены ферментативно разлагаемые 

гидрогели гепарин-ПЭГ с включенными в поперечные сшивки гидрогеля 

пептидными последовательностями (NH2–GPQGIWGQC–CONH2), разрушаемыми 

матриксными металлопротеиназами. Пептид был конъюгирован со 

звездообразными цепями ПЭГ посредством присоединения типа Михаэля, затем 

посредством ковалентного связывания карбоксильных групп гепарина с 

аминогруппами конъюгатов ПЭГ-пептид была сформирована трехмерная сеть 

гидрогеля. В работе [171] предложены гидрогели ПЭГ-гепарин с двухуровневыми 

профилями деградации в результате объединения чувствительных к ММП пептидов 

и гидролитически лабильных сложноэфирных связей посредством присоединения 

типа Михаэля акрилатных групп звездообразных полимеров ПЭГ к остаткам 
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цистеина в пептиде. Установлено, что гели с активной деградацией по двум 

механизмам усиливают инвазию эндотелиальных клеток человека и проявляют 

повышенный проангиогенный ответ в культуре in vitro, а также in vivo в 

экспериментах на модели куриного эмбриона. Включение MMП-чувствительных 

пептидов в гидрогелевые сети не только позволяет осуществлять клеточно-

опосредованную деградацию и ремоделирование матрикса для тканево- 

инженерных тканей, таких как костные и сосудистые структуры, но также 

предлагает возможности для контролируемой доставки молекул при заболеваниях, 

при которых активность протеазы изменяется, таких как рак, ревматоидный артрит 

и последствия инфаркта миокарда [169]. Кроме того, чувствительные к ММП 

матрицы могут также служить клеточными переносчиками, которые обеспечивают 

клеточный морфогенез и, следовательно, способствуют образованию разнообразных 

тканевых структур. 

Адресная внутриклеточная доставка лекарства может осуществляться за счет 

разработки GSH-чувствительных гидрогелей, которые остаются стабильными вне 

клеток и быстро разрушаются во внутриклеточных компартментах [2, 151, 173, 174]. 

Кинетика расщепления (период полураспада) дисульфидных связей осуществляется 

от 8 до 45 минут, что может ограничивать терапетический эффект биомолекул, 

инкапсулированных в такие материалы. GSH-чувствительные гидрогели получают 

чаще всего посредством тиол-малеимидных реакций типа Михаэля. 

Благодаря наличию функциональных групп и высокой гидрофильности, 

гепарин может быть включен в состав наночастиц различной природы в качестве 

строительного блока, а также материала поверхности частиц. Способность гепарина 

к специфическому взаимодействию с белками, а также его противоопухолевые 

эффекты, обуславливают интерес исследователей в области тканевой инженерии и 

терапии рака к созданию модифицированных полимерных частиц на основе 

гепарина в качестве средств доставки терапевтических агентов. 

 

1.3.1.3  Гибридные системы на основе полисахаридов 

Для создания мультичувствительных функциональных систем доставки 

лекарств полисахариды могут быть химически модифицированы для получения 

сополимеров разнообразной архитектуры. Гибридные привитые сополимеры на 
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основе природных полисахаридов и синтетических полимеров различной природы 

могут быть получены с использованием подходов «графтирование на» или 

«графтирование от» по отношению к основной цепи сополимера. Методы 

контролируемой радикальной полимеризации (КРП) особенно привлекательны для 

синтеза привитых сополимеров, поскольку позволяют точно контролировать 

молекулярные массы и молекулярно-массовые распределения полимеров, а также 

создавать полимеры различного дизайна, содержащие функциональные группы на 

конце привитых цепей. Основными методами КРП являются радикальная 

полимеризация с переносом атома (ATRP) [175–177], нитроксид-опосредованная 

полимеризация (NMP) [178] и полимеризация c обратимой передачей цепи по 

механизму присоединения-фрагментации (RAFT-полимеризация) [179]. 

Упомянутые методы предполагают использование посредника, способного 

обратимо деактивировать радикалы роста (Pn•) таким образом, чтобы большинство 

живых цепей поддерживалось в неактивной форме (Pn-X) (Рис. 1.9). В методе ATRP 

управляющим агентом, который присоединяет радикал, является атом галогенида, 

генерируемый из комплекса переходного металла (X-Mtn+1/лиганд), тогда как в 

NMP нитроксид опосредует радикальную полимеризацию. В RAFT 

тиокарбонилтио-соединения (агенты обратимой передачи цепи, RAFT-агенты) 

образуют промежуточный углерод-центрированный радикал с растущими цепями, 

которые подвергаются -расщеплению для того, чтобы либо высвободить новый 

углерод-центрированный радикал (R-группу), либо регенерировать радикал роста. 

 

Рисунок 1.9 – Схематическое представление принципов контролируемой 

радикальной полимеризации: ATRP, NMP и RAFT. 
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Полисахариды, как правило, легко модифицируются путем графтирования за 

счет наличия в структуре реакционноспособных групп (гидроксильных, амино или 

карбоксильных). Прививка синтетических полимеров может быть выполнена с 

использованием трех подходов: «графтирование от», при котором полимерные цепи 

растут от  инициирующих участков основной цепи; «графтирование на», при 

котором предварительно сформированный полимер с реакционноспособной 

концевой группой соединяется с функциональной группой полисахарида; 

«графтирование через», при котором ненасыщенные звенья иммобилизуются на 

поверхности и встраиваются в полимерные цепи, растущие в растворе. При этом, 

опубликовано лишь несколько работ, где использовано графтирование с участием 

полисахаридов. Причиной недостаточной популярности метода могут являться 

низкая плотность и небольшая длина привитых полимерных цепей [180]. В ряде 

исследований отмечается, что подход «графтирование на» позволяет точно 

контролировать молекулярную массу привитого полимера и тем самым 

оптимизировать свойства конечного продукта [13]. Однако, полимерные цепи, 

связанные с поверхностью полисахаридов, могут экранировать другие реакционные 

центры, тем самым препятствуя диффузии последующих цепей, что приводит к 

низкой эффективности графтирования. Подход «графтирование от», в зависимости 

от доступности функциональных групп макромолекул для химических реакций, 

приводит к различной плотности прививки.  Таким образом, рост цепи 

ограничивается лишь индивидуальными особенностями морфологии поверхности 

полисахаридов и диффузией молекул мономера. При этом, определение 

молекулярной массы привитых цепей требует разработки адекватного метода их 

отщепления от основной цепи, что для природных полимеров часто является 

проблемой. 

При проведении реакций «графтирование от» предварительным этапом 

является преобразование функциональных групп основной цепи полисахарида в 

галогенэфир (ATRP), алкоксиамин (NMP) или производное тиокарбонилтиола 

(RAFT). Закрепление галогенэфира обычно осуществляется за один этап, например, 

путем этерификации с помощью альфа-бромизобутирилбромида (BiBB). В NMP 

функциональные группы сначала превращаются в подходящие для модификации 

фрагменты, например акрилаты, акриламиды или глицидилметакрилаты, которые 
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затем превращаются в алкоксиамин посредством межмолекулярного радикального 

1,2-присоединения (Рис. 1.10). Агент RAFT может быть ковалентно связан с 

поверхностью полисахарида через R- или Z-группу. Использование R-подхода 

обычно приводит к более высокой плотности графтирования и лучшему контролю 

над реакцией, поскольку привитые полимеры растут от полисахаридного каркаса, 

что позволяет избежать экранирующих эффектов и двухрадикального сцепления 

щетка-щетка. RAFT-агенты, несущие карбоксильные группы, могут эффективно 

реагировать с поверхностными гидроксильными или аминогруппами полисахарида 

с целью создания макро-RAFT агента. На Рис. 1.10 представлены структуры 

хитозана, целлюлозы и альгината после функционализации агентами КРП. 

 

 
 

Рисунок 1.10 – Структуры модифицированных полисахаридов для проведения КРП 

с использованием подхода «графтирование от»: NMP (хитозан- 

додецилбензолсульфонат  Na-г-глицидилметакрилат (хитозан-ДБС-г-ГМА) – 

предшественник макроалкоксиамина (инициатора NMP)) [100], RAFT-

полимеризации (целлюлоза-RAFT) [181] и ATRP (альгинат-Br) [182]. 

 

Графтирование поли-N-изопропилакриламида (пИПААм) к полисахаридам 

описано для альгината [183], малеоил-агарозы [184], дестрана [38] и хитозана [185, 

186]. На основе синтезированных привитых сополимеров были получены 

полимерные матрицы, демонстрирующие разную скорость высвобождения лекарств 

в зависимости от температуры среды [12, 184]. Конденсация предварительно 

синтезированных цепей пИПААм с подходом «графтирование на» осуществлялась 
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в работах [187, 188]. Подход «графтирование от» применялся в присутствии 

немодифицированных [189,190] или предварительно модифицированных 

полисахаридов [184]. Модификация альгината, декстрана и хитозана методом 

«графтирование от» затруднялась стерическими препятствиями, связанными с 

гелеобразованием, высокой вязкостью и спиральной конформацией данных 

полисахаридов, что приводило к низкой степени прививки макромолекул (до 50%). 

Таким образом, получение структур с более высокой плотностью прививки 

представляет научный и практический интерес. Применение низкомолекулярных 

негелеобразующих полисахаридов может способствовать получению высокой 

плотности прививки сополимеров, а также получению небольших размеров частиц 

на их основе (до 100 нм) [185]. Контролируемая радикальная полимеризация с 

обратимой передачей цепи по механизму присоединения-фрагментации особенно 

привлекательна для модификации полисахаридов, поскольку позволяет проводить 

полимеризацию в водной среде  [191, 192]. Модификация полисахаридов агентами 

обратимой передачи цепи и последующая КРП с подходом «графтирование от» 

позволит получить графт-сополимеры с функциональными концами привитых 

цепей [193], а низкая вязкость растворов полисахаридов позволит избежать 

стерических затруднений и получить высокую плотность прививки боковых цепей. 

 

1.3.2 Инкапсулированные формы лекарств с полисахаридами 

Уникальные особенности полимерных гидрогелей на основе природных 

полисахаридов, такие как контролируемая набухаемость и высокое содержание 

воды, обеспечивают их подобие естественным соединительным тканям и позволяют 

инкапсулировать биологически активные макромолекулы (нуклеиновые кислоты, 

белковые препараты) и низкомолекулярные соединения без нарушения структуры и 

активности лекарства. 

Зачастую стратегии лечения с применением биофармацевтических 

препаратов не предполагают пролонгированное высвобождение лекарства. Системы 

стимул-чувствительной доставки лекарств, в свою очередь, должны обеспечивать 

быстрое увеличение концентрации лекарства в ткани-мишени. Гидрогели или 

сшитые посредством электростатических, водородных, гидрофобных или 

ковалентных связей наночастицы (наногели) на основе полисахаридов обычно не 
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имеют плотной упаковки макромолекул для обеспечения длительной диффузии 

лекарств по сравнению с твердыми полимерными сферами. Высокая подвижность 

полисахаридных цепей в определенных условиях снижает плотность полимерной 

матрицы, что облегчает диффузию лекарственного средства. Высвобождение 

лекарств из гидрогелей обладает некоторыми характерными особенностями [194]. 

На диффузию лекарственного средства влияет приток водной фазы, набухание или 

коллапс полимерной матрицы, деградация полимерной матрицы, которая включает 

расщепление полимерной цепи или линкера [195]. Таким образом, полисахаридные 

системы имеют высокий потенциал для создания стимул-чувствительных систем 

доставки лекарств, поскольку могут быстро претерпевать фазовые переходы (золь-

гель, набухание-сжатие) и представляют уникальную возможность заданным 

образом контролировать диффузию лекарств [194]. 

Лекарства могут быть включены в полимерную матрицу посредством 

различных взаимодействий: гидрофобных, электростатических, водородных или 

ковалентных. Сила взаимодействия между полимером и лекарственным веществом, 

а также природа лекарств (низкомолекулярные препараты или макромолекулы) 

обуславливают кинетику стимул-чувствительного высвобождения. Необходимо в 

каждом частном случае подбирать условия равновесия, которые, с одной стороны, 

обеспечивают достаточную плотность сшивки полисахаридов и взаимодействия 

полисахарид-лекарство, и, с другой, обеспечивают быстрое стимул-индуцированное 

высвобождение лекарственного агента. В большинстве случае высвобождение 

лекарства без действия стимула составляет около 20%, а действие стимулирующего 

фактора увеличивает скорость высвобождения на 15-60%.  

Различные механизмы запуска высвобождения приводят к разной скорости 

процесса. Такие стимулы, как pH и температура, обычно обеспечивают лишь 

ускорение диффузии лекарства и, будучи обратимыми, могут допускать 

периодическое включение-выключение его высвобождения [196]. Напротив, резкое 

высвобождение по механизму «включения» может быть достигнуто с применением 

стратегии ковалентного сшивания полимер-полимер или полимер-лекарство. Такие 

сшивки приводят к замедлению высвобождения лекарств без воздействия стимула. 

Таким образом, сшивка фото- [197, 198], ферментативно- [199] и GSH-
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чувствительными [72] линкерами обеспечивает резкое высвобождение лекарств при 

стимул-индуцированной дестабилизации гидрогелей.  

Общая тенденция текущих исследований в области гидрогелей, способных к 

стимул-индуцированному высвобождению, заключается в формировании 

мультиреактивных систем, способных реагировать одновременно на несколько 

стимулов [200–202]. Синергетический эффект двух и более стимулов приводит к 

более быстрому высвобождению, чем в случае применения только одного из них. 

 

1.4 Методы исследования полимерных частиц, предназначенных для 

создания систем доставки лекарств 

Специфическая направленная и контролируемая терапия/диагностика 

различных заболеваний базируется на выборе и применении уникальных по своим 

свойствам систем доставки. Изучение свойств, понимание механизмов действия и 

выявление закономерностей структура – свойства является важной задачей любого 

исследования. Для оценки физико-химических свойств, прогнозирования поведения 

носителей в биологических средах и их биологической активности применяются 

различные in vitro и in vivo методы характеризации частиц [203, 204]. 

 

1.4.1 Исследование физико-химических свойств 

В литературе обычно рассматриваются следующие физико-химические 

характеристики: размер и дисперсность, морфология, свойства поверхности, 

стимул-чувствительные свойства, стабильность и взаимодействие лекарство-

полимер. Гидродинамические размеры и дисперсность частиц являются важными 

параметрами, влияющими на биологическую активность конечного препарата. 

Однородные узкодисперсные (ИПД ≤0.3) частицы небольшого размера (≤200 нм) 

могут в дальнейшем применяться в качестве носителей in vivo. Для определения 

гидродинамического размера полимерных частиц наиболее широко используется 

метод динамического рассеяния света (ДРС), основанный на измерении 

коэффициента диффузии частиц в растворе. ДРС позволяет получить информацию 

о всех присутствующих в объеме фракциях частиц за короткое время эксперимента. 

Метод не требует сложной пробоподготовки, за исключением необходимости 

фильтрации образца и обеспыливания ячейки. Однако, поскольку крупные частицы 
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рассеивают больше света, чем мелкие, даже небольшие количества агрегатов 

смещают распределение частиц по размерам в область более высоких значений. В 

связи с этим, интерпретация результатов требует тщательного анализа. Результаты 

ДРС могут быть дополнены альтернативными методами атомно-силовой, 

сканирующей или просвечивающей электронной микроскопии [205]. В данных 

экспериментах используются сухие частицы, что следует учитывать при сравнении 

значений размеров, полученных различными методами. 

Методы исследования стимул-чувствительных свойств полимерных 

материалов зависят от типа стимула, используемого в эксперименте. Метод ДРС 

также может быть применен для анализа термо- и pH-чувствительных полимеров. 

Точные температуры фазовых переходов термочувствительных полимеров чаще 

всего определяются методами турбидиметрии, ДРС и дифференциальной 

сканирующей калориметрии (ДСК). Чувствительность полимеров к действию 

ферментов, концентрации глутатиона или света определенной длины волны в общем 

случае может быть исследована посредством анализа продуктов стимул-

чувствительного разложения различными спектроскопическими методами. 

Согласно литературным данным, наиболее распространенными методами 

анализа свойств поверхности наноструктур являются определение ζ-потенциала 

частиц, Фурье-спектроскопия в инфракрасной области, спектроскопия 

комбинационного рассеяния, рентгеновская фотоэлектронная спектроскопия и 

энергодисперсионная спектроскопия. Упомянутые методы позволяют определить 

химический состав поверхности частиц, тем самым, дают возможность 

контролировать процесс ее функционализации. Ключевым фактором, влияющим на 

физико-химические и биологические свойства частиц, такие как размер, 

стабильность, поведение в многокомпонентных клеточных средах, взаимодействие 

с компонентами крови и клеточными мембранами и др., является значение заряда 

поверхности частиц (ζ-потенциала) [206, 207]. Так, в работе [208] 

функционализировали поверхность частиц полимолочной кислоты гепарином, что 

приводило к появлению отрицательного заряда поверхности. Покрытие частиц 

гепарином и изменение их ζ-потенциала приводило к улучшению стабильности 

частиц, уменьшению их цитотоксичности по сравнению с катионными и 
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нейтральными аналогами, а также позволило в дальнейшем модифицировать 

поверхность частиц таргетирующими агентами. 

 

1.4.2 Биологические исследования подтверждения безопасности и 

специфической активности разрабатываемых носителей 

Для успешного внедрения систем доставки лекарств в клиническую практику 

необходимо пройти несколько этапов исследования биологических свойств 

носителей. Первичная оценка биологических свойств, а именно, стабильность, 

биораспределение, цитотоксичность, взаимодействие с клеточными мембранами, 

может проводиться в экспериментах in vitro, ex vivo с использованием 

биологических сред, различных клеточных линий/первичных клеток и тканей 

[209,210]. В ходе данных исследований определяются составы, эффективные 

концентрации полимеров или полимерных комплексов/конъюгатов с лекарством по 

их влиянию на живые клетки, ткани или другие компоненты живых систем, 

оценивается качество материала и проверяется наличие токсических эффектов. При 

этом, биологические эксперименты могут быть прямыми или косвенными, а также 

давать качественную или количественную оценку свойств материала. 

После исследования биологических свойств in vitro, может быть проведена 

первичная оценка безопасности применения биоматериалов на животных. В 

последующем, биологическая эффективность разработанных полимерных 

носителей с лекарством оценивается in vivo с использованием соответствующих 

моделей [211–213]. 

 

1.5.  Заключительные замечания и постановка задач диссертационной работы 

Анализ литературных данных свидетельствует об огромном потенциале 

природных полисахаридов и их модификаций для использования в качестве систем 

стимул-чувствительной доставки лекарственных веществ. Сшитые или 

синтетически модифицированные природные полисахариды могут быть 

использованы для приготовления наночастиц или наноразмерных гидрогелей 

различной архитектуры с чувствительностью к разнообразным химическим и 

физическим стимулам. 
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Уникальная структура и широкий спектр биологических свойств анионных 

гликозаминогликанов (ГАГ) представляют интерес для разработки стимул-

чувствительных систем доставки как низкомолекулярных, так и 

макромолекулярных препаратов. При этом работ, посвященных разработке стимул-

чувствительных анионных ГАГ, а также созданию реальных систем доставки 

лекарств на их основе, чрезвычайно мало.  

Низкомолекулярные препараты зачастую слабо удерживаются в полимерной 

матрице из-за высокой пористости полисахаридных гидрогелей. Химические 

модификации анионных ГАГ, в данном случае, не только способствуют 

дополнительному удерживанию лекарственных молекул, но и придают 

чувствительность к внешним стимулам для дополнительного контроля 

высвобождения. Несмотря на то, что в литературе существуют примеры получения 

стимул-чувствительных привитых сополимеров на основе природных 

полисахаридов, плотность прививки остается низкой из-за способности 

полисахаридов к гелеобразованию в воде и их нерастворимости в органических 

средах. Применение низкомолекулярных негелеобразующих анионных ГАГ, 

обладающих схожими биологическими свойствами, в данном случае, является 

перспективной стратегией повышения плотности прививки и длины привитых 

стимул-чувствительных макромолекул.  

Напротив, в случае макромолекул, таких как нуклеиновые кислоты, сильное 

взаимодействие с поликатионными носителями, такими как хитозан и поли(L-

лизин), приводит к низкой скорости внутриклеточного высвобождения и, 

соответственно, низкой эффективности действия. Исследования включения 

анионных ГАГ в полиэлектролитные комплексы (ПЭК) для улучшения 

эффективности доставки генетических конструкций известны лишь для альгината 

Na и гиалуроновой кислоты, высокомолекулярных гелеобразующих анионных ГАГ. 

При этом, влияние включения низкомолекулярных ГАГ в стимул-чувствительные 

ПЭК не были изучены.  

Таким образом, совокупность данных по разработке систем доставки лекарств 

на основе анионных ГАГ и их химических модификаций указывает на высокий 

интерес к этим проблемам, однако, свидетельствует лишь о начальном уровне 

исследований в данной области. 
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Разработка дизайна и состава полисахаридных носителей, применение 

различных типов сшивок макромолекул, получение полиэлектролитных комплексов 

разной природы, проведение и оптимизация реакций химических модификаций 

полисахаридов и синтез новых привитых сополимеров анионных ГАГ с целью 

получения биологически активных систем доставки лекарств, способных 

высвобождать лекарство под воздействием внешнего стимула в клетках или тканях, 

тестирование разработанных систем в качестве систем доставки веществ различной 

природы являлись основными задачами диссертационной работы. 
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ГЛАВА 2.  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

2.1  Характеристики исходных веществ, материалов и их подготовка 

Гепарин натриевая соль из слизистой оболочки кишечника свиньи (12-14 кДа, 

Sigma-Aldrich, США), хондроитин сульфат Na (Sigma-Aldrich, Германия), хитозан 

(степень деацетилирования 85% (определена по спектрам ЯМР 1H), молекулярная 

масса 290-333 кДа (определена по данным СРС); Sigma Aldrich, Schnelldorf, 

Германия), N,N’- дициклогексилкарбодиимид (99%, Sigma-Aldrich), N-

гидроксисукцинимид (98%, Sigma-Aldrich), 1-этил-3-(3-

диметиламинопропил)карбодиимид (≥98%, Sigma-Aldrich), трет-бутил-(2-

аминоэтил)карбамат (Boc-EtNH2, 98%, Ark Pharm, США), 2-

(додецилтиокарбонилтиоилтио)-2-метилпропионовая кислота (DDMAT, 98%, 

Sigma-Aldrich, США), боргидрид натрия (> 96%, Вектон, Россия), йод (безводный, 

99.99%, Sigma-Aldrich, США), D,L-дитиотреитол (DTT, > 98%, Sigma-Aldrich, 

Швейцария), дейтерированная вода (D2O, 99.9%, Sigma-Aldrich, США), 

диметилсульфоксид-d6 (ДМСО-d6, 99.8%, Sigma-Aldrich, США), 5,5’-дитиобис(2-

нитробензойная кислота) (реактив Эллмана) (> 98%, Sigma-Aldrich, Швейцария), N- 

гидроксисукцимидный эфир флуоресцентного красителя индокарбоцианина (Cy3- 

NHS) (95%, Lumiprobe), амин флуоресцентного красителя индодикарбоцианина 

(Cy5-NH2, 95%, Lumiprobe), ε-карбоксибензил-L-лизин (Lys(Z)) (≥ 99%, Sigma-

Aldrich), трифосген (98%, Sigma-Aldrich), α-пинен (99%, Sigma-Aldrich), н-

гексиламин (99%, Sigma-Aldrich), реактив Шиффа (Sigma-Aldrich), дуплекс Cy3-

олиго-dT-dA (23 п.о., 14 кДа, Biobeagle, Россия), трифторуксусную кислоту (≥ 99.9%, 

Carl Roth), трифторметансульфоновую кислоту (≥ 99.9%, Sigma-Aldrich), 4-

бромметил-3-нитробензойную кислоту (98%, Sigma-Aldrich) использовали без 

дополнительной очистки. 2,2’-азобис(изобутиронитрил) (АИБН, 98%, Acros 

organics, Thermo Fischer Scientific, США) был очищен перекристаллизацией из 

метанола и высушен под вакуумом. N-изопропилакриламид (97%, Sigma-Aldrich, 

Германия) был перекристаллизован из н-гексана и высушен под вакуумом. 

Растворители: 

Буферные растворы готовили на основе химических реактивов аналитической 

степени чистоты (Fluka, Швейцария; Sigma-Aldrich, Германия; Вектон, Россия) и 
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бидистилированной воды с последующим фильтрованием через микрофильтр с 

размером пор 0.45 мкм (Millipore Inc, Австрия). 

Все растворители: N,N-диметилформамид, диоксан, диэтиловый эфир, 

петролейный эфир, диметилсульфоксид (ДМСО), этилацетат, гексан, были 

закуплены в компании Вектон (Россия) и очищены стандартными методами. 

Температуры кипения очищенных растворителей соответствуют литературным 

данным. 

Биологически активные вещества: 

Дексаметазон фосфат натрия был получен лиофилизацией из коммерчески 

доступной фармацевтической субстанции в форме глазных капель (раствор 1 мг/мл, 

Oftan Dexamethasone, Santen OY, Финляндия). 

Ингибитор карбоангидразы (ИКА) был предоставлен руководителем 

Лаборатории химической фармакологии Института химии СПбГУ профессором 

М.Ю. Красавиным. 

Плазмидная ДНК, содержащая ген люциферазы, была предоставлена 

доцентом Школы фармацевтики Университета Восточной Финляндии (г. Куопио, 

Финляндия) Марикой Руппонен. В экспериментах подавления выработки GFP 

использовали коммерчески доступную анти-GFP миРНК (Thermo Fisher Scientific 

GmbH., Германия), 

Плазмида репортерного гена, кодирующая зеленый флуоресцентный белок 

(pEGFP-C2), была предоставлена профессором Арто Уртти (Университет Восточной 

Финляндии, г. Куопио, Финляндия). pEGFP-C2 трансформировали в Escherichia coli 

XL1-Blue (Евроген, Москва, Россия) и очищали с помощью набора для очистки 

Plasmid Miniprep (Евроген, Москва, Россия). Концентрацию ДНК определяли путем 

измерения УФ-поглощения при 260 нм с использованием спектрофотометра 

Nanodrop 2000c (Thermo Fischer Scientific, Вантаа, Финляндия). Чистоту плазмиды 

проверяли с использованием 1% агарозного гель-электрофореза. 

Двухцепочечная РНК из 27 пар оснований (смысловая и антисмысловая) была 

разработана в качестве мишеней для гена фактора роста эндотелия сосудов 

(смысловая: 5'-CUUCCUACAGCACAACAAAUGUGAAUG-3', антисмысловая: 

3'GAAGGAUGUCGUGACUUGUUUAC). Для визуализации использовали Cy5-

меченую (5'-модификация) миРНК ФРЭС размером 27 п.н., Cy5-меченые и 
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немеченые 27-п.н  двухцепочечные миРНК ФРЭС и рандомная 27 п.н. РНК (миРНК 

контроль) (смысловая 5'-GUAAGUGUAAACAACACGACAUCCUUC-3', 

антисмысловая: 3'-CAUUCACAUUUG UUGUGCUGUAG] были приобретены в 

GenTerra (Москва, Россия) [214]. Праймеры, используемые для целевой мРНК: 

прямой праймер ФРЭС (5'-CCCTGATGAGATCGAGTACATCTT-3'), обратный 

праймер ФРЭС (5'-ACCGCCTCGGCTTGTCAC-3'), прямой праймер 

глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (ГАФД) (5'-

GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3'), обратный ГАФД праймер (5'-

ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3') были приобретены в GenTerra (Москва, 

Россия). 

В экспериментах по изучению мукоадгезивных свойств использовали 

коммерчески доступный муцин (тип II, 640 кДа), выделенный из желудка свиньи 

(Sigma Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США). 

Другие материалы: 

В работе использовались диализные целлюлозные мембраны (MWCO 1000, 

2000, 3500, 12000–14000, Orange Scientific, Бельгия), шприцевые фильтры FilterBio 

и Membrane Solutions с мембранами PES, MCE и PVDF с диаметром пор 0.22, 0.45 и 

1.0 мкм; концентраторы для центрифуги Vivaspin-6 (Sartorius, Германия) и 

AmiconUltra-0.5 (Sigma-Aldrich, Германия) (MWCO 3000, 10000, 30000).  

Унимодальные полистирольные микрочастицы с диаметром 495 нм (ПС МКЧ), 

содержащие на поверхности аминогруппы (1 мкмоль/м2), были предоставлены 

старшим научным сотрудником Лаборатории полимерных сорбентов и носителей 

для биотехнологии Института высокомолекулярных соединений РАН Шевченко 

Н.Н. 

Клетки: 

Изучение цитотоксичности наночастиц и их способности доставлять ДНК, 

миРНК и олигонуклеотиды проводили с использованием следующих клеточных 

линий: клетки почек эмбриона человека (HEK 293); эпителиальные клетки роговицы 

человека (HCE) и пигментные клетки сетчатки глаза человека (ARPE-19), 

полученные от Американской коллекции типовых культур (США); эмбриональные 

фибробласты мыши, синтезирующие зелёный флуоресцентный белок (green 
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fluorescent protein – GFP, NIH 3T3 GFP, German Collection of Microorganisms and Cell 

Culture , DSMZ). 

При работе с клетками использовали 6-ти, 24-х и 96-ти луночные планшеты (Sarstedt 

AG&Co, Германия), стеклянные камеры 8-ми луночные «on lumox» (Sarstedt 

AG&Co, Германия) и флаконы Corning T-25/T-75/T-175 (Sigma-Aldrich, Германия). 

Для культивирования и пассивирования линейных клеток использовали базальные 

среды DMEM (Sigma-Aldrich GmbH, Германия) и LHC-9 (Thermo Fisher Scientific 

GmbH., Германия), трипсин (Biochrom GmbH, Германия), краситель CellTiter-Blue 

(CTB, Promega, США), эмбриональную бычью сыворотку (ЭБС) (Biochrom GmbH, 

Германия), растворы пенициллина (10000 Ед/мл) и стрептомицина (10 мг/мл) 

(Biochrom GmbH, Германия), реагент Slow Fade Gold Antifade (Thermo Fisher 

Scientific Inc., США), содержащий краситель 4,6-диамиидно-2-фенилиндол (DAPI), 

и 4% раствор параформальдегида (PFA, Sigma-Aldrich, Германия), эпидермальный 

фактор роста, инсулин (Biochrom GmbH, Германия), ДМСО, холерный токсин, 1M 

4-(2-Гидроксиэтил)пиперазин-1-этансульфоновая кислота (HEPES, Thermo Fischer 

Scientific, Дания). 

Культивирование клеток осуществляли во флаконах площадью 25, 75 и 175 

см2 в CO2-инкубаторе при 37С в атмосфере, содержащей 5% CO2, относительной 

влажности воздуха 80%. Пассаж производили каждые 3-4 дня путем удаления 

культуральной среды над клетками с использованием стерильной стеклянной 

пипетки Пастера, соединенной с вакуумным насосом. Затем клетки промывали ФБР 

pH 7.4 и трипсинизировали (добавляли раствор трипсина и инкубировали клетки на 

протяжении 5-15 минут при 37С).  После чего к клеткам добавляли культуральную 

среду, раствор тщательно ресуспендировали и центрифугировали, с последующим 

удалением надосадочного раствора. К клеткам добавляли 4-5 мл среды, тщательно 

перемешивали с помощью пипетки. Полученную суспензию использовали для 

пересадки.  

Клетки HEK 293, NIH 3T3 и ARPE-19 культивировали в базальной среде 

DMEM с добавлением 10% ЭБС и 1% пенициллин-стрептомицина. Клетки HCE 

культивировали в базальной среде DMEM с добавлением 6% ЭБС, 0.4% 

пенициллин-стрептомицина, 0.4% L-глутамина, 0.004% эпидермального фактора 
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роста, 0.053% инсулина, 0.2% ДМСО, 0.0008% холерного токсина, 0.6% 1М 4-(2-

гидроксиэтил)пиперазин-1-этансульфоновой кислоты. 

Первичные кератиноциты (NHK) были получены в результате обрезания по 

терапевтическим показаниям (этическое одобрение EA1 / 081/13) после подписания 

родителями письменного информированного согласия. Первичные клетки выделяли 

по стандартной методике [215]. Ткани промывали фосфатно-солевым буфером 

(ФБР) pH 7.4, разрезали на кусочки и инкубировали с раствором диспазы в течение 

ночи при 4 оC. Затем для выделения кератиноцитов эпидермис отделяли от кусочков 

дермы и собирали в растворе трипсин-ЭДТА. После остановки ферментативной 

реакции кератиноциты культивировали и субкультивировали в специальных колбах. 

Клетки в трёхкратном пассаже использовали в тестах на их жизнеспособность.  

Животные: 

В экспериментах по изучению безопасности полученных полимеров 

использовали аутбредных взрослых крыс-самцов, предоставленных Envigo 

Laboratories (Нидерланды). В экспериментах по исследованию мукоадгезивных 

свойств полимеров использовали взрослых самок новозеландских белых кроликов, 

предоставленных Envigo Laboratories (Нидерланды). Животных содержали в 

стандартных лабораторных условиях с 12-часовым световым циклом и 

обеспечивали нормальным гранулированным рационом с водой ad libitum (по 

желанию). С животными обращались в соответствии с утверждением Комитета по 

исследованиям животных при ARVO (Ассоциация исследований в области зрения и 

офтальмологии, Роквилл, Мэриленд, США), и все опыты на животных были 

одобрены Финским национальным советом по экспериментам на животных. 

 

2.2  Оборудование и статистическая обработка данных 

Спектры ЯМР регистрировали на приборе Bruker AC–400 на частоте 400.1 

МГц при 25 °С. Использовали растворы 5–15 мг вещества в 0.6 мл CDCl3, D2O или 

ДМСО–d6. Пики растворителей (1H): D2O (4.78 м.д. 25 °С и 4.4 м.д при 60 °С), 

ДМСО-d6 (2.52 м.д.), CDCl3 (7.24 м.д.) использовались для калибровки химических 

сдвигов спектра. 

Для проведения хроматографических анализов использовали хроматограф 

Shimadzu LC-20 Prominence с рефрактометрическим (RID-20A) детектированием. 



 

 

57 

Для проведения эксклюзионной хроматографии полимеров использовалась 

хроматографическая колонка Biosep-SEC-s4000 размер частиц 5 мкм, размер 

колонки 7.8х300 мм (Phenomenex, США).  

Для измерения поглощения в УФ и видимой областях спектра использовали 

спектрофотометр UV–1800 (Shimadzu, Япония) и Nanodrop 2000c (Thermo Fischer 

Scientific, Финляндия).  

Для лиофильного высушивания образцов использовали лиофильную сушку 

VaCo 5–II (ZIRBUS, Германия). Для диспергирования образцов применялся 

ультразвуковой гомогенизатор UP 50H (Hielscher Ultrasonics, Германия).  

Измерение гидродинамического диаметра и дзета-потенциала проводили на 

приборе динамического светорассеяния Zetasizer Nano–ZS (Malvern Instrument Ltd., 

Malvern, Великобритания), при рассеивающем угле 173° и температуре 25 °С; а 

также на приборе Photocor Complex (Photocor Instruments Inc., Россия), оснащенного 

светодиодным лазером Photocor-DL (длина волны λ = 659.1 нм и мощность (5-30) 

мВ), коррелятором Phоtосor-PC2 с числом каналов 288 и Photocor-PD-детектором 

для измерения интенсивности прошедшего света. 

Морфологию полученных частиц изучали методом просвечивающей 

электронной микроскопии на электронном микроскопе EM 902A TEM (Philips, 

Нидерланды).  

 Флуоресценцию растворов определяли с помощью флуоресцентного ридера 

Fluoroscan Ascent (Thermo Fisher Scientific Inc., США). Для визуализации клеточного 

проникновения использовали флуоресцентный микроскоп Olympus IX50 (Olympus 

Corp., Япония), оснащенный камерой Olympus SC30 (Olympus Corp., Япония) и 

стандартными оптическими фильтрами BP530–550/BA590, BP470–490/BA515 и 

BP330–385/BA420, а также системы цифровой визуализации CELENA S (Logos 

Biosystems, GE Healthcare, Южная Корея) и Cytell Cell Imaging (GE Healthcare, 

США). Для проточной цитометрии использовали прибор BD Accuri C6 (Becton 

Dickinson and Co, США), оснащенный аргоновым лазером с λ = 488 нм и 

стандартными оптическими фильтрами 533/30 и 670 LP.  

Микрокалориметрические измерения проводили с использованием 

изотермического титровального калориметра Nano ITC 2G (TA, США). 

Эксперименты по микромасштабному термофорезу проводили на приборе Monolith 
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NT.115 (Nanotemper, Мюнхен, Германия). Использовались капилляры Monolith 

NT.115 Standard. 

Электрофорез в агарозном геле проводили с помощью системы BlueMarine 

200 (Serva Electrophoresis GmbH, Гейдельберг, Германия) и анализировали с 

помощью SkyLight Table ECX-F20 (Vilber, Collégien, Франция). 

Для исследования разложения линкера использовали ультрафиолетовую 

светодиодную лампу, сконструированную Яакко Итконен (Факультет фармацевтики 

и биофармацевтики, Университет Хельсинки, Финляндия) на основе 5 Вт УФ лампы 

(365 нм) 7 В – 7.5 В, 700 мА TopLedLight (Шэньжень, Китай). 

Полученные данные анализировали с использованием стандартного 

программного обеспечения LS Solution, Cell Sens Standard, BD Accuri C6, Zetasizer 

Nano и GraphPad Prism 7. 

Инструменты: 

Для синтеза полимеров использовались магнитная мешалка MR Hei-Mix S 

(Heidolph, Швабах, Германия), реакционные пробирки Шленка с резиновой пробкой 

(Aldrich, Мюнхен, Германия) и роторный испаритель Hei-VAP Precision ML / G3B 

(Schwabach, Heidolph, Германия). Для диспергирования растворов полимеров и 

реакций модификации частиц использовались ультразвуковой гомогенизатор 

(Sonopuls HD2070, Bandelin, Берлин, Германия) и термошейкер TS-100C BioSan 

(Рига, Латвия). Разделение частиц проводили на центрифуге Sigma 2–16 KL (Sigma, 

Дармштадт, Германия). 

 

2.3 Методы синтеза 

2.3.1 Синтез компонентов для сборки фоточувствительных частиц 

2.3.1.1 Синтез N-карбоксиангидрида L-лизина 

Синтез N-карбоксиангидрида (N-КА) α-лизина проводили в трехгорлой колбе, 

снабженной термометром, обратным холодильником и трубкой для подачи 

инертного газа (аргон). Предварительно готовили суспензию 2.0 г (7.1 ммоль) N-КА 

Lys(Z) в 130 мл свежеперегнанного 1,4-диоксана с добавлением 4.5 мл (28.4 ммоль, 

3.9 г, 4 экв.) α-пинена. Смесь продували аргоном в течение 30 мин и нагревали до 60 

°С. В токе аргона вносили 0.7 г (2.4 ммоль, 1/3 экв.) трифосгена и интенсивно 

перемешивали на магнитной мешалке в течение 1 ч. Далее три раза через каждые 30 
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мин в реакционную смесь добавляли 1/20 экв. (0.36 ммоль, 0.1 г) трифосгена. 

Реакционную смесь перемешивали дополнительно в течение 1 ч. По окончании 

реакции смесь охлаждали до комнатной температуры, непрореагировавшую 

аминокислоту отделяли фильтрованием, фильтрат упаривали на роторном 

испарителе. Концентрат высаживали в 90 мл петролейного эфира и оставляли на 

ночь в холодильнике. Осажденный N-КА отфильтровывали на фильтре Шотта и 

промывали петролейным эфиром. Очистку N-КА проводили трехкратной 

перекристаллизацией в системе этилацетат/петролейный эфир (1/10 по объему), 

после чего сушили в вакуумном эксикаторе. Выход N-KA Lys(Z) 1.9 г (85%). N-KA 

z-Lys 
1
Н ЯМР (CDCl3), δ (м.д.): 1.34 – 1.65 (m, 4H, CH2 CH2), 1.73-2.03 (m, 2H, CH2), 

3.16 – 3.27 (m, 2H, NHCH2), 4.28 (t, J = 4.8 Гц, 1H, CH), 4.97 (s, 1H, NH), 5.12 (s, 2H, 

C6H5CH2O), 6.97 (s, 1H, NH), 7.28 – 7.44 (m, 5H, C6H5). 

 

2.3.1.2 Синтез поли(L-лизина) 

Полимеризацию N-KA ε-карбоксибензил-L-лизина (Lys(Z)) проводили в 

сухом растворителе, для чего готовили 4% раствор мономера (M) в диоксане. После 

этого в реакционный бюкс для полимеризации, содержащий раствор мономера, 

вносили 10% раствор инициатора н-гексиламина (I) для достижения заданного 

мольного соотношения [M]/[I]. После приготовления полимеризационную смесь 

продували аргоном и термостатировали при 25 °С в течение 48 ч. Полученный 

продукт осаждали трекратным избытком диэтилового эфира. Осадок отделяли 

центрифугированием. После декантации осадок промывали избытком диэтилового 

эфира. Полученный полимер сушили в эксикаторе под вакуумом. Использованные в 

работе мольные соотношения [M]/[I] представлены в Таблице 3. Выход полимеров 

поли(ε-карбоксибензил-L-лизина) (pLys(Z)) варьировался в диапазоне 53–73%. 
1

Н 

ЯМР (P(Lys(Z), ДМСО−d6), характерные сигналы, δ (м.д.): н-гексиламина: 0.84 

(CH3); Lys: 4.1-4.34 (CH), 2.97 (NH-CH2) Z-группы: 5.0 (O-CH2-C6H5) 7.08–7.42 (O- 

CH2-C6H5). Для расчета степени полимеризации полимеров pLys(Z) использовали 

соотношение интегральных интенсивностей сигналов двух метиленовых протонов 

карбоксибензильной группы (δ = 4.99 м.д.) и трех метильных протонов инициатора 

(δ = 0.84 м.д.). 
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2.3.1.3 Деблокирование pLys (Z) 

Для деблокирования карбоксибензильной защиты ε-амино группы лизина к 

100 мг сополимера добавляли 2 мл трифторуксусной кислоты и оставляли 

перемешиваться в течение 60 мин при охлаждении на ледяной бане. После этого к 

полученной суспензии добавляли 1 мл 33% раствора HBr в CH3COOH. Реакцию 

проводили при перемешивании в течение 6 ч, после чего в реакционную смесь 

добавляли 10 мл ДМФА и полученный раствор переносили в диализный мешок с 

отсекаемой молекулярной массой 1000. Диализ проводили против 

дистиллированной воды в течение 48 ч. Выход продуктов составлял 79–95%. В 

спектрах 1Н ЯМР (ДМСО–d6) pLys по сравнению со спектром защищенного pLys(Z) 

полимера исчезают сигналы защитной карбоксибензильной (Z) группы при 7–7.5 м.д 

(O-CH2-C6H5) 

 

2.3.1.4  Синтез фоточувствительного линкера 

Синтез линкера осуществляли по методу, описанному в работе [216]. К 

раствору 4-бромметил-3-нитробензойной кислоты (260 мг, 1 ммоль) в 10 мл 

ацетонитрила добавляли N-Boc-1,2-диаминоэтан (0.2 мл, 1.3 ммоль). Реакционную 

смесь интенсивно перемешивали на магнитной мешалке при температуре 65-70 °С в 

течение 5 часов в колбе, оснащенной обратным холодильником. Образовавшийся 

осадок являлся продуктом реакции. По окончании реакции линкер выделяли путём 

фильтрования с использованием фильтра Шотта (размер пор 16 мкм), промывали 

ацетонитрилом и сушили на воздухе в течение 20 минут. Выход конечного продукта 

составил 282 мг (83%). Снятие Boc-защиты осуществляли обработкой 

трифторукусной кислотой [217]. 1H ЯМР (400 МГц, ДМСО-d6): δ 8.28 (s, 2H); 8.15 (s, 

1H); 7.78 (d, 2H); 4.04 (s, 2H); 3.52 (m, 2H); 2.59 (m, 2H); 1.35 (s, 9H). 

2.3.2 Синтез термочувствительных привитых сополимеров полисахаридов 

(гепарина и хондроитин сульфата) с пИПААм 

2.3.2.1  Синтез модифицированных Boc-аминосодержащих полисахаридов 

Гепарин (100 мг, примерно 0.18 ммоль COOH групп) или хондроитин сульфат 

(100 мг, 0.27 ммоль COOH групп) растворяли в 2 мл MES (pH 5.6). N-

гидроксисукцинимид (NHS) (42 мг, 0.36 ммоль) и 1-этил-3-(3-



 

 

61 

диметиламинопропил)карбодиимид (EDC) (56 мг, 0.36 ммоль) растворяли отдельно 

в 1 мл MES (pH 5.6) и хранили на льду перед добавлением в реакционную смесь. 

NHS добавляли к растворам гепарина или хондроитинсульфата при перемешивании 

магнитной мешалкой (500 об/мин) в течение 5 мин. Затем добавляли холодный 

раствор EDC и смесь перемешивали ещё 20 мин. Таким образом получали раствор 

полисахарида с активированными карбоксильными группами. Затем pH раствора 

доводили до 8.4 добавлением 5 M NaOH. Дальнейшую модификацию полисахаридов 

проводили путем добавления по каплям Boc-Et-NH2 (100 мг, 0.63 ммоль), 

растворенного в 2 мл 1,4-диоксана при комнатной температуре. Раствор 

инкубировали при комнатной температуре в течение 24 ч. Модифицированные 

полисахариды очищали интенсивным диализом против смеси вода/этанол 50:50 в 

течение 24 часов, затем среду меняли на воду и диализ продолжали дополнительно 

8 часов. Для очистки электростатически связанных аминов образец диализовали 

против 1 М хлорида натрия в воде в течение 8 ч, соли удаляли диализом против воды 

в течение 24 ч. Модифицированные полисахариды лиофилизировали (выход 168 мг) 

и анализировали с помощью 1H ЯМР с диффузионным фильтром (Bruker AC-400, 

400 МГц) в D2O: δ 1.37 (s, 9H, -(O)C-(CH3)3 от Boc-EtNH2), 1.98 (s, 3H, CH3-C(O) от 

гепарина или хондроитинсульфата). 

 

2.3.2.2  Снятие Boc-защиты модифицированных полисахаридов 

С гепарина и хондроитинсульфата с ковалентно связанным Boc-EtNH2 

снимали Boc-защиту для получения свободных аминогрупп, используемых для 

дальнейших модификаций полимера. Для этого модифицированные полисахариды 

(150 мг) растворяли в 3 мл безводной (для предотвращения гидролиза) 4 М соляной 

кислоты в 1,4-диоксане и перемешивали в течение 5 ч при комнатной температуре. 

Затем полисахариды диализовали против смеси вода/этанол или вода/1,4-диоксан 

(50:50) в течение 24 часов, затем против воды в течение 8 часов. Для десольватации 

аминогрупп проводили дальнейший диализ против 0.1 М NaOH в течение 12 часов, 

затем против воды в течение 12 часов. Образец лиофилизировали (выход 128 мг). 

Структуру анализировали с помощью 1H ЯМР с диффузионным фильтром в D2O 

(удаление сигнала t-Bu при δ 1.37 (с, 9H, - (O)C-(CH3)3). Содержание аминогрупп 

определяли с использованием реакции с нингидрином с последующим измерением 
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поглощения продукта при 370 нм и расчетом концентрации аминогрупп по 

предварительно построенной калибровочной кривой. 

 

2.3.2.3  Синтез макроагента обратимой передачи цепи на основе полисахаридов 

Карбоксильная группа агента обратимой передачи цепи (RAFT-агента) 2-

(додецилтиокарбонотиоилтио)-2-метилпропионовой кислоты (DDMAT) (120 мг, 

0.33 ммоль) была активирована реакцией с NHS (70 мг, 0.6 ммоль) и DCC (80 мг, 0.3 

ммоль) в 3 мл перегнанного ДМФА при комнатной температуре в течении 25 мин. 

Затем по каплям добавляли аминосодержащий гепарин или хондроитинсульфат (120 

мг, 0.34 ммоль аминогрупп) в 3 мл деионизированной воды, и смесь перемешивали 

в течение 24 часов. Очистку проводили интенсивным диализом против смеси 

ДМФ/вода 50:50 в течение 24 часов и далее против воды в течение 24 часов. Образец 

лиофилизировали (выход 192 мг). Структуру анализировали в D2O с помощью 1H 

ЯМР с использованием диффузионного фильтра: δ 1.07 (t, 3H, -CH3 от DDMAT), 1.27 

(m, 18H, -(CH2)9- от DDMAT), 1.69 (s, (CH3)2 от DDMAT), 1.86 (m, 2H, -(CH2)- от 

DDMAT), 2.29 (m, 2H, - (CH2) – от 2-аминоэтилкарбамата), 2.51 (m, 2H, - (CH2) от 2- 

аминоэтилкарбамата), 3.08 (m, 2H, - (CH2) от DDMAT), 3.52, 4.11, 4.81, 5.11 (m, 

кольцевые протоны полисахарида). Модификацию определяли количественно по 

поглощению тритиокарбонатных групп при λ = 311 нм (ε = 12.7 л/г⋅см) (Nanodrop 

2000c, Thermo Fischer Scientific, Вантаа, Финляндия).  

 

2.3.2.4  RAFT-полимеризация N-изопропилакриламида от макроRAFT 

полисахарида 

Ниже, на примере синтеза Геп-г-пИПААм, приведена стандартная методика 

проведения RAFT-полимеризации, использованная в данной работе. Раствор 

гепарина-RAFT (190 мг гепарина-RAFT содержит 11.4 мг или 0.03 ммоль RAFT-

агента) или хондроитинсульфата-RAFT и N-ИПААм (3 ммоль, 339 мг) в 3 мл 

ДМФА/вода (50:50) перемешивали в течение 10 мин в колбе Шленка объемом 10 мл 

с магнитной мешалкой (Sigma-Aldrich, Германия) до полного растворения 

реагентов. Затем добавляли динитрил азобисизомасляной кислоты (ДАК) (0.006 

ммоль, 1 мг) и колбу закрывали резиновой септой. Молярные соотношения 

реагентов ([N-ИПААм]: [RAFT]: [ДАК]) составляли 50:1:0.2 и 100:1:0.2. 
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Полученную смесь дегазировали с помощью восьми циклов замораживания-

вакуумирования-оттаивания, повторно заполняли аргоном и затем погружали в 

предварительно нагретую до 70 °C масляную баню. После выбранных периодов 

полимеризации (24, 48 и 72 ч) колбу охлаждали, растворитель частично упаривали 

(до 1 мл) на роторном испарителе и раствор выливали в 30-кратный избыток 

диэтилового эфира. Осадок отделяли и промывали 3 раза диэтиловым эфиром при 

центрифугировании (8000 g). Гомополимер удаляли растворением осажденной 

смеси полимеров в 30 мл ацетона и центрифугированием. Процедуру повторяли 3 

раза, и собранный раствор гомополимера в ацетоне упаривали и сушили под 

вакуумом. Полученный сополимер растворяли в ФБР pH 7.4 и очищали диализом от 

остатков непрореагировавшего мономера и других примесей против 

деионизированной воды в течение 48 часов. Затем раствор лиофилизировали с 

получением бело-желтых волокон гепарин-графт-поли-(N-изопропилакриламид) 

(Геп-г-пИПААм) или хондроитин сульфат-графт-поли-(N-изопропилакриламид) 

(ХС-г-пИПААм). Превращение мономера в привитой сополимер рассчитывали 

следующим образом: 

% конверсии =  
(WП – WмакроRAFT)

WМ
× 100%   (1) 

Wп - масса полученного привитого сополимера, WмакроRAFT - масса гепарин-RAFT 

или хондроитинсульфат-RAFT, взятых для синтеза, Wм - масса мономера, взятого 

для синтеза. 

Спектроскопия ЯМР 1H с диффузионным фильтром в D2O: δ 1.1 (s, (CH3)2- 

CH–NH-C(O)-), 3.87 (s, (CH3)2-CH-NH-C(O)-), 1.55 (s, (-CH2-CH–)n), 

1.88 (s, (-CH2-CH–)n), 5.22 (s, (CH3)2-CH–NH-C(O)-), 5.07, 3.55, 3.26, 3.08 (s, 

кольцевые протоны полисахарида). Сигналы R (s, 1.69, (CH3)2) и z-групп (s, 1.07, 

1.39, - (CH2)11-CH3) RAFT-агента не наблюдались достаточно чётко в итоговом 

спектре сополимера из-за перекрытия интенсивных сигналов пИПААм, но 

присутствие RAFT-агента в структуре сополимера было обнаружено с помощью 

УФ-спектроскопии (λ = 311 нм). 

Для идентификации образования привитого сополимера в конечном продукте 

и для отличия привитого сополимера от смеси с гомополимером использовали 

диффузионно-упорядоченную 2D-ЯМР-спектроскопию (DOSY). Сополимеры 
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анализировали относительно содержания гомополимеров (пИПААм, гепарина и 

хондроитин сульфата) с использованием метода ИК-спектроскопии. 

2.4 Методы исследования состава полимеров, мономеров и других компонентов 

для сборки частиц 

1. ИК-спектроскопия полимеров 

Гепарин, хондроитинсульфат, Геп-г-пИПААм, ХС-г-пИПААм, Геп-г-пИПААм-

SH/SS, ХС-г-пИПААм-SH/SS, пИПААм (4 мг) смешивали с порошком KBr и 

прессовали в таблетку толщиной 1 мм. ИК-спектры регистрировали в диапазоне 

оптической плотности 400-4000 см-1 на оборудовании Центра оптических и 

лазерных методов исследования вещества СПбГУ: ИК-Фурье спектрометр Nicolet 

8700 (Thermo Scientific, США). 

2. Структура и чистота синтезированных полимеров была подтверждена 

данными 1H ЯМР-спектроскопии на оборудовании Центра Магнитно-резонансных 

Исследований СПбГУ: спектрометр Bruker Avance (400.13 МГц для 1Н и 100.61 МГц 

для 13С) в DMSO-d6, D2O, CDCl3. 

3. Диффузионно-упорядоченная 2D-ЯМР-спектроскопия (DOSY) была 

использована для идентификации образования привитого сополимера Геп-г-

пИПААм или ХС-г-пИПААм в конечном продукте и для отличия привитого 

сополимера от смеси с гомополимером. 

4. Определение молекулярной массы (Mn и Mw) и полидисперсности (Ð) 

образцов pLys(Z) с концентрацией 1–2 мг/мл проводили методом гель-проникающей 

хроматографии. В качестве элюента использовали 0.1 М раствор LiBr в ДМФА. 

Скорость потока подвижной фазы составляла 0.3 мл/мин, температура проведения 

анализа – 60 °С. Расчет молекулярно-массовых характеристик проводили с 

использованием калибровочной зависимости, построенной с помощью стандартных 

образцов полиметилметакрилата с молекулярными массами в пределах 17000–

250000 и Ð≤1.14. Расчеты проводились с использованием программы GPC LC 

Solutions (Shimadzu, Киото, Япония). 

5. Определение молекулярной массы (Mn и Mw) и полидисперсности (Ð) 

образцов Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм проводили методом гель-проникающей 

хроматографии в воде на хроматографе Biosep-SEC-s4000 (Phenomenex, Торранс, 

Калифорния, США) с рефрактометрическим детектором. Анализ проводили при 23 
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°C с использованием 0.1 М гидрокарбоната натрия в качестве элюента при скорости 

потока 1.0 мл/мин. Молекулярно-массовые характеристики определяли посредством 

калибровки с использованием стандартов пуллулана с молекулярной массой (Mw) в 

диапазоне от 320 до 800000 (Sigma Aldrich, Stelnhelm, Германия). 

6. Молекулярные массы и индексы полидисперсности Геп-г-пИПААм и ХС-г-

пИПААм также были установлены методом ГПХ (Prominence Shimadzu LC-20) с 

рефрактометрическим детектором (RID 10-A; Киото, Япония). В качестве элюента 

использовали 0.1 М раствор LiBr в ДМФА. Скорость потока подвижной фазы 

составляла 1.0 мл/мин, температура проведения анализа – 40 °С. Использовали 

хроматографическую колонку Styragel HMW6E (7.8300 мм). Расчет молекулярно-

массовых характеристик проводили с использованием калибровочной зависимости, 

построенной для стандартных образцов полиметилметакрилата (pMMA, Agilent, 

Lexington, MA, USA) с молекулярными массами в пределах 17000–250000 и Ð≤1.14. 

Расчеты проводились с помощью программы GPC LC Solutions (Shimadzu, Киото, 

Япония). 

7. Молярные и гидродинамические характеристики исходных образцов 

гепарина (Геп) и хондроитинсульфата (ХС) и их сополимеров с пИПААм: Геп-г-

пИПААм и ХС-г-пИПААм – молекулярные массы, гидродинамические радиусы Rh 

макромолекул – получены методами статического и динамического рассеяния света 

в деионизованной воде. Температура T экспериментов составляла 21 °C. В качестве 

калибровочной жидкости использовали толуол (RV = 1.38 10-5 см-1). Растворитель и 

растворы фильтровали через полиамидные фильтры Chromafil с размером пор 0.45 

мкм (Macherey-Nagel, Düren, Германия). Эксперименты по рассеянию света 

проводились с использованием установки Photocor Complex (Photocor Instruments 

Inc., Россия), оснащенного светодиодным лазером Photocor-DL (длина волны λ = 

659.1 нм и мощность (5-30) мВ), коррелятором Phоtосor-PC2 с числом каналов 288 и 

Photocor-PD-детектором для измерения интенсивности прошедшего света. 

Корреляционную функцию интенсивности рассеянного света обрабатывали с 

помощью программного обеспечения DynalS. Асимметрия светорассеяния в 

растворах отсутствовала, поэтому Мw полисахаридов и их сополимеров с пИПААм 

находили по методу Дебая. Гидродинамические радиусы Rh(c) рассеивающих частиц 

при концентрации c были рассчитаны по уравнению Стокса-Эйнштейна: 
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Rh = kБT/60D0    (2) 

где kБ – постоянная Больцмана, T – абсолютная температура, D0 - коэффициент 

диффузии частицы. 

Для проведения измерений гепарин и хондроитин сульфат растворяли в воде 

и подкисляли 1 М HCl до pH 2.5. Сополимеры растворяли в дистиллированной воде. 

Гидродинамические радиусы (Rh) макромолекул были получены из 

экстраполированного (С = 0) значения Rh(с) с использованием линейной 

аппроксимации (R2 = 0.99). 

8. Для определения содержания гепарина и хондроитин сульфата в сополимерах 

использовали катионный краситель Азур А. Спектрофотометрический метод 

основан на различии спектров поглощения свободного и связанного красителя. 

Связывание красителя с полимерами (анионными гликозаминогликанами) вызывает 

метахромазию, т.е. смещение максимума поглощения в сторону более коротких 

волн. Свободный Азур А имеет максимум поглощения при  = 620 нм, тогда как его 

комплексообразование с гепарином или хондроитин сульфатом изменяет максимум 

поглощения до 510 нм. 

Азур А растворяли в ФБР, рН 8, в концентрации 0.2 мг/мл. Раствор гепарина 

готовили в концентрации 2.5 мг/мл в том же ФБР и далее разбавляли с получением 

диапазона концентраций (1.25; 0.625; 0.312; 0.156; 0.078; 0.039 мг/мл). Затем 1 мл 

раствора гепарина смешивали с 1 мл раствора Азур А и измеряли поглощение при 

510 нм с помощью спектрофотометра (Shimadzu UV-1800, Киото, Япония). 

Построена калибровочная кривая (концентрации 1.25 - 40 мкг/мл; коэффициент 

экстинкции ε = 13.234 ± 0.969 л/г·см, R2 = 0.998). 

Для определения содержания гепарина в структуре сополимера Геп-г-

пИПААм навеску сополимера растворяли в концентрации 1 мг/мл в ФБР (pH 8.0) и 

смешивали с 1 мл раствора красителя. Оптическую плотность смеси измеряли при 

510 нм и рассчитывали содержание гепарина в соответствии с калибровочной 

зависимостью. Аналогичную процедуру повторяли для определения содержания 

хондроитин сульфата в сополимере ХС-г-пИПААм. 
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2.5 Получение наночастиц 

2.5.1 Получение наночастиц хитозан-гепарин 

Наночастицы хитозан–гепарин были получены на основе спонтанного 

комплексообразования полиэлектролитов в мягких условиях [218]. Образование 

полиэлектролитного комплекса между поликатионом – хитозаном - и полианионом 

– гепарином - приводит к частичной нейтрализации заряда. Перед 

комплексообразованием гепарин растворяли в деионизированной воде для 

получения раствора с концентрацией 1 мг/мл.  

Хитозан растворяли в 0.01% растворе уксусной кислоты для получения 

концентрированного раствора (10 мг/мл), затем pH доводили до 5.0 добавлением 0.1 

М NaOH. Далее раствор разбавляли ФБР для получения конечной концентрации 0.1 

мг/мл. pH раствора хитозана устанавливали на уровне 5.5 за исключением 

исследований влияния pH на размер, -потенциал и эффективность 

инкапсулирования олигонуклеотида. Перед комплексообразованием раствор 

хитозана обрабатывали ультразвуком в течение 60–90 секунд с использованием 10% 

мощности ультразвукового гомогенизатора (Bandelin Sonopuls HD 2070, Берлин, 

Германия). После этого получали наночастицы хитозан-гепарин (хит-геп) путем 

добавления по каплям раствора гепарина к раствору хитозана при перемешивании 

(Vortex, Thermo Fischer Scientific, Вантаа, Финляндия) при комнатной температуре. 

Использовали различные мол. соотношения хитозан-гепарин для оптимизации 

получения стабильных наночастиц с унимодальным распределением по размерам. 

 

2.5.2 Получение наночастиц поли(L-лизина) и гепарина 

Для получения наночастиц отбирали расчетное количество поли-(L-лизина) 

(pLys) и гепарина. Навеску Геп растворяли в бидистиллированной воде с 

концентрацией 0.5 мг/мл. Готовили суспензию наночастиц pLys в 

бидистиллированной воде с концентрацией 0.5 мг/мл при диспергировании 

ультразвуком. При включенном ультразвуке с помощью инсулинового шприца по 

каплям к раствору pLys добавляли раствор гепарина. Полученную коллоидную 

суспензию оставляли на 30 минут при комнатной температуре при постоянном 

перемешивании. Далее проводили очистку полученной суспензии посредством 

промывания её водой с использованием центрифугирования (10 000 g, 7 мин). 
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Осаждённые при центрифугировании частицы промывали бидистиллированной 

водой, редиспергировали и повторно центрифугировали. Процедуру промывки 

повторяли не менее трёх раз при идентичных скоростях и времени. Полученную 

суспензию наночастиц помещали в морозильную камеру на 24 часа при − 39 °С. 

Очищенные частицы были лиофилизованы.  

 

2.5.3 Получение наночастиц pLys-Геп с включенным в структуру 

фоточувствительным линкером 

Для получения фоточувствительных наночастиц брали навески pLys, 

гепарина и 4-(((2-((трет-бутоксикарбонил)амино)этил)амино)метил)-3-

нитробензойной кислоты, выбранной в качестве фоточувствительного линкера (ФЧ-

линкера). 4 мг данной кислоты растворяли в 200 мкл ДМСО (использованные в 

работе соотношения [pLys]:[Геп]:[линкер] моль:моль:моль представлены в Главе 3, 

разделе 3.2.3.4). Активацию карбоксильной группы линкера проводили по методу 

активированных эфиров [219] в 0.01 М MES-буферном растворе, pH 5.5. Для этого к 

раствору ФЧ-линкера добавляли 500 мкл NHS (2.71 мг, 0.0236 моль), и спустя 5 

минут - 500 мкл EDC (3.66 мг, 0.0236 моль) при охлаждении с использованием 

ледяной бани в течение 60 мин и при постоянном перемешивании (500 об/мин). 

После чего 1.0 мг pLys в 1.0 мл MES добавили в смесь и перемешивали при 

комнатной температуре в течении 10-12 ч. Далее несвязавшийся линкер удаляли 

центрифугированием в микропробирках с мембраной (5000 MWCO) с последующим 

промыванием водой. Количество несвязавшегося линкера в надосадочной и 

промывной жидкости определяли спектрофотометрически по предварительно 

построенной калибровочной зависимости по поглощению при  = 325 нм (ε = 619 

л/(моль·см)). 

Boc-защиту с аминогрупп линкера снимали обработкой трифторуксусной 

кислотой [217]. Конъюгат pLys с линкером промывали диализом против 

бидистиллированной воды в течение суток. Полимер осаждали 

ультрацентрифугированием при использовании мембранных фильтров (1000 

MWCO). Для получения наночастиц к водному раствору pLys-линкер добавляли 

водный раствор гепарина (С = 7 мг/мл). Смесь перемешивали при комнатной 

температуре до формирования стабильных наночастиц. 
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2.5.4 Получение наночастиц на основе ковалентно сшитых привитых 

сополимеров 

Восстановление -SH групп 

Образование концевых тиоловых групп пИПААм в привитых сополимерах 

осуществляли путем восстановления концевых тритиокарбонатных групп RAFT-

агента боргидридом натрия. Для этого 100 мг Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм (2.5 

мкмоль и 5.3 мкмоль тритиокарбонатных групп, соответственно) растворяли в 10 мл 

ФБР pH 7.4 и раствор продували аргоном в течение 15 мин для удаления кислорода. 

Затем 36.2 и 76.3 мг (1.0 и 2.1 ммоль) порошкообразного NaBH4 (прим. 400 экв. 

относительно количества тритиокарбонатных групп) добавляли к Геп-г-пИПААм и 

ХС-г-пИПААм при перемешивании (500 об/мин) в инертной атмосфере. Через час к 

каждому раствору добавляли 3 мг (3 экв. относительно количества концевых 

групп) трифенилфосфина для предотвращения окисления тиоловых групп. Через 24 

ч исчезновение поглощения терминального тритиокарбоната было обнаружено по 

измерению поглощения в области максимума при λ = 311 нм относительно 

калибровочной зависимости для исходного RAFT-агента – 2-

(додецилтиокарбонотиоилтио)-2-метилпропионовой кислоты (ε = 12.7 л/г⋅см, 

ДМФА).  

Реагент Эллмана (5,5'-дитиобис(2-нитробензойная кислота) был использован 

для определения концентрации тиоловых групп в полимере [220]. К 10 мкл раствора 

полимера в 1 мл ФБР pH 7.4 добавляли 20 мкл реагента Эллмана с концентрацией 4 

мг/мл в ФБР pH 7.4. Через 2 мин измеряли поглощение при 412 нм и рассчитывали 

концентрацию тиоловых групп с использованием коэффициента экстинкции (ε = 

14150 М-1см-1). 

Окисление тиоловых связей до дисульфидных  

Для образования дисульфидных связей в качестве окислителя использовали 

0.1 М раствор I2 в ДМФА. В реакцию вводили йод, окисляя от 10% до 100% 

тиоловых групп, количественно определенных с реактивом Эллмана, до тех пор, 

пока раствор не окрашивался в желто-коричневый цвет (при 100% окислении и 

избытке йода). Остаточный йод восстанавливали аскорбиновой кислотой. 

Полученную смесь очищали диализом против дистиллированной воды и 
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лиофилизировали. Структуру сшитого полимера анализировали методом ЯМР 1Н и 

ИК-спектроскопией. 

 

2.5.5 Получение флуоресцентно меченых наночастиц 

1. Модификацию аминогрупп НЧ хитозан-гепарин проводили с использованием 

флуоресцентного красителя Cy3-NHS аналогично методике, приведенной выше. 

 

2. Модификацию карбоксильных групп pLys-Геп проводили с использованием 

флуоресцентного красителя Cy5-NH2. Для этого предварительно проводили 

активацию карбоксильных групп гепарина посредством их перевода в форму 

активированного сложного эфира. К раствору частиц (5 мг, 1 мг/мл в 0.01 M MES-

буферном растворе pH 5.5) последовательно добавляли NHS (322 мкг) и EDC 

(386.4 мкг). Реакцию активации проводили при температуре 0 С в течение 60 

мин при перемешивании. Активированные частицы отделяли 

ультрацентрифугированием с использованием мембранных фильтров (5000 

MWCO) и ресуспендировали в боратном буферном растворе pH 8.4. Далее к 

раствору добавляли 300 мкл Cy5 в ДМСО (50 мкг/мл) и перемешивали при 

температуре 22 С в течение 24 ч в темноте. Наносуспензию частиц 

центрифугировали с целью удаления непрореагировавшей метки. 

3. Модификацию амидных групп Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм проводили с 

использованием флуоресцентного красителя Cy3-NHS. Навески полимеров 

растворяли в ФБР pH 8.0 (10 мг/мл), краситель Cy3-NHS растворяли в ДМСО (1 

мг/мл). К растворам полимеров добавляли по 15 мкл раствора красителя и 

перемешивали при комнатной температуре в течение 24 ч в темноте. 

Непрореагировавшую метку удаляли центрифугированием и промыванием 

растворов полимеров в пробирках с мембранным фильтром (5000 MWCO). 

 

2.6 Исследование размера, заряда поверхности и морфологии наночастиц 

Размеры полученных образцов полимерных наночастиц измеряли методом 

динамического рассеяния света [221]. Для исследования размера и ζ-потенциала 

полученных полимерных частиц к навеске лиофилизированного образца добавляли 

воду или водный буферный раствор с необходимым рН для достижения 

концентрации 0.1 мг/мл. В случае pLys-Геп полученную коллоидную суспензию 
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диспергировали под действием ультразвука в течении 10–30 с. Коллоидные 

растворы частиц хит-геп и Геп-г-пИПААм, ХС-г-пИПААм перемешивали на Vortex 

без дополнительного воздействия ультразвуком. 

Для приготовления изучаемого образца к анализу методом просвечивающей 

электронной микроскопии наносили 5 мкл водной суспензии наночастиц на медную 

решетку и оставляли под лампой до высыхания, после чего удаляли избыток образца 

с помощью безворсовой бумаги, пригодной для очистки оптических кювет. Далее на 

решетку наносили 5 мкл раствора контрастного агента (уранил ацетат), сушили под 

лампой и удаляли оставшийся избыток раствора контраста с помощью безворсовой 

бумаги. 

 

2.7  Исследование стимул-чувствительного поведения и физико-химические 

характеристики полимеров и наночастиц 

2.7.1 pH-чувствительность наночастиц хитозан-гепарин 

Ввиду низкой стабильности полиэлектролитных комплексов хитозан-гепарин 

при pH выше 7.0, pH-чувствительность частиц изучали методом просвечивающей 

электронной микроскопии. Концентрированный раствор частиц, полученный в 

процессе их приготовления с доведенным pH до 5.0 разбавляли буфферными 

растворами с pH 5.0 (MES) или 8.0 до рабочей концентрации 0.1-1.0 мг/мл. Раствор 

частиц наносили на медные решетки, высушивали под лампой и контрастировали с 

помощью уранил ацетатата. Далее контрастирующий агент промывали водой и 

высушивали. Решетки хранили в защитном кейсе до проведения анализа. 

 

2.7.2 Методы исследования фоточувствительности наночастиц pLys-Геп-

линкер и исходных компонентов 

2.7.2.1 Исследование фотоиндуцируемой деградации линкера 

С целью изучения кинетики фотоиндуцированного распада раствор линкера в 

ДМСО, 1.0 мг/мл, облучали УФ-лазером (λ = 325 нм, 3 Вт/см2) в течение 5, 30 и 60 

минут. Раствор облучаемого образца помещали в эппендорф и лазерный луч 

направлялся на образец сверху (Рис. 2.1). Емкость вращалась одновременно с 

использованием вортекс-шейкера для увеличения области воздействия и усиления 

перемешивания реакционной смеси. 
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Рисунок 2.1 − Схема установки для облучения частиц. 

 

С целью подтверждения механизма деструкции линкера, продукты распада 

исследовали методами ЯМР спектроскопии и спектрофотометрии. 

ЯМР спектроскопия. Использовали растворы 5-20 мг вещества в ДМСО-D6. Пик 

растворителя (1H): ДМСО-D6 (2.52 м.д.) использовали для калибровки химических 

сдвигов спектра.  

Реакция с реактивом Шиффа (определение альдегидных групп). С целью 

определения количества образовавшегося продукта распада использовали метод 

спектрофотометрического детектирования в УФ области. Определение количества 

3-нитро-4-формилбензойной кислоты в растворе проводили по предварительно 

построенной калибровочной зависимости с использованием данной кислоты 

(молярный коэффициент экстинкции (550 нм) ε =1521 л/(моль·см)). Для построения 

калибровочной зависимости были приготовлены растворы линкера в ДМСО 

различных концентраций: 0.2; 0.4; 0.8; 1.0 и 2.0 мг/мл. Растворы подверглись 

облучению в условиях, заведомо обеспечивающих полное разрушение линкера: УФ-

лампа с мощностью 4.5 Вт/см2 (длина волны излучения 220-400 нм), 30 минут. После 

этого к 1 мл облученного раствора добавляли 1 мл раствора реактива Шиффа.  

Далее, после измерения оптической плотности, определяли концентрацию 

продукта фотоиндуцируемой деструкции линкера в растворе (мг/мл) после 
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облучения УФ-лампой мощностью 4.5 Вт/см2 в течение 30 минут по уравнению 

Бугера-Ламберта-Бера, используя установленное из калибровочной зависимости 

значение коэффициента молярной экстинкции: 

𝐶 =
𝐴

𝜀𝑙
                                   (3) 

где 𝐴 – оптическая плотность; 𝐶 – концентрация вещества, моль/л; 𝜀 – молярный 

коэффициент экстинкции, л/(моль·см); 𝑙 – толщина светопоглощающего слоя, см. 

Поскольку толщина кюветы равнялась 1 см, то 𝑙 = 1. Значение ε = 1521 [л/моль∙см] 

определено из калибровочной зависимости. 

 

2.7.2.2  Исследование деградации фоточувствительного линкера с 

использованием полистирольных микрочастиц 

Для исследования деградации ФЧ-линкера проводили его иммобилизацию на 

полистирольных микрочастицах (ПС МКЧ), содержащих на поверхности 

аминогруппы, с использованием агентов, активирующих карбоксильную группу 

линкера. Далее проводили снятие Boc-защиты с первичной аминогруппы линкера, 

после чего использовали её для присоединения флуоресцентной метки Cy5. Облучая 

модифицированные частицы диодной лампой с монохроматическим излучением 

при 365 нм в течение заданных промежутков времени, проводили количественную 

оценку деградации линкера по интенсивности флуоресценции метки в надосадочной 

жидкости. 

Присоединение защищенного по аминогруппе ФЧ-линкера к ПС МКЧ 

 250 мкл водной суспензии ПС МКЧ (10 масс. %, [NH2] = 5.8 мкмоль) 

переводили в 0.01 М бикарбонатный буферный раствор с рН 9.3 (бк/б 9.3) путём 2-х 

кратного центрифугирования и редиспергирования при 9000 g  5 мин / 1000 об/мин 

 30 сек. Объём суспензии после процедуры довели до 1.0 мл и охлаждали до 5 С. 

Затем к суспензии добавили 11.4 мг ФЧ-линкера, растворённого в 500 мкл мл 

ДМСО. Полученную смесь перемешивали на мешалке Вортекс при 800 об/мин  1 

мин. Для активации карбоксильной группы в реакционную смесь постепенно при 

перемешивании добавляли 50 мг сухого водорастворимого карбодиимида (EDC) и 

оставляли на ночь в темноте при 5 С. Утром модифицированные частицы очищали 

промыванием бк/б 9.3 с использованием центрифуги (центрифуга/Вортекс, 9000 g  

7 мин / 1000 об/мин  30 сек).  
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Снятие Boc-защиты 

 Осадок модифицированных и очищенных ПС МКЧ редиспергировали с 

использованием Вортекса (1000 об/мин) в деблокирующей смеси, состоящей из 0.5 

мл метанола и 0.5 мл 6 М соляной кислоты. Реакцию деблокирования проводили в 

течение 2-х часов при комнатной температуре. 

После окончания реакции проводили смену среды на бк/б 9.3 использованием 

центрифуги и мешалки Вортекс (см. условия выше). Далее к 1.0 мл очищенной 

суспензии в бк/б 9.3 (2.5 масс. %) добавили 20 мкл раствора Cy5-NHS (0.6 мг/мл, 60 

мкг, 0.1 мкмоль) в ДМСО. Смесь перемешивали на мешалке Вортекс 8000 об/мин  

2 мин. Реакцию связывания метки проводили в течение 1.5 часов при комнатной 

температуре при перемешивании с использованием термошейкера (450 об/мин).  

Очистку модифицированных ПС МКЧ от несвязавшегося Cy5 проводили с 

использованием 0.01 М фосфатного буферного раствора рН 7.4 (ф/б 7.4). Для 

очистки проводили 15 серий центрифугирования/редиспергирования с применением 

мешалки Вортекс и ультразвуковой ванны: центрифуга/Вортекс/УЗ-ванна – 9000 g 

 7 мин / 1000 об/мин  1 мин / 5 мин).  

Исследование деградации ФЧ-линкера на поверхности ПС МКЧ 

50 мкл суспензии модифицированных ФЧ-линкером ПС МКЧ в ф/б 7.4 

помещали в микропробирки типа эппендорф объёмом 500 мкл, и добавляли 50 мкл 

ф/б 7.4. Микропробирки были разделены на 5 групп, по 3 в каждой (n = 3): интактный 

контроль, 20, 30, 60 и 120 мин облучения. По прошествии заданного времени 

облучения миропробирки центрифугировали 9000 g  7 мин. Количественную 

оценку деградации ФЧ-линкера проводили, измеряя флуоресценцию Сy5 

(λпогл/λиспуск = 646/662 нм) в надосадочной жидкости с использованием планшетного 

ридера Varioscan LUX. 

 

2.7.2.3 Исследование фоточувствительной наносистемы pLys-Геп-линкер 

С целью исследования влияния УФ-излучения на свойства полученных 

полимерных частиц pLys-Геп-линкер с различным количеством включенного 

линкера (мольные соотношения от 1:3:0.4 до 1:3:4), частицы облучали лазером с 

длиной волны 325 нм и мощностью 3 Вт/см2 на протяжении 60 минут. После 

облучения были исследованы гидродинамические размеры частиц методом ДРС. 
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2.7.3 Свойства термочувствительных частиц 

2.7.3.1  Термо- и pH-чувствительность привитых сополимеров 

Термо- и pH-чувствительное поведение водных растворов макромолекул Геп-

г-пИПААм и ХС-г-пИПААм исследовали методами светорассеяния и 

турбидиметрии на установке Photocor Complex, оснащенной датчиком Photocor-PD 

для регистрации интенсивности проходящего света. Растворы в интервале 

концентраций (0.4–5.0 мг/мл) исследовали при температурах от 15 до 76 °C при 

различных pH (от 1.5 до 7.4). Значение T изменяли с шагом 2-4 °C при низких 

температурах и с шагом 0.3-0.5 °C вблизи температуры разделения фаз. Данная 

процедура подробно описывалась ранее (Ivanova, et. al. 2017). После установления 

заданной температуры, определяли зависимости интенсивности рассеянного света I 

(при угле рассеяния 90°) и оптического пропускания I* от времени (t). Когда 

изменения I в процессе накопления и обработки автокорреляционной функции 

составляли менее 1% или когда I не изменялся вообще, получали распределение I по 

гидродинамическим радиусам Rh рассеивающих объектов. Вклад Si каждого типа 

присутствующих в растворах частиц в общую интенсивность светорассеяния 

оценивался по площади под кривой распределения I = f (Rh). Угол рассеяния света 

варьировался в диапазоне от 35 ° до 135 °. 

Для всех исследуемых растворов (Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм) при 

низких температурах время tравн, необходимое для достижения постоянных 

характеристик, составляло от 800 до 1200 с. При температурах, близких к области 

фазового расслоения, tравн иногда превышала 3600 с. Все обсуждаемые ниже 

результаты получены в условиях «равновесного» состояния системы, т.е. когда 

характеристики раствора остаются постоянными во времени. На протяжении всего 

эксперимента интенсивность рассеянного света изменялась на несколько порядков. 

Для сохранения линейности устройства по отношению к I зарегистрированное 

рассеяние света ослаблялось диафрагмами, что уменьшало мощность лазера, так что 

измеренное значение I не превышало 1.5 мГц. Для интенсивности светорассеяния 

относительная погрешность определения составила 0.5%. Экспериментальные 

ошибки определения оптического пропускания, гидродинамических радиусов 

частиц и их вклада в рассеяние света составляли 5-10%, соответственно. 
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2.7.3.2 Термочувствительность сшитых привитых сополимеров 

Размер, поверхностный заряд и зависимое от температуры поведение сшитых 

графт-сополимеров с различной степенью сшивки тиоловых групп с образованием 

дисульфидных связей от 10 до 100% были изучены с помощью динамического 

рассеяния света (Malvern Nano-ZS, Worcestershire, Великобритания), а также анализа 

отслеживания наночастиц (NTA, Nanosight, Malvern Instruments, Worcestershire, 

Великобритания). 

 

2.7.3.3 Ферментативная деградация Гепарин-графт-пИПААм 

Для исследования процесса деградации гепарина и сополимера Геп-г-

пИПААм использовали стандартный протокол, опубликованный ранее [223]. Были 

приготовлены следующие реагенты: Реагент A: 20 мМ Трис-HCl с 50 мМ хлорида 

натрия, 4 мМ хлорида кальция и 0.01% БСА. Приготовили 50 мл реагента А в 

деионизированной воде и довели pH до 7.5 при 25 °C добавлением 1 M соляной 

кислоты. Реагент Б: 2% раствор гепарина и 20% раствор Геп-г-пИПААм Г-5 

(Таблица 3.2) (поскольку содержание гепарина в сополимере Г-5 составляет 10%) в 

деионизированной воде. Реагент В: 50 мМ соляная кислота в деионизированной 

воде. Реагент Г: раствор гепариназы I (100-300 единиц/мл) готовили 

непосредственно перед использованием в холодном реагенте A. Для анализа 

Реагент A (0.375 мл) аккуратно смешивали с реагентом Б (0.05 мл) при комнатной 

температуре в тестовом и контрольном образцах. Далее к тестовому образцу 

добавляли реагент Г (0.075 мл), сразу же инверсивно перемешивали и инкубировали 

при 25 °C в течение 10 минут. Затем реагент В (2.5 мл) добавляли к тестовому и 

контрольному образцам для того, чтобы остановить реакцию. В конце эксперимента 

к контрольному образцу также добавляли реагент Г (0.075 мл) для того, чтобы 

исключить влияние гепариназы I на абсорбцию. Растворы перемешали и сразу же 

перенесли в кварцевые кюветы. Оптическую плотность тестового и контрольного 

образцов регистрировали при  = 235 нм на УФ-спектрофотометре Shimadzu (UV-

1800, Киото, Япония). Активность фермента по отношению к гепарину и Геп-г-

пИПААм рассчитывалась по следующей формуле: 

 

АФ =  
(A235,тест− А235,контр)×6×3×10

5.5 × 0.075
    (4) 
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где 6 - временной поправочный коэффициент от 10 мин до 1 ч согласно единице 

измерения, 3 - объем раствора для анализа (мл), 10 - коэффициент преобразования 

из 1 мкмоль в 0.1 мкмоль согласно единице измерения, 5.5 - миллимолярный 

коэффициент экстинкции продуктов ненасыщенной уроновой кислоты при 235 нм 

(мМ-1см-1), 0.075 - объем использованного фермента (мл). Полученные значения 

активности фермента представлены в единицах/мл фермента, где 1 единица означает 

потенциал образования 0.1 мкмоль ненасыщенной уроновой кислоты в час. 

Процедуру повторяли дважды. После измерения оптической плотности растворы 

центрифугировали через фильтр с отсеканием по молекулярной массе 3000 Да 

(Amicon Ultra, Merck Millipore, Дармштадт, Германия) и дополнительно измеряли 

оптическую плотность отфильтрованных ненасыщенных уроновых кислот для того, 

чтобы исключить вклад поглощения сополимера в результаты эксперимента. 

 

2.7.3.4 Исследование связывания термочувствительных полимеров с муцином 

Потенциальные мукоадгезивные свойства разработанных полимерных 

носителей изучали косвенными методами определения аффинности связывания 

макромолекул, а именно, методом микромасштабного термофореза и 

изотермической титрационной калориметрии. 

В основе анализа связывания молекул методом микромасштабного 

термофореза (ММТ) лежит принцип термофореза, заключающийся в направленном 

движении молекул в градиенте температуры, индуцированном направленным 

воздействием инфракрасного лазера. Метод ММТ высоко чувствителен ко всем 

типам изменений, вызванных связыванием, таким как размер, заряд, гидратная 

оболочка или конформация, что позволяет количественно оценить константы 

связывания молекул с высокой точностью [224]. Растворы взаимодействующих 

молекул вносятся в тонкие капилляры, в которых молекулы гомогенно 

распределяются с начальным сигналом флуоресценции. Далее, ИК-лазер 

активируется и флуоресцентный сигнал уменьшается в виде «Т-образного скачка». 

После выключения ИК-лазера диффузия молекул возобновляется. Сигналом 

связывания является наличие разницы между связыванием флуоресцентной 

молекулы с нефлуоресцентными лигандом или без него. Таким образом, ММТ 
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может детектировать даже слабые изменения конформации при связывании двух 

молекул в различных буферных системах. Преимуществом метода также является 

низкий расход образца и способность измерять константы диссоциации от пМ до 

мМ [225,226]. В ходе данной работы мы впервые применили метод ММТ в качестве 

быстрого скринингового инструмента для исследования мукоадгезивного 

потенциала различных полимеров. 

 

2.7.3.4.1 Метод изотермической титрационной калориметрии 

Методом изотермической титрационной калориметрии исследованы 

взаимодействия макромолекул сополимеров Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм с 

муцином в ФБР pH 7.4 при температуре 25 °С. Измерения выполнены с 

использованием прибора Nano ITC 2G компании TA Instruments (США), 

оснащенного золотой ячейкой объемом 1 мл. В ячейку калориметра помещали 

раствор муцина с концентрацией 2.5 мг/мл. По достижении термодинамического 

равновесия, что соответствовало стабилизации базовой линии, к содержимому 

ячейки добавляли раствор лиганда (сополимера) с концентрацией 25 мг/мл путем 23-

х последовательных инъекций по 10 мкл, интервал между которыми составлял 30 

минут. Система реагирующих компонентов непрерывно перемешивалась со 

скоростью 250 об./мин. Температура в ходе эксперимента поддерживалась с 

точностью ±0.00003 °С. Константа диссоциации рассчитывалась с использованием 

модели независимого связывания (Independent model) [227] и модели Хилла [228]. 

 

2.7.3.4.2 Метод микромасштабного термофореза 

Подготовка растворов 

Растворы Cy3-меченых Геп-г-пИПААм, Геп-г-пИПААм-SH/SS, ХС-г-

пИПААм, ХС-г-пИПААм-SH/SS и исходных полисахаридов (Геп и ХС) получали 

растворением в ФБР pH 7.4 с концентрацией 5 мг/мл. Навеску муцина растворяли в 

бидистиллированной воде с концентрацией 5 мг/мл и перемешивали в течение 

нескольких часов для переведения полимера в набухшее состояние и получения 

слабо вязкого раствора. Разбавления растворов осуществляли в соответствии с 

рекомендациями ПО Monolith NT.115. 

Взаимодействие привитых сополимеров с муцином 
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Проводили титрование графт-сополимеров различными концентрациями 

муцина, полученными путем его разбавления в 0.01 M ФБР pH 7.4. После 

смешивания сополимеров с муцином конъюгаты быстро переносили в стандартные 

капилляры и проводили измерения. 

Измерения связывания полимеров проводились при различных температурах: 

от 25 до 35 °C. Образцы анализировали на приборе Monolith NT.115 с 

использованием флуоресцентного детектора Nano-BLUE с мощностью возбуждения 

40%. Анализ аффинности связывания выполняли в соответствии со стандартным 

трехэтапным протоколом (предварительный тест автофлуоресценции, проверка 

связывания, титрование и определение констант связывания), учитывающего 

отсутствие изменения флуоресценции, адсорбции, агрегации и фотообесцвечивания, 

индуцированного лигандом. Все расчеты проводились с использованием 

программного обеспечения в экспертном режиме, флуоресценция детектировалась в 

течение 30 сек. Расчетные константы связывания (полумаксимальная эффективная 

концентраци или EC50) для взаимодействия сополимеров и муцина определяли с 

использованием модели Хилла. 

Анализ данных 

Полумаксимальную эффективную концентрацию (ЕС50) определяли с 

помощью программного обеспечения MO Binding Affinity (NanoTemper Technologies 

GmbH, Мюнхен, Германия) с использованием модели Хилла. Модель Хилла 

используется для количественной оценки сродства поливалентных взаимодействий 

и предоставляет информацию о степени кооперативности. В модели Хилла 

используется уравнение: 

𝑓(С) = 𝐹мишень +
𝐹комплекс−𝐹мишень

1+(
𝐸𝐶50

С
)

𝑛Хилл       (5) 

где f (С) - фракция, связанная при данной концентрации лиганда С, Fмишень - 

нормализованный сигнал флуоресценции мишени, Fкомплекс - сигнал флуоресценции 

комплекса, EC50 - полумаксимальная эффективная концентрация, а nХилл - 

коэффициент Хилла. 

Модель Хилла позволяет определить EC50 вместо Kd, поскольку используется 

для не эквивалентных (1:1) взаимодействий, имеющих кооперативный характер, в 

которых отдельные сайты связывания различаются по своей аффинности. В таких 

случаях аффинность (Kd) отдельных сайтов связывания не может быть определена 
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напрямую, в то время как ЕС50 является параметром, позволяющим оценить как 

сродство молекул, так и кооперативность взаимодействий. Коэффициент Хилла 

nХилл описывает степень кооперативности взаимодействия: nХилл>1 указывает на 

положительную кооперативность, в то время как nХилл<1 - на отрицательную 

(https://nanotempertech.com/nanopedia). 

Оптимальный временной интервал для оценки связывания определялся 

вручную путем выбора участка с высоким отношением сигнал/шум (>5). Сигнал 

флуоресценции выбранной области (горячая область) после нагрева был 

нормализован относительно начальной флуоресценции до нагрева (холодная 

область, до включения ИК-лазера). 

 

2.7.3.5  Исследование связывания термочувствительных полимеров с 

дексаметазоном методом ММТ 

Исследование сродства полимерных носителей к лекарствам и установление 

факторов, влияющих на эффективность взаимодействия, является чрезвычайно 

важным инструментом повышения биодоступности препаратов. В данной работе 

проведено изучение сродства дексаметазона фосфата к полученным флуоресцентно-

меченым графт-сополимерам и ковалентно сшитым НЧ методом ММТ. 

Подготовка растворов 

Растворы флуоресцентно Cy3-меченых Геп-г-пИПААм, Геп-г-пИПААм-

SH/SS, ХС-г-пИПААм, ХС-г-пИПААм-SH/SS и исходных полисахаридов (Геп и 

ХС) получали растворением образцов в ФБР pH 7.4 в концентрации 5 мг/мл. 

Лиофилизат дексаметазона фосфата растворяли в стерильной деионизованной воде 

в концентрации 10 мг/мл. Разбавления растворов осуществляли в соответствии с 

рекомендациями ПО Monolith NT.115. 

Проведение эксперимента 

Проводили титрование графт-сополимеров различными концентрациями 

дексаметазона фосфата, полученными разбавлением в 0.01 M ФБР pH 7.4. 

Флуоресцентно меченые сополимеры использовали в качестве мишени при 

фиксированных минимальных концентрациях. После 30 мин инкубации конъюгаты 

графт-сополимеров с дексаметазоном осторожно перемешивали с помощью 

пипетки и затем переносили в капилляры.  
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Все измерения связывания полимеров проводили при температурах от 25 до 

35 °C. Образцы анализировали с использованием прибора Monolith NT.115 с 

флуоресцентным детектором Nano-BLUE с мощностью возбуждения 40%. Анализ 

аффинности связывания выполняли в соответствии со стандартным трехэтапным 

протоколом (предварительный тест автофлуоресценции, проверка связывания, 

титрование и определение констант связывания), учитывающего отсутствие 

изменения флуоресценции, адсорбции, агрегации и фотообесцвечивания, 

индуцированного лигандом. Все расчеты проводились с использованием 

программного обеспечения в экспертном режиме, флуоресценция детектировалась в 

течение 30 сек. Расчетные константы связывания (полумаксимальная эффективная 

концентраци или EC50) для взаимодействия сополимеров и дексаметазона 

определяли с использованием модели Хилла. 

 

2.8 Создание инкапсулированных форм лекарственных препаратов на 

основе разработанных полимерных наносистем 

2.8.1 pH-чувствительные системы доставки генетических конструкций 

2.8.1.1  Инкапсулирование олигонуклеотида 

Метод инкапсулирования заключался в добавлении водного раствора Cy3-

меченого дуплекса олиго-dT-dA (2 мкл, 200 пмоль) к водному раствору 

диспергированного хитозана с последующим добавлением раствора гепарина. Далее 

раствор частиц перемешивали на шейкере в течение 5 минут и очищали 

ультрафильтрацией (10 000 g, 4 °C, 20 мин.) с использованием микропробирок с 

мембранными фильтрами (10000 MWCL, Amicon Ultra 0.5 мл, Merck, Дармштадт, 

Германия). Контроль количества не связавшегося олигонуклеотида в фильтрате и 

определение эффективности инкапсулирования проводили флуориметрически с 

использованием предварительно построенной калибровочной зависимости 

(λпогл/испуск = 546/566 нм, ε = 1 551 935 л/(моль·см)). 

Расчет количества инкапсулированного Сy3-Олиго-dT-dA осуществляли по 

закону Бугера-Ламберта-Бера (формула (3)), используя измеренное значение 

коэффициента молярной экстинкции. Эффективность инкапсулирования (ЭИ) 

определяли по следующей формуле: 

    ЭИ, % =
𝑄0−𝑄несв 

𝑄0
× 100 %        (6) 
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где 𝑄0 – количество вещества, взятого для инкапсулирования в наночастицы; 𝑄несв 

– количество не связавшегося вещества (количество вещества в супернатанте).  

 

 

2.8.1.2 pH-чувствительное высвобождение олигонуклеотида 

pH-чувствительное высвобождение флуоресцентно меченного дуплекса Cy3-

олиго-dT-dA из НЧ хитозан-гепарин и хитозан измеряли в течение 4 ч с 

использованием 100 мкл образца, разбавленного 300 мкл среды для высвобождения. 

Среды для высвобождения представляли собой буферные растворы с различным pH: 

буферный раствор, имитирующий среду поздних эндосом (MES pH 6.3), лизосом 

(MES pH 4.5), цитозоля (ФБР pH 7.4). Образцы термостатировали при 37 оC в 

пробирках с мембранным фильтром (30 000 MWCL, Amicon Ultra 0.5 мл, Merck, 

Дармштадт, Германия) и перемешивали со скоростью 1000 об/мин. Через заданные 

промежутки времени пробирки центрифугировали при 10 000 g в течение 15 мин. 

Фильтраты собирали и измеряли флуоресценцию для того, чтобы оценить 

количество высвободившегося олигонуклеотида (λпогл = 550 нм, λиспуск = 570 нм). 

Линеаризацию полученных кинетических кривых проводили с применением 

математических моделей Хигучи (Higuchi), Хиксона-Кроуэла (Hixon-Crowell) 

Корсмейера-Пеппаса (Korsemeyr-Peppas) и Бэйкера-Лонсдейла (Baker-Lonsdale) 

[229].  

 

2.8.2 Фоточувствительные системы доставки генетических конструкций 

2.8.2.1 Инкапсулирование олигонуклеотида и плазмидной ДНК 

Аналогично методике, описанной в п. 2.7.2.1, водный раствор Cy3-меченого 

дуплекса олиго-dT-dA (2 мкл, 200 пмоль) добавляли к водному раствору pLys (0.075 

мг), связанного с фоточувствительным линкером (0.3 мг), с последующим 

добавлением раствора гепарина (1.05 мг). Процедура инкапсулирования, очистки и 

определения эффективности инкапсулирования флуоресцентно меченого 

олигонуклеотида аналогична п. 2.7.2.1. 

Плазмидная ДНК (пДНК) была конденсирована в частицы pLys-Геп-линкер 

по вышеописанной методике. Для оценки влияния гепарина на взаимодействие pLys 

с пДНК проводили тест интеркаляции бромистого этидия в ДНК. Эксперимент 
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проводили в 96-луночных планшетах в 0.1 М ФБР pH 7.4. В качестве сравнения 

использовали максимальную флуоресценцию, полученную при интеркаляции EtBr 

(4 мкг/мл) плазмидной ДНК (0.6 мкг/лунку). Полимеры (pLys, пДНК и геп) 

добавляли в лунки при различных зарядовых соотношениях +/-. Количество 

положительных зарядов принималось как количество ε-NH3
+ групп Lys, а 

количество отрицательных зарядов - количество PO4
- групп ДНК или SO3

- групп 

гепарина. Флуоресценцию EtBr измеряли с использованием флюоресцентного 

ридера Varioscan для планшетов при λпогл = 530 нм и λиспуск = 590 нм. Были проведены 

два типа экспериментов с EtBr: (1) изучали взаимодействие НЧ и пДНК при 

различных соотношениях +/- в отсутствие гепарина в среде, а также при добавлении 

гепарина к комплексам с 4- и 8-кратным избытком заряда -/+; (2) Во втором 

эксперименте комплекс НЧ-пДНК образовывался при 10-кратном избытке заряда +/-  

и изучалось вытеснение пДНК из комплекса в отсутствие гепарина и с добавлением 

гепарина с получением 4- и 8-кратного избытка заряда -/+. Дополнительно 

полученные комплексы c пДНК исследовали с использованием метода 

электрофореза в агарозном геле. Для этого 24 мкл каждого комплекса загружали в 

1% агарозный гель в буферном растворе трис-бората ЭДТА (TBE), pH 8.0. 

Электрофорез образцов проводили при 100 В в течение 1.5 ч, гели окрашивали в 

растворе EtBr (0.5 мкг/мл) в течение 30 мин, затем детектировали с помощью УФ-

ридера Varioscan. 

 

2.8.2.2 Фоточувствительное высвобождение олигонуклеотида из наночастиц 

pLys-Геп-линкер  

Фотоиндуцированное высвобождение флуоресцентно меченого дуплекса 

Cy3-олиго-dT-dA, инкапсулированного в НЧ на основе pLys-Геп, содержащего ФЧ-

линкер, проводилось с использованием лазерного облучения при  = 325 нм. Для 

этого образец НЧ в ФБР pH 7.4 помещали в термошейкер при 37 °С и выдерживали 

в течение 20 минут. Далее образец подвергали облучению лазером на протяжении 

30 минут, осаждали наночастицы с помощью центрифугирования и собирали весь 

надосадочный раствор. Концентрацию высвободившегося Су3-олиго-dT-dA в 

надосадочной жидкости определяли флуорометрически (λпогл = 550 нм, λиспуск = 570 

нм). 
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Количество высвободившегося Cy3-олиго-dT-dA рассчитывали по 

представленной ниже формуле: 

                        𝑄высвобод, % =
𝐶×𝑉

𝑄0
× 100%    (7) 

где Q0 – количество Cy3-олиго-dT-dA, взятого для инкапсулирования в НЧ; 𝑄высв – 

количество высвободившегося олигонуклеотида; С – концентрация 

высвободившегося олигонуклеотида в фильтрате или надосадочной жидкости; V– 

объем фильтрата после ультрацентрифугирования образца или объем надосадочной 

жидкости. 

2.8.3 Термочувствительные системы доставки малых молекул 

2.8.3.1 Инкапсулирование дексаметазона 

Инкапсулирование дексаметазона фосфата проводили следующим образом: 

0.1 мл раствора дексаметазона с концентрацией 10 мг/мл добавляли к 1.0 мг 

сополимера Геп-г-пИПААм, Геп-г-пИПААм-SH/SS, ХС-г-пИПААм или ХС-г-

пИПААм-SH/SS, растворенного в 1 мл 0.01 M ФБР, pH 7.4. Смесь перемешивали 30 

мин при 35 °C. Отделение не включенного в частицы дексаметазона проводили 

ультрацентрифугированием раствора через мембрану (3000 MWCO, Amicon Ultra, 

Merck Millipore, Дармштадт, Германия) при 10 000 g. Наночастицы дважды 

промывали 0.01 M ФБР pH 7.4 при 25 °C. Для расчета эффективности 

инкапсулирования УФ-поглощение фильтрата измеряли при  = 241 нм ( = 55,88 

л·г·см-1) с использованием спектрофотометра NanoVue (GE Healthcare, Южный Сан-

Франциско, Калифорния, США). Эффективность инкапсулирования (ЭИ) 

определяли по формуле (6).  

 

2.8.3.2  Термочувствительное высвобождение дексаметазона 

Для изучения высвобождения инкапсулированного дексаметазона фосфата 

500 мкл коллоидного раствора наногелей в 0.01 M, ФБР pH 7.4 переносили в камеру 

быстрого равновесного диализа (RED) с мембраной 8000 MWCO (Thermo Fisher 

Scientific, США), затем приемную буферную камеру заполняли 750 мкл 0.01 M ФБР 

pH 7.4 или другим буферным раствором для изучения pH-зависимого 

высвобождения. Затем планшет с диализными камерами накрывали 

герметизирующей лентой и инкубировали при 25 °C и 35 °C на орбитальном 

шейкере со скоростью вращения 300 об/мин. Инкубирование свободного 
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неинкапсулированного дексаметазона против подходящего буферного раствора 

использовали в качестве контроля. После заданных интервалов времени (1, 3, 6, 12, 

24 и 32 ч) 100 мкл образца из приемной буферной камеры переносили для 

спектрофотометрического анализа при  = 241 нм ( = 55.88 л×г×см-1) и объем 

пополняли новым подходящим буферным раствором. 

Высвобождение лекарственного вещества (%) оценивали как общее 

количество лекарственного средства, обнаруженного в супернатанте в момент 

времени t, относительно количества первоначально инкапсулированного препарата. 

 

2.9 Биологические свойства разработанных носителей 

2.9.1 Анализ цитотоксичности 

2.9.1.1 Цитотоксичность наночастиц хитозан-гепарин 

Цитотоксичность определяли с использованием 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-

2,5-дифенилтетразолиум бромида (МТТ). Изучали токсичость наночастиц хитозан-

гепарин, а также исходных реагентов для их получения. Нормальные человеческие 

кератиноциты (NHK) высевали в 96-луночный планшет в количестве 104 клеток на 

лунку (TPP, Trasadingen, Швейцария). После 24 часов инкубирования, проводили 

стимуляцию клеток наночастицами в концентрации 0.05 и 0.005% масс./об. в КGM 

(keratinocyte growth medium, питательная среда кератиноцитов), в течение 24 и 48 ч. 

После инкубирования клеток с наночастицами, отбирали всю жидкую среду и 

добавляли 100 мкл МТТ раствора (5 мг/мл в ФБР) в каждую лунку, инкубировали 

клетки в течение 4 ч. Далее осторожно удаляли супернатант и лизировали клетки в 

50 мкл ДМСО (Carl Roth GmbH, Германия) в течение 10 минут для растворения 

кристаллов соли формазана. Измеряли абсорбцию при длине волны 540 нм 

(FLUOstar Optima, BMG Labtech, Offenburg, Германия). Все эксперименты были 

произведены трижды. В качестве позитивного контроля использовали добавку 

0.005% масс./об. додецил сульфата натрия (SDS, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 

Германия), 10% об./об. ФБР использовался как контроль растворителя. Среднее 

значение контроля растворителя принимали за 100% выживаемости. Клеточная 

жизнеспособность ниже 75% свидетельствует о токсичности образца. 

Для дополнительной оценки цитотоксичности частиц использовали тест с 

красителем трипановым синим, проникающим лишь в нежизнеспособные клетки и 
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окрашивающим их в синий цвет. В аналогичных условиях клетки инкубировали с 

частицами в течение 24 часов при 37 оC и 5% CO2. Затем к суспензии клеток 

добавляли равное количество 0.4% красителя трипанового синего. Смесь 

инкубировали менее трех минут при комнатной температуре. Все клетки (синие и 

прозрачные) подсчитывали на гемоцитометре с использованием светового 

микроскопа. Результаты выражали в процентном отношении синих 

нежизнеспособных клеток к общему количеству клеток. 

 

2.9.1.2  Цитотоксичность наночастиц pLys-Геп  

Для оценки токсичности наночастиц pLys-Геп использовали клетки роговицы 

(HCE), клетки почек эмбриона человека (HEK 293), эмбриональные фибробласты 

мышей (NIH 3T3). Цитотоксичость наночастиц на основе pLys-геп, содержащих в 

своей структуре фоточувствительный линкер, исследовали спектрофотометрически 

с использованием реагента CellTiterBlue (CTB). Данный метод основан на 

способности живых клеток восстанавливать практически не флуоресцирующий 

резаурин в резоруфин, обладающий высоким уровнем флуоресценции. Клетки 

культивировали в 96-луночных планшетах. В каждую лунку высеивали по 8000 

клеток в 100 мкл культуральной среды. Через 24 ч инкубирования с питательной 

средой клетки прикреплялись ко дну планшета. После чего среду удаляли, а к 

клеткам добавляли раствор наночастиц в питательной среде в концентрациях от 3.91 

до 1000 мкг/мл. Каждая точка имела три повтора. После инкубирования клеток с 

наночастицами в течение 24 и 72 ч, отбирали всю жидкую среду и добавляли в 

каждую лунку по 100 мкл раствора CTB в базальной среде (соотношение базальная 

среда к CTB 10:1), инкубировали клетки при 37 С в течение 1 ч. Степень клеточной 

гибели измеряли по CTB флуоресценции (погл = 544 нм, фл = 590 нм). Для 

достижения корректности значения фона раствора от значений флуоресценции 

раствора клеток, инкубированных с частицами, а также контрольных растворов, 

вычитали значения флуоресценции растворов из лунок, содержащих только среду с 

CTB. Полученные результаты нормировали относительно отрицательного контроля, 

аналогично п.2.8.1.1. Измеренную флуоресценцию в контрольных лунках, где к 

клеткам не были добавлены исследуемые частицы, приравнивали к 100% и 

определяли процент выживших клеток по формуле: 
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% выживаемости клеток =
флуоресценция_эксперимент

флуоресценция_контроль
× 100%  (8) 

Жизнеспособность клеток ниже 75% свидетельствовала о токсичности образца. 

 

2.9.1.3  Цитотоксичность Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм 

Цитотоксичность Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм изучали с использованием 

реакции восстановления 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий 

бромида (МТТ-тест). Линии клеток пигментного эпителия сетчатки человека 

(ARPE-19) и эпителия роговицы человека (HCE) высеивали в 96-луночные 

планшеты с плотностью клеток 2х104 и 2.3х104 клеток на лунку, соответственно. 

Клетки культивировали в соответствующих средах, приготовленных по протоколам, 

описанным в разделе в 2.1. Через 24 ч клеточную среду заменяли на свежую и 

сополимеры добавляли к клеткам в различных концентрациях от 0.004 до 0.5 мг/мл. 

Каждая точка имела два повтора. Клетки подвергали воздействию сополимеров в 

течение 24, 48 и 72 часов, используя 150 мкл жидкости в каждой лунке. По 

прошествии заданных промежутков времени среду с полимерами осторожно 

удаляли и в каждую лунку добавляли 10 мкл раствора МТТ (5 мг/мл в DMEM F-12; 

фильтровали через 0.45 мкм) со 100 мкл свежего DMEM F-12. Клетки инкубировали 

2 ч при 37 °C и 5% CO2. Затем в каждую лунку добавляли 100 мкл лизирующего 

буфера с додецилсульфатом натрия и диметилформамидом, и клетки инкубировали 

в течение 3 ч при 37 °C и 5% CO2. Оптическую плотность содержимого лунок 

измеряли при 570 нм с использованием спектрофотометра для микропланшетов 

(Viktor 2, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Отрицательный контроль представлял 

собой DMEM F-12 (необработанные клетки) и 10% ФБР pH 7.4 в DMEM F-12 

(контроль растворителя). Среднее значение контроля растворителя было 

установлено как 100% жизнеспособность клеток. Выживаемость клеток 

рассчитывали по следующему уравнению: 

% выживаемости =  
Абсэксп− Абсконтр

Абсклетки− Абсконтр
× 100%     (9) 

 

2.9.1.4  Исследование безопасности привитых сополимеров in vivo 

Растворы сополимеров вводили дважды в день, в 8:00 и 16:00, в течение пяти 

дней. Крыс держали в неподвижном состоянии и в один глаз вводили объем 10 мкл, 
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содержащий полимер (с концентрацией 10 мг/мл), при этом другой глаз оставляли 

без лечения. Обработанный глаз оставляли открытым в течение 15 секунд после 

введения и далее наблюдали за поведением, указывающим на раздражение 

(моргание, мотание головой и чистка глаза лапами) в течение минуты. За глазами 

наблюдали с использованием стереомикроскопа до первого введения и через четыре 

дня после последнего введения. Каждый полимер вводили четырем крысам и двум 

крысам вводили контрольное вещество – 10 мкл ФБР. 

 

2.9.2 Исследование способности разработанных частиц к проникновению 

внутрь клеток 

2.9.2.1  Проникновение наночастиц хитозан-гепарин с Cy5-миРНК, 

ингибирующей выработку фактора роста эндотелия сосудов 

Способность НЧ хитозан-гепарин проникать в клетки ARPE-19 оценивалась с 

использованием Cy5-меченой двухцепочечной миРНК, ингибирующей выработку 

фактора роста эндотелия сосудов (анти-ФРЭС), в комплексе с полимерами. В 

каждую лунку с предварительно выращенными клетками ARPE-19 с плотностью 

5×104 клеток/лунку добавляли 0.1 нмоль Cy5-миРНК в комплексе с хитозаном или 

хитозан-гепарин НЧ с различным содержанием гепарина (2:1; 1:2; 1:4 мол. 

соотношение хитозан:гепарин; мол. соотношение хитозан:миРНК (N/P) = 4.6). 

Клетки инкубировали с наночастицами в бессывороточной среде в течение 4 

ч, затем среду удаляли и клетки промывали 1 М NaCl для удаления непроникших 

частиц. После этого добавляли 100 мкл DMEM-F12, содержащего двойные 

стандартные концентрации ЭБС, пенициллина и стрептомицина, и инкубировали в 

течение еще 20 ч. В качестве контроля использовали трансфекцию клеток с Cy5-

миРНК без полимеров. 

Через 24 ч клетки фиксировали в лунках в течение 15 мин при 37 оC с 

использованием 200 мкл 3.7% смеси формальдегида и метанола. После этого клетки 

трижды промывали ФБР. Для окрашивания клеточные мембраны делали 

проницаемыми с использованием 0.2% Triton X-100 в ФБР в течение 15 мин. 

Клеточные ядра окрашивали Hoechst (1 мкг/мл) в течении 30 мин. Затем клетки 

промывали ФБР и для удаления соли трижды промывали стерильной водой по 2 мин. 

Затем клеточные мембраны окрашивали CellMask Green Plasma Membrane Stain (λпогл 
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= 522 нм, λиспуск = 535 нм; Thermo Fischer Scientific, Великобритания) в соответствии 

с протоколом производителя. 

Эффективность проникновения частиц в клетки определяли по интенсивности 

флуоресценции Cy5-миРНК (λпогл = 650 нм, λиспуск = 670 нм). 

 

2.9.2.2  Проникновение наночастиц Сy5-pLys-Геп 

В лунки 8-ми луночного планшета высевали по 20 000 клеток в 300 мкл среды 

и оставляли культивироваться на 24 ч. После образования клетками монослоя, 

культуральную среду замененяли на суспензию Cy5-меченых частиц, разбавленных 

до 200 мкл культуральной средой (C = 50 мкг/мл). Клетки инкубировали в течение 4 

часов, затем среду удаляли и промывали 0.01 М ФБР pH 7.4, нагретым до 

температуры 37 С. Культуру клеток фиксировали 3.7% раствором формальдегида и 

метанола (200 мкл на лунку) при комнатной температуре в течение 10 минут, после 

чего жидкость над клетками удаляли. Для детектирования локализации ядер клетки 

окрашивали красителем DAPI (1 мкг/мл DAPI в буфере Макильвейна pH 6.8). Клетки 

окрашивали (200 мкл раствора красителя на лунку) на протяжении 10 минут. 

Фотографии были получены с использованием флуоресцентного микроскопа при 

20х увеличении. 

 Для получения количественных данных о внутриклеточном проникновении 

применяли метод проточной флуоресцентной цитометрии. В каждую лунку 6-

луночного планшета высеивали по 200 000 клеток в 2 мл культуральной среды. Через 

24 ч среду заменяли на 1 мл суспензии Cy5-меченных наночастиц, разбавленных 

средой (C = 50 мкг/мл).  Клетки инкубировали на протяжении 5 и 30 минут, 1, 2, 4, 8 

и 24 часов. После заданного времени среду из лунки удаляли, клетки дважды 

промывали 0.01 М фосфатным буферным раствором pH 7.4, нагретым до 

температуры 37 С. Для открепления клеток с поверхности планшета, в лунку 

добавляли 500 мкл раствора трипсина, инкубировали при 37 С на протяжении 5 

минут, после чего клетки переносили в культуральную среду (500 мкл). Полученную 

смесь ресуспендировали и центрифугировали в течение 5 минут. Удаляли 

надклеточный супернатант и тщательно перемешивали клетки в 500 мкл 0.01 М ФБР 

pH 7.4. В качестве контроля использовались клетки, не инкубированные с 

наночастицами. 
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2.9.3 Исследование способности разработанных носителей доставлять 

лекарства в клетки или ткани 

2.9.3.1  Трансфекция ARPE-19 с использованием pH-чувствительных частиц с 

пДНК 

Трансфекцию клеток ARPE-19 проводили с использованием наночастиц 

хитозана и хитозан-гепарина с инкапсулированной пДНК (pEGFP-C2). Подготовка 

клеток осуществлялась в соответствии с методикой, описанной в п. 2.9.2.1. В лунки 

с клетками добавляли 10 мкл 0.02 мг/мл (200 нг) хитозана или НЧ хитозан-гепарина 

с различными концентрациями гепарина (2:1; 1:2; 1:4 мол. отношения 

хитозан:гепарин), содержащие 100 нг pEGFP-C2, (мол. соотношение хитозан:пДНК 

= 2:1; N/P = 4.6).  

Инкубирование клеток с наночастицами и отмывка осуществлялись согласно 

протоколу, описанному в п. 2.9.2.1. Эффективность трансфекции определяли по 

интенсивности флуоресценции GFP (λпогл = 488 нм, λиспуск = 509 нм). Эффективность 

трансфекции представлена в процентном соотношении флуоресценции сигнала GFP 

обработанных наночастицами клеток к средней флуоресценции клеток, 

обработанных pEGFP-C2 без полимеров. 

 

2.9.3.2  Ингибирование фактора роста эндотелия сосудов с использованием pH-

чувствительных частиц с миРНК 

Эффективность РНК-интерференции анти-ФРЭС миРНК, содержащей 27 п.н., 

в комплексе с НЧ хитозан-гепарин оценивалась на клетках ARPE-19. ARPE-19 

высевали в 24-луночный планшет плотностью 2×105 клеток/лунку в 

соответствующей клеточной среде. Через 12-24 ч после образования клетками 

монослоя среду удаляли, в каждую лунку добавляли 500 мкл бессывороточной 

среды DMEM-F12. Затем в каждую лунку добавляли 1 нмоль миРНК в комплексе с 

НЧ хитозан-гепарин (мол. соотношение хитозан:гепарин 2:1, 1:2, 1:4; мол. 

соотношение хитозан:миРНК составляло = 4:1). Для исследования РНК-

интерференции в отсутствие двухцепочечной анти-ФРЭС миРНК к клеткам 

добавляли НЧ хитозан-гепарин с РНК, содержащей рандомные последовательности 
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(миРНК контроль) в аналогичных условиях. После 4 ч инкубации среду заменяли на 

свежую, и клетки дополнительно культивировали в течение 48 ч. 

РНК-интерференцию против фактора роста эндотелия сосудов (ФРЭС) 

оценивали, детектируя уровень экспрессии ФРЭС мРНК с помощью полимеразной 

цепной реакции с обратной транскрипцией. В качестве внутреннего стандарта 

использовали РНК-интерференцию «house keeping gene» (т.н. «гена домашнего 

хозяйства») глицеральдегидфосфатдегидрогеназы (ГАФД), катализирующую одну 

из реакций гликолиза клеток. Экстракцию всех РНК проводили с использованием 

набора для экстракции РНК от Biosilica в соответствии с протоколом производителя 

(Biosilica, Новосибирск, Россия). Концентрацию РНК определяли на основе УФ-

поглощения при 260 нм. Затем с помощью набора MMLV RT (Евроген, Москва, 

Россия) синтезировали 60 нг комплементарной ДНК (кДНК). Далее проводили ПЦР 

с обратной транскрипцией с использованием 12 нг кДНК и соответствующих 

праймеров: прямой ФРЭС, обратный ФРЭС, прямой к ГАФД и обратный ГАФД. 

Анализ проводили с использованием qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Москва, Россия) 

согласно протоколу производителя. ПЦР состояла из 45 циклов амплификации: 95 

°C в течение 30 с, 55 °C в течение 30 с и 72 °C в течение 45 с. 

 

2.9.3.3  Подавление экспрессии гена GFP фоточувствительными частицами с 

миРНК 

Фибробласты мышей NIH 3T3, продуцирующие зеленый флуоресцентный 

белок, использовали для тестирования эффективности подавления выработки GFP-

белка молекулами миРНК. Для этого в лунку 96-луночного планшета высаживали 

по 2000 клеток в 100 мкл среды. Через 24 часа среду удалляли и в каждую лунку 

добавляли 200 мкл суспензии наночастиц в культуральной среде, содержащих 0.8 

мкг миРНК, а также соответствующее количество pLys (0.7 мкг) и геп (2 мкг). В 

качестве контрольного образца использовали полиплекс ПЭИ (1.1 мкг) с миРНК. 

Через 3 суток после трансфекции методом проточной цитометрии и флуоресцентной 

микроскопии оценивали интенсивность флуоресценции. 
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2.9.3.4  Трансфекция HCE фоточувствительными частицами с пДНК 

Клетки HCE высевали в 48-луночный планшет с концентрацией 50 000 клеток 

на лунку в соответствующей клеточной среде. Через 24 часа удаляли клеточную 

среду и добавляли 300 мкл свежей порции в каждую лунку. Далее в каждую лунку 

добавляли 50 мкл наночастиц, содержащих 1 мкг плазмидной ДНК (пДНК), несущей 

репортерный ген люциферазы светляков, и соответствующее количество pLys и Геп 

(массовое соотношение [Геп]:[pLys]:[пДНК] от 60:20:1 до 1.5:0.5:1, мкг:мкг:мкг). 

Клетки инкубировали с частицами в течение 4-5 часов при 37 °С, далее удаляли 

надклеточную жидкость и добавляли 400 мкл свежей среды. Через 24 часа отбирали 

150 мкл надклеточной жидкости, а после 48 часов – оставшиеся 250 мкл 

надклеточной жидкости. Анализ количества экспрессированной люциферазы 

проводили с использованием набора Gaussia Luciferase kit (Thermo Scientific): 

переносили 20 мкл каждого образца в 96-луночный планшет, добавляли субстрат из 

набора Gaussia Luciferase kit и измеряли люминесценцию (λпогл = 485 нм; λиспуск = 535 

нм). Расчет эффективности трансфекции проводили относительно полиплекса 

ПЭИ/пДНК. 

 

2.9.3.5 Фармакодинамический эффект снижения внутриглазного давления при 

использовании термочувствительных частиц с ингибитором 

карбоангидразы 

Исследование удерживания лекарств на роговице глаза проводили с 

использованием наночастиц привитых сополимеров с ингибитором карбоангидразы 

(ИКА), способным снижать внутриглазное давление (ВГД) нормотензивных 

кроликов. Для этого ИКА растворяли в ФБР (C = 10 мг/мл) и затем инкубировали с 

сополимерами при 35 °C (процедура инкапсулирования, описанная для 

дексаметазона фосфата) в течение 30 минут для получения инкапсулированной 

формы ИКА. Для того, чтобы убедиться, что полученные глазные капли изотоничны 

и имеют нейтральный pH, измеряли осмолярность и pH с помощью автоматического 

осмометра Osmostat OM-6020 (Kagaku Ca. Ltd.). Раствор ИКА без полимеров 

использовали для сравнения результатов изменения ВГД. В качестве контроля также 

использовали коммерчески доступный препарат для снижения ВГД – дорзоламид. 

Перед началом эксперимента была проведена проверка модели на животных и 
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некоторые предварительные эксперименты для того, чтобы приучить животных к 

измерениям и получить исходную информацию об изменчивости отдельных 

животных, парных глаз, дней и циркадного ритма. Каждое лекарство наносили в 

виде одной глазной капли в объеме 25 мкл на левый глаз кролика, при этом правый 

глаз оставался интактным. После введения лекарств кроликов держали 

неподвижными в течение одной минуты. Тонометр (TonoLab, Icare Finland Ltd.) 

использовался для измерения ВГД. Во всех экспериментах ВГД для одного и того 

же глаза измеряли шесть раз, наименьшие и наибольшие значения исключали, а для 

расчета значения для данной временной точки использовали среднее из четырех 

центральных значений. ВГД пяти нормотензивных кроликов измеряли в обоих 

глазах до введения растворов лекарств и через 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 и 8 часов после 

терапии. Все эксперименты проводились с 8:00 до 17:00. Период вымывания между 

каждым тестом составлял не менее четырех дней. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1 Синтез компонентов для получения стимул-чувствительных 

полимерных систем 

3.1.1 Cинтез поли(L-лизина) 

Для получения фоточувствительных частиц на основе интерполиэлектролитного 

комплекса (ИПЭК) в качестве поликатиона использовали синтетическую 

полиаминокислоту поли(L-лизин), представляющую положительно заряженный 

гомополимер аминокислоты L-лизина, заряд которой обусловлен наличием ε-

аминогруппы в боковой цепи. Наличие положительного заряда обуславливает 

электростатические взаимодействия с полиэлектролитом, несущим отрицательный 

заряд. 

N-карбоксиангидрид (N-КА) ε-карбоксибензил-L-лизина был получен 

методом циклизации Lys(Z) при его взаимодействии с фосгеном, выделяющимся в 

реакционной смеси из трифосгена (Рис. 1 а). С целью предотвращения протекания 

побочных реакций использовали защищенное по аминогруппе производное лизина 

Lys(Z). Для связывания выделяющегося в процессе реакции HCl и предотвращения 

побочных реакций в реакционную смесь добавляли акцептор α-пинен [230]. Выход 

N-KA ε-карбоксибензил-L-лизина составил 83%. 

Синтез pLys различной молекулярной массы (ММ) осуществляли методом 

полимеризации с раскрытием цикла N-KA аминокислоты (Рис. 3.1 б). С целью 

контроля молекулярной массы использовали различные соотношения концентрации 

мономера и инициатора, что позволило получить гомополимеры pLys(Z) c заданной 

длиной цепи и характеризующиеся низкой дисперсностью (Рис. 3.1 г). 

После получения конечного продукта Z-защиту снимали обработкой 

полимера трифторуксусной и трифторметансульфокислотой (Рис. 3.1 в). Структура 

полученного полимера исследована с помощью 1H ЯМР-спектроскопии (Рис. 3.2). 

Для дальнейших исследований использовали использовали образец 5, ввиду 

наиболее низкой молекулярной массы и наименьших размеров получаемых 

наночастиц. 
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Рисунок 3.1 − Схема синтеза N-карбоксиангидрида ε-карбоксибензил-L-лизина (а), 

полимеризации N-КА Lys(Z) (б), реакции обрыва цепи и деблокирования ε-

аминогруппы pLys(Z). Молекулярно-массовые характеристики pLys, полученные 

методом ГПХ с использованием пММА стандартов (г). 

 

 
Рисунок 3.2 − 1H ЯМР-спектр поли(L-лизина). 

 

3.1.2 Синтез фоточувствительного линкера 

Для получения линкера, способного взаимодействовать как с аминогруппами 

pLys, так и с карбоксильными группами гепарина, 4-бромметил-3-нитробензойная 

кислоту модифицировали моно-Boc-защищенным этилендиамином, проводя 

реакцию нуклеофильного замещения брома. Структура полученного соединения, 

которое в дальнейшем будет называться линкером, подтверждена методом 1H ЯМР 

(Рис. 3.3). 
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Рисунок 3.3 − 1H ЯМР-спектр 4-(((2-((трет-бутоксикарбонил)амино)этил)-

амино)метил)-3-нитробезойной кислоты (DMSO-d6). 

 

3.1.3 Синтез термочувствительных привитых сополимеров Геп-г-пИПААм и 

ХC-г-пИПААм 

 

 

Рисунок 3.4 − Схема cинтеза сополимеров на основе гепарина и хондроитин 

сульфата с привитыми цепями пИПААм. 
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В работе были синтезированы ряд новых привитых сополимеров гепарин-

графт-поли(N-изопропилакриламид) (Геп-г-пИПААм) и хондроитин сульфат-

графт-поли(N-изопропилакриламид) (ХС-г-пИПААм) методом RAFT-

полимеризации с подходом «графтирование от» (Рис. 3.4). В качестве основной 

цепи в сополимере выступал полисахарид, к которому прививались цепи пИПААм 

различной длины. Структура промежуточных продуктов и конечных привитых 

сополимеров была подтверждена методами ЯМР-спектроскопии (Рис. 3.5 и 3.6) и 

ИК-спектроскопии (Рис. 3.7). На Рис. 3.5 приведены структуры промежуточных 

продуктов модификации полимера, а именно: гепарин, модифицированный Boc-

этилендиамином (Рис. 3.5 а), гепарин, модифицированный агентом обратимой 

передачи цепи (RAFT-агентами) (Рис. 3.5 б). Оптимизированы условия получения 

промежуточных продуктов, а именно, растворитель (состав водно-органической 

смеси), концентрации реагентов, температура и время реакции. Степень 

модификации полисахаридов Boc-этилендиамином и RAFT-агентом определяли по 

спектрам ЯМР (по соотношению интегральных интенсивностей сигналов с и e - Рис. 

3.5 а; и сигналов g и f, f’ - Рис. 3.5 б), а также спектрофотометрически по рекции 

аминогрупп модифицированного полисахарида с нингидрином и по спектру 

поглощения тритиокарбоната в составе полученного макро-RAFT (гепарин-макро- 

RAFT и хондроитин сульфат-макро-RAFT). Эффективность модификации 

полисахаридов RAFT-агентом составила для гепарина 75%, для хондроитин 

сульфата – 100 %. По данным ЯМР-спектроскопии и спектрофотометрического 

анализа количественного содержания амино- и тритиокарбонатных групп в составе 

сополимеров можно предположить, что в случае хондроитин сульфата в реакцию 

модификации RAFT-агентом вступили не только аминогруппы, но и гидроксильные 

группы хондроитин сульфата. Повышенная эффективность модификации 

хондроитин сульфата, вероятно, обусловлена меньшим количеством отрицательно 

заряженных сульфо-групп в его структуре, которые, в свою очередь, могут 

препятствовать более эффективной модификации гепарина. Таким образом, одна 

полимерная цепь гепарина содержит примерно 20 – 22 RAFT-групп, в то время как 

одна цепь хондроитин сульфата – 28 – 30 RAFT-групп.  

На Рис. 3.6 б приведен спектр диффузионной ЯМР спектроскопии (DOSY) 

сополимера Геп-г-пИПААм, в котором наблюдаются характерные сигналы 
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пИПААм при 0.6–2.2 и 3.8 м.д., сигналы кольцевых протонов гепарина при 5.2 и 3.0–

4.4 м.д. и сигналы RAFT-агента при 2.8 м.д., имеющие одинаковый коэффициент 

диффузии, что свидетельствует об успешной прививке цепей пИПААм и отсутствии 

гомополимера в продукте. Корреляция с сигналами ацильных протонов гепарина 

при 2.0 м.д. и додецильной группы RAFT-агента при 1.0–1.2 м.д. затруднена из-за 

перекрывания этих сигналов с пиками, характерными для пИПААм в данной 

области. 

ИК-спектры синтезированных графт-сополимеров сравнивали с исходными 

гомополимерами (полисахаридами и пИПААм) (Рис. 3.7). В спектрах 

полисахаридов наблюдаются характерные пики при 1240 и 1173 см-1, которые также 

присутствуют в спектрах графт-сополимеров (зеленые стрелки). Поглощение групп 

пИПААм на 1463 см-1 (-CH3) и 1647 см-1 (C=O) наблюдались в спектрах пИПААм и 

графт-сополимеров Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм (красные стрелки). Кроме 

того, полосы поглощения на длине волны около 3100 см-1 указывают на присутствие 

NH-групп, а полосы на 2836-2974 см-1 указывают на присутствие CH-, CH2- и CH3 

групп в пИПААм. Исходные полисахариды также содержат характерный пик около 

3000 см-1, связанный с поглощением группы CH3. Таким образом, можно заключить, 

что предложенный в данной работе подход к синтезу привитых сополимеров 

гепарина и хондроитин сульфата с пИПААм позволил получить высокую плотность 

прививки и регулируемую длину привитых цепей в зависимости от условий 

полимеризации. 
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Рисунок 3.5 − Спектры ЯМР модифицированного гепарина, содержащего 

защищенную (Boc-) аминогруппу (а) и модифицированного гепарина RAFT-

агентом, содержащим тритиокарбонатную группу (б). 

 

Рисунок 3.6 − Спектры ЯМР с диффузионным фильтром (а) и DOSY 1H (б), 

полученные для сополимера Геп-г-пИПААм образец Г-3. 

 

Рисунок 3.7 − ИК-спектры исходных полисахаридов гепарина (а) и хондроитин 

сульфата (б), гомополимера пИПААм, а также полученных на их основе привитых 

сополимеров. 

 

3.1.3.1  Определение молекулярных масс и дисперсности образцов 

Ряд сополимеров Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм синтезировали с 

использованием различных соотношений мономер:макро-RAFT:инициатор 

([ИПААм]o:[макро-RAFT]o:[I]o), при этом также варьировали время реакции. В 
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Таблице 3.2 приведены условия реакции. Согласно результатам анализа 

количественного содержания амино- и тритиокарбонатных групп в 

модифицированных полисахаридах теоретически рассчитанная Mw (макро-RAFT) 

для гепарина составила 22 000, для хондроитин сульфата - 25 000.  Молекулярную 

массу полученных графт-сополимеров определяли методами ГПХ с 

использованием в качестве стандартов образцы пуллуланов с молекулярными 

массами от 320 до 800000 (п. 2.3.3) и статического рассеяния света (СРС) (Таблица 

3.1). Данные, полученные двумя методами, согласуются между собой. Рассчитанный 

состав сополимеров может быть выражен следующим образом: плотность прививки 

составляет 75% (для гепарина) и 100% (для хондроитин сульфата), или 20 и 28, 

соответственно, привитых цепей пИПААм на одну цепь полисахарида; при этом 

длина привитой цепи составляла 9 - 14 звеньев ИПААм. 

Гепарин и хондроитин сульфат имеют высокую плотность отрицательного 

заряда ввиду наличия большого количества сульфатных и карбоксильных групп. Для 

определения % содержания полисахаридов в синтезированных графт-сополимерах 

использовали катионный краситель Азур А. Как показано в Таблице 3.2, 

содержание полисахарида (% ПСХ) снижалось с увеличением степени 

полимеризации ИПААм. Значения содержания полисахаридов согласуются с 

изменением молекулярной массы, а именно, увеличение молекулярной массы 

сопровождалось уменьшением содержания полисахаридов в сополимерах. 

 

Таблица 3.1 −  Условия RAFT-полимеризации ИПААм от Геп-макро-RAFT и ХС-

макро-RAFT, а также молекулярно-массовые характеристики полученных 

сополимеров Геп-г-пИПААм, определенные методом ГПХ (в 0.01 М NaHCO3) и  

СРС (в 0.01М NaCl). 

№ 

[ИПААм]o: 

[макро-

RAFT]o: [I]o 

t, ч 
χ, 

%* 

ГПХ** СРС % ПСХ 

в 

сополим

ере*** 

Кол-во 

привитых 

пИПААм 

**** 

Длина 

привитых 

пИПААм 

***** 

Mw

10-3 
Ð 

Mw 

10-3 

Rh-D, 

нм 

Гепарин-графт-пИПААм 

Г-1 50:1:0.2 24 47.0 27.4 1.11 - - 40.6   

Г-2 50:1:0.2 48 56.5 34.8 1.17 - - 27.3   

Г-3 100:1:0.2 24 47.0 29.7 1.31 - - 34.9 202 92 
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Г-4 100:1:0.2 48 55.0 38.8 1.17 - - 14.8 202 132 

Г-5 100:1:0.2 72 58.0 41.7 1.20 
41.0 

 8.2 

6.5  

1.3 
10.0 222 142 

Геп    12.6 1.13 
14.5 

 2.9 

2.5  

0.5 
   

Хондроитин сульфат-графт-пИПААм 

Х-4 100:1:0.2 48 53.8 34.6 1.11 
39.0 

 7.8 

5.5  

1.1 
11.6 303 112 

Х-5 100:1:0.2 72 58.9 47.8 1.13 

49.0 

 

10.1 

8.6  

2.1 
8.0 282 132 

ХС    14.8 1.17 
16.6 

 3.3 

2.9  

0.5 
   

* Конверсия мономера 

** в воде, пуллуланы в качестве стандартов 

*** Содержание полисахарида (ПСХ) определено по реакции 
с красителем Азур А 

**** Определено спектрофотометрически 

***** Определено по спектрам ЯМР 1H 

 

Увеличение времени полимеризации и избытка мономера приводило к росту 

молекулярной массы сополимеров, при этом дисперсность образцов Ð осталась 

достаточно низкой (1.1-1.3). Таким образом, используемый в данной работе подход 

к синтезу графт-сополимеров полисахаридов и пИПААм позволил получить 

сополимеры с низкой молекулярной массой (Mw<42000) и узкой полидисперсностью 

Ð (<1.3). Полученные результаты опубликованы в [231]. Образцы под номером 5 (Г-

5 и Х-5) использовали для дальнейшего физико-химического и биологического 

анализа ввиду максимальных конверсии мономера, выхода реакций полимеризации, 

а также воспроизводимости молекулярных масс полимеров в данных условиях. 

 

3.1.3.2  Ферментативная деградация термочувствительных сополимеров 

 Деградацию Геп-г-пИПААм (Г-5) с ипользованием фермента гепариназы I, 

способного расщеплять гликозидные связи гепарина, изучали в соответствии со 

стандартным протоколом [223]. Гепарин, расщепляясь ферментом, распадается до 

ненасыщенных уроновых кислот, которые могут быть количественно определены 

спектрофотометрически (Рис. 3.8). Концентрация гепарина была одинакова в 

контрольном и тестовом образцах. Вклад в поглощение со стороны 

тритиокарбонатных групп Геп-г-пИПААм удалось избежать фильтрацией образца 

через диализную мембрану. Таким образом, анализировали фильтрат, содержащий 
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ненасыщенные уроновые кислоты (вторые столбцы). Активность фермента, 

рассчитанная по уравнению (3) Экспериментальнй части (п. 2.7.3.3) , относительно 

гепарина и сополимера Геп-г-пИПААм составила 42.0 и 5.8 ед/мл, соответственно. 

Изменение температуры реакции до 37 °С не влияло на активность фермента. Было 

показано, что фермент не активен к разрыву связей гепарина в составе сополимера, 

что, по-видимому, связано с экранированием гликозидных связей полисахарида от 

воздействия гепариназы привитыми цепями пИПААм. Таким образом, данный 

эксперимент подтверждает высокую плотность прививки пИПААм к гепарину. 

 

Рисунок 3.8 − Изменение оптического поглощения образцов гепарина и сополимера 

Геп-г-пИПААм (Обр. Г-5) при 𝛌 = 235 нм после деградации гепариназой I. 

 

3.2 Формирование стимул-чувствительных полимерных систем и их 

физико-химические свойства 

3.2.1 Формирование pH-чувствительных частиц и исследование их 

характеристик 

Преимуществами гепарина при его использовании в качестве компонента в 

наноразмерных носителях являются его относительно высокая гидрофильность, 

низкая молекулярная масса (12-14 кДа), высокий отрицательный заряд, 

биоразлагаемость, биосовместимость и отсутствие гелеобразования при 

растворении. Однако существует незначительное количество работ, в которых 

использовали гепарин для доставки генетических препаратов или других 

биомолекул. В литературе известны примеры использования высокомолекулярных 

конкурентных полианионов, используемых в качестве противоионов в системах на 

основе хитозана, таких как альгинат натрия, гиалуроновая кислота и другие 
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[129,131]. Кроме того, широко известна система хитозан-триполифосфат, 

предназначенная для доставки генетических агентов. Сшивка за счет 

электростатических взаимодействий является удачной альтернативой ковалентно-

сшитым гидрогелевым частицам, поскольку они оказались достаточно сильными 

для того, чтобы удерживать лекарство внутри частицы и при этом обеспечивали 

быстрое высвобождение в многокомпонентной внутриклеточной среде. В данной 

работе впервые разработаны и изучены самоорганизующиеся наночастицы хитозан-

гепарин для доставки генетических конструкций в эпителиальные клетки. 

Электростатическое взаимодействие между катионными аминогруппами хитозана и 

анионными карбоксильными и сульфогруппами гепарина обеспечивает сильное 

взаимодействие в данной полиэлектролитной системе [218, 232, 233].  

Природные полисахариды обычно имеют широкое молекулярно-массовое 

распределение и, в некоторых случаях, неоднородный состав, поэтому изучение 

влияния различных параметров на структуру частиц и их стабильность являлось 

важной задачей. Кроме того, размер, топография и химический состав поверхности 

наночастиц могут сильно повлиять на поглощение клетками и эффективность их 

доставки in vivo [234]. Для определения размера частиц, их морфологии и 

поверхностного заряда в данном исследовании использовались различные методы, 

основанные на измерении коэффициента диффузии частиц. 

Определение гидродинамических диаметров частиц методом динамического 

рассеяния света показало, что наночастицы Хит-Геп с молярным соотношением 4:1 

и 6:1 имели наименьший размер, а именно, 176 нм и 192 нм, соответственно (Рис. 

3.9 а). Агрегация частиц происходит при нейтрализации положительного заряда 

аминогрупп хитозана при молярном соотношении 1:1. Как видно на Рис. 3.9, 

увеличение количества хитозана до 6:1 мол. соотношения приводит к 

компактизации частиц. Однако, при дальнейшем повышении массовых 

соотношений, гидродинамический размер (Рис. 3.9 а) и положительный заряд (Рис. 

3.9 б) частиц увеличивался. Таким образом, можно заключить, что наиболее 

компактные частицы образуются при мол. соотношении хитозан:гепарин 4:1, что, 

вероятно, связано с оптимальным соотношением зарядов и стабильностью 

получаемых коллоидных частиц. Следует отметить, что такие частицы 

демонстрировали устойчивость на протяжении 72 ч, при этом их 



 

 

104 

гидродинамический размер и заряд оставались постоянными. Данное соотношение 

4:1 выбрано для дальнейших экспериментов. Полученные результаты опубликованы 

в [235]. 

  

Рисунок 3.9 – Гидродинамический размер (слева) и заряд (дзета-потенциал, справа) 

наночастиц хитозан-гепарин, приготовленных с различным молярным 

соотношением заряженных групп. Наименьшие размеры выделены красной рамкой. 

Измерения проводились в 0.01 М ФБР pH 7.4, n = 3. 

 

Метод анализа траекторий наночастиц, основанный, так же как и метод 

динамического рассеяния света, на измерении коэффициента диффузии частиц, 

позволяет рассчитать гидродинамический диаметр и дисперсность частиц в 

коллоидном растворе при малых концентрациях [236]. Анализ раствора частиц Хит-

Геп с мол. соотношениями 4:1 и 7:1 позволил получить средние гидродинамические 

размеры основной фракции частиц около 100 и 250 нм, соответственно (Рис. 3.10 а 

и б). При этом, детектирование небольших, визуально определяемых при 

измерениях наночастиц с диаметром около 20-30 нм, значительно затруднено из-за 

присутствия более крупных агрегатов и их существенного влияния на 

интенсивность светорассеяния. При повышенном содержании хитозана (7:1) 

наблюдались крупные ассоциаты за счет внутри- и межцепных взаимодействий 

(Рис. 3.10 б). 

Вероятно, эффективность проникновения и трансфекции клеток такими 

агрегатами будет низкая, поэтому необходимо избегать использования высоких 

массовых соотношений указанных полисахаридов. 
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Рисунок 3.10 – Изображения частиц хитозан-гепарин с мол. соотношением 4:1 (а) и 

7:1 (б), в 0.01 M ФБР рН 7.4, полученные методом анализа траекторий наночастиц. 

 

Морфологию частиц Хит-Геп при различном pH исследовали методом 

просвечивающей электронной микроскопии. Как видно на микрофотографиях, 

частицы имеют сферическую форму и диаметр около 50 нм как при pH 5.0, так и при 

pH 8.0 (Рис. 3.11 а и б). При этом, слабокислая среда вызывала небольшое набухание 

частиц, а слабощелочная среда приводила к сжатию и агрегации частиц, что 

указывает на pH-чувствительное поведение частиц. Наблюдаемая разница в 

относительных размерах, полученных методом динамического рассеяния света и 

просвечивающей микроскопии, связана с техническими различиями этих методов. 

 

 

Рисунок 3.11 – ПЭМ-микрофотографии наночастиц Хит-Геп с мол. соотношением 

4:1, приготовленных при pH 5.0 (MES-буфферный раствор) (а) и pH 8.0 (ФБР) (б). 
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3.2.2 Формирование фоточувствительных частиц и их физико-химические 

характеристики 

3.2.2.1  Получение наночастиц pLys-Геп 

При получении фоточувствительных интерполиэлектролитных комплексов 

(ИПЭК) в качестве анионного полиэлектролита использовали гепарин, содержащий 

отрицательные карбоксильные и сульфатные группы. Частицы получали путем 

диспергирования pLys в воде с образованием суспензии катионных частиц, с 

дальнейшим добавлением по каплям и при перемешивании гепарина в качестве 

противоиона. Для оптимизации процесса получения ИПЭК, с целью формирования 

монодисперсных, устойчивых наноразмерных комплексов, варьировали как 

мольные соотношения компонентов, так и молекулярную массу используемого 

pLys. Зависимости размера частиц от молекулярной массы pLys и молярного 

соотношения заряженных звеньев pLys и Геп, а именно, NH3
+ групп Lys и SO3

- групп 

гепарина, показаны на Рис. 3.12. С учетом того, что около 60% звеньев гепарина 

содержат три сульфогруппы, а другая часть содержит моносульфатированные и 

несульфатированные сахаридные звенья [237], было сделано предположение, что 

каждая усредненная единица гепарина содержит две сульфогруппы. Основываясь на 

этом приближении, было исследовано влияние соотношений зарядов и 

молекулярной массы pLys на размер и ζ-потенциал полученных частиц (Рис. 3.12). 

При использовании образцов pLys с различной ММ были получены частицы 

с размерами от 100 до 400 нм, унимодальным распределением и малыми индексами 

полидисперсности, о чём свидетельствуют результаты, полученные методом ДРС. 

Размер частиц (Рис. 3.12 а) закономерно уменьшался при уменьшении 

молекулярной массы pLys. 

Установлено, что увеличение количества гепарина в комплексе приводило к 

компактизации частиц и увеличению их электростатического отталкивания, что 

обеспечивало их коллоидную устойчивость. Для дальнейших исследований были 

выбраны частицы полученные на основе Обр. 5 (Рис. 3.1) и оптимальным мольным 

соотношением звеньев pLys:Геп 1:3 (на графике изображено как 0.3:1). Полученные 

результаты опубликованы в [238]. 

 



 

 

107 

 

Рисунок 3.12 – Характеристики ИПЭК, полученных при различных молярных 

соотношениях заряженных групп pLys:Геп и с использованием pLys разной 

молекулярной массы: (а) гидродинамический диаметр; (б) ζ-потенциал частиц. 

 

Методом просвечивающей электронной микроскопии показано, что 

полученные частицы на основе ИПЭК имеют сферическую форму и средний размер 

(n = 50) 92±11 нм (Рис. 3.13). Также обнаружена тенденция к образованию мелких 

агрегированных наноструктур.  

 

 



 

 

108 

 

 

Рисунок 3.13 – ПЭМ-микрофотографии ИПЭК pLys-Геп 

(соотношение [NH3
+]:[SO3

-] = 1:3 моль:моль): (а) - масштаб 500 нм; 

(б) - масштаб 1000 нм. 
 

 

3.2.2.2  Влияние включения гепарина на взаимодействие pLys с 

полинуклеотидами 

Известно, что взаимодействие pLys с полинуклеотидами приводит к 

образованию стабильных полиплексов [239]. Влияние включения конкурентного 

полианиона гепарина на взаимодействие pLys с пДНК оценивали по реакции 

флуоресценции ДНК с бромистым этидием (EtBr). Взаимодействие ДНК с сильным 

поликатионом pLys приводит к частичному вытеснению бромистого этидия, 

вызывая уменьшение сигнала флуоресценции при 590 нм. Включение более 

сильного и подвижного полианиона гепарина в комплекс pLys-ДНК приводит к 

обратному вытеснению ДНК и связыванию ее с EtBr, находящимся в реакционной 

смеси. Из Рис. 3.14 видно, что взаимодействие ДНК с ИПЭК pLys-Геп затруденена, 

и добавление избытка гепарина приводит к вытеснению ДНК из комплекса с pLys. 

Наблюдаемый эффект гепарина на высвобождение пДНК из комплексов с 

pLys позволил предложить возможность сборки конструкции для инициированного 

высвобождения полинуклеотида. Основой такой системы является полиплекс pLys-

пДНК, покрытый избытком гепарина. Образовавшийся комплекс может быть 

стабилизирован фоточувствительным сшивающим агентом, который ограничивает 

подвижность полиэлектролитов и предотвращает нарушение их связывания. 

Разложение линкера под действием УФ-облучения приводит к разрушению кросс-

сшивки и увеличению подвижности макромолекул, что далее приводит к 

вытеснению ДНК гепарином из комплекса с pLys. 

(а) (б) 
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Рисунок 3.14 – Тест с EtBr: (а) влияние гепарина на конденсацию пДНК с pLys 

(соотношение зарядов +/- определяется молярным соотношением NH3
+ групп лизина 

и PO4
- групп пДНК). Гепарин был взят в количестве, позволяющем получить 4- и 8-

кратный молярный избыток SO3
- групп по отношению к NH3

+ группам лизина; (б) 

скорость вытеснения пДНК из ИПЭК с pLys после добавления избытка гепарина, 

полученного при различных соотношениях pLys:Геп. За 100% принималась 

флуоресценция пДНК, связанной с бромистым этидием в контрольном образце. 

 

3.2.2.3  Фотоиндуцируемое разложение фоточувствительного линкера 

Среди ФЧ-линкеров широко используются 4-бромметил-3-нитробензойная 

кислота и ее производные из-за их способности к фоторазложению при воздействии 

УФ-излучения в диапазоне длин волн от 300 до 400 нм [240]. Согласно 

литературным данным [4], фотоиндуцированное разложение 4-бромметил-3-

нитробензойной кислоты и ее производных должно приводить к образованию 

альдегида (Рис. 3.15), который может быть обнаружен методом 1H ЯМР (Рис. 3.16) 

и количественно оценен реакцией с альдегид-специфическим реагентом Шиффа 

(Рис. 3.17). 
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Рисунок 3.15 – Схема распада 4-(((2-((трет-бутоксикарбонил)амино)этил)-

амино)метил)-3-нитробезойной кислоты под действием УФ-излучения. 

 

Сравнивая 1Н ЯМР-спектры ФЧ-линкера до (Рис. 3.16 а и в) и после (Рис. 3.16 

б и г) облучения можно наблюдать отсутствующие в спектре исходного линкера 

сигналы протона альдегидной группы (Рис. 3.16 б) и полуацетальной группы (Рис. 

3.16 г). 

 

Рисунок 3.16  – Различия в 1H ЯМР-спектрах исходного ФЧ-линкера (а и в) и 

продукта его фотодеструкции (б и г) при облучении лазером с длиной волны 325 нм 

мощностью 3 Вт/см2 в течение 60 минут. Спектры получены в DMSO-d6. 

 

Также для подтверждения механизма фотоиндуциремого распада проводили 

качественную реакцию с фуксинсернистой кислотой (реактивом Шиффа), 
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являющейся высокочувствительным реагентом на альдегидную группу 3-нитро-4-

формилбензойной кислоты, образующейся вследствие УФ-облучения (Рис. 3.17). В 

результате реакции образуются основания Шиффа, имеющие фиолетово-пурпурную 

окраску. Окраска реакционного раствора проявлялся в течение 15 минут.  

 

Рисунок 3.17 – Схема реакции 3-нитро-4-формилбензойной кислоты с 

фуксинсернистой кислотой. 

 

Для исследования кинетики протекающего процесса распада использовали 

вышеописанный колориметрический тест. Для этого к линкеру, облученному 

лазером с длиной волны 325 нм и с мощностями 3 Вт/см2 и 0.8 Вт/см2 в течение 5, 

15, 30, 45 и 60 минут добавляли реактив Шиффа. В качестве контроля использовали 

образцы линкера, облученные на протяжении 30 минут УФ-лампой с мощностью 45 

Вт/м2. К контрольным образцам также добавляли реактив Шиффа. Таким образом 

получили результаты об эффективности фоторазложения (ЭФР) ФЧ-линкера после 

облучения лазером относительно контрольного образца. 

Эффективность фоторазложения определяли по следующей формуле: 

    ЭФР, % =
𝑄лазер 

𝑄лампа
× 100 %    (10) 

где 𝑄лазер – количество 3-нитро-4-формилбензойной кислоты, образовавшейся при 

облучении ФЧ-линкера лазером; 𝑄лампа – количество 3-нитро-4-формилбензойной 

кислоты, образовавшейся при облучении ФЧ-линкера УФ-лампой (мощность 45 

Вт/м2) в течение 30 минут.  

 Установлено, что при использовании лазеров мощностью 0.8 и 3 Вт/см2, 

эффективность деструкции образцов примерно одинакова (Рис. 3.20). Как видно из 

представленного графика, с увеличением времени облучения возрастает количество 
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образующегося продукта деструкции линкера - 3-нитро-4-формилбензойной 

кислоты. При облучении в течение 5 минут реакция фотоиндуцируемого разложения 

линкера практически не протекает. Согласно приведенной зависимости 

деструкционные процессы начинают проявляться через 30 минут после облучения. 

 

                               

Рисунок 3.18 – Влияние продолжительности облучения и мощности лазера на 

эффективность фотоиндуцированного разложения линкера с длиной волны 325 нм в 

ДМСО. 

 

Другой подход к изучению фотоиндуцированного разложения исследуемого 

линкера (Рис. 3.19, соединение 3) заключался в его ковалентной иммобилизации на 

поверхности монодисперсных полистирольных микрочастиц диаметром 500 нм, 

несущих на поверхности аминогруппы (Рис. 3.19 а). После снятия Boc-защиты 

свободные аминогруппы линкера использовали для модификации флуоресцентным 

красителем NHS-Cy5. Суспензию частиц подвергали облучению светодиодной УФ-

лампой мощностью 5 Вт при 365 нм. Эффективность разложения линкера 

определяли количественно путем измерения флуоресценции Cy5 в надосадочной 

жидкости после отделения частиц центрифугированием (Рис. 3.19 б). В первые 

минуты воздействия наблюдался резкий рост флуоресценции. После 80 мин 

воздействия не было обнаружено усиления флуоресценции, поэтому разложение 

линкера можно было считать полным.  
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Таким образом, показано, что предлагаемый линкер может разлагаться под 

воздействием излучения лазера с длиной волны 325 нм или светодиодной лампы с 

длиной волны 365 нм. Разложение начинается в первые минуты, но достигает плато 

примерно через 60–80 минут облучения. 

 

 
 

Рисунок 3.19 – Исследование разложения линкера после облучения УФ-лампой 5 

Вт, 365 нм: (а) иммобилизация линкера на поверхности микрочастиц полистирола, 

прикрепление флуоресцентной метки Cy5, облучение и разделение микрочастиц 

центрифугированием; (б) влияние длительности облучения на высвобождение 

иммобилизованного линкера с флуоресцентной меткой в надосадочной жидкости. 

Условия: 0.01 М ФБР pH 7.4; концентрация суспензии микрочастиц - 5 % масс. 

 

3.2.2.4  Сборка фоточувствительных наночастиц pLys-Геп-линкер 

Сборка фоточувствительных частиц, способных контролируемо 

высвобождать инкапсулированное лекарство под действием УФ-излучения с 

определенной длиной волны, осуществлялась за счет включения ФЧ-линкера в 

состав полиэлектролитных частиц. В качестве стратегии для ФЧ-высвобождения 

пДНК или миРНК предложено сшивание компонентов ИПЭК, а именно, pLys и Геп, 

светочувствительным линкером (Рис. 3.02). Как было описано ранее в п. 3.1.3, 4-
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бромметил-3-нитробензойная кислоту (Рис. 3.20, соединение 1) модифицировали 

моно-Boc-защищенным этилендиамином (Рис. 3.20, соединение 2). Карбоксильную 

группу (Рис. 3.20, соединение 3) активировали карбодиимидом и N-

гидроксисукцинимидом для реакции с ε-аминогруппами pLys. Далее с полученного 

конъюгата снимали Boc-защиту (Рис. 3.20, соединение 4), и модифицированный 

поликатион использовали для конденсации с генетической конструкцией (Рис. 3.20, 

соединение 5). Далее вновь применяли активацию карбоксильных групп гепарина 

карбодиимидом для ковалетного связывания с аминогруппами ФЧ-линкера (Рис. 

3.20, соединение 6). Предполагается лишь незначительное участие ε-NH2 групп pLys 

в ковалетных взаимодействиях с гепарином, поскольку они преимущественно 

участвуют в ионных взаимодействиях с нуклеиновыми кислотами. 

 
                     

Рисунок 3.20 – Сборка фоточувствительных ИПЭК путем сшивания 

фоточувствительным линкером. 
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Как упоминалось выше, перед добавлением генетической конструкции и 

образованием полиплекса необходимо связать линкер с макромолекулами pLys. 

Количество линкера, присоединенного к pLys, определяли путем измерения его 

количества в надосадочной жидкости. После снятия Boc-защиты с аминогруппы 

линкера, был получен комплекс с Cy3-меченным олиго-dT-dA.  Завершая сборку 

наночастиц, добавляли гепарин, активированный EDC и NHS (Рис. 3.20). 

Исследовали влияние сшивки частиц и соотношения pLys:Геп:линкер на их размер 

и ζ-потенциал (Таблица 3.2). Максимальное связывание линкера, введенного в 

реакцию, осуществлялось в условиях избытка аминогрупп pLys. Согласно 

представленным данным, ковалентная модификация незначительно влияла на 

размер и ζ-потенциал сшитых светочувствительным линкером ИПЭК. Исследование 

стабильности ИПЭК в течение двух недель показало, что сшивание частиц 

стабилизирует их размер, в то время как ζ-потенциал остается практически 

неизменным как для сшитых, так и для несшитых систем (Рис. 3.21). 

 

Таблица 3.2 – Характеристики ИПЭК, полученных сшивкой фоточувствительным 

линкером. Отношение [Lys – NH3
+]:[олиг-dT-dA-PO4

-] во всех случаях составляло 

1:0.5. 

№ [pLys]:[Геп]:[линкер] 

моль/моль/моль 

Степень 

связывания 

линкера с 

pLys, % 

Dh, нм ζ-

потенциал, 
мВ 

1 1:3:0.4 13 112±18 -38±1 

2 1:3:0.8 25 105±17 -31±2 

3 1:3:1.6 50 103±13 -38±1 

4 1:3:2.4 76 154±22 -28±2 

5 1:3:3.2 100 107±19 -24±2 

6 1:3:4 100 103±13 -22±3 
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Рисунок 3.21 – Результаты исследования стабильности ИПЭК методом ДРС в 

течение двух недель в 0.1 М ФБР pH 7.4. 

 

С целью исследования влияния УФ-излучения на свойства полимерных 

частиц, их облучали лазером с длиной волны 325 нм и мощностью 3 Вт/см2 в течение 

60 минут. После облучения были исследованы гидродинамические размеры частиц 

методом ДРС. Воздействие УФ-излучения на образцы в некоторых случаях 

приводило к увеличению гидродинамических размеров частиц в два раза (Рис. 3.22 

а). Наблюдались небольшие флуктуации поверхностного заряда частиц (Рис. 3.22 

б). 

  

Рисунок 3.22 – Значение Dh (а) и дзета-потенциала (б) наночастиц, содержащих ФЧ-

линкер, до и после облучения УФ-излучением. 
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3.2.3 Формирование термочувствительных частиц и их физико-химические 

характеристики 

На основе синтезированных привитых сополимеров получены два типа 

гелевых наночастиц. In situ наногели представляют собой раствор полимера, 

претерпевающий фазовый переход второго рода при повышении температуры до 33-

35 С в зависимости от концентрации и pH, что приводит к самоорганизации 

полимера и формированию термо-индуцированных наноразмерных гидрогелей. 

Предполагается, что частицы формируются при агрегации привитых цепей при 

повышении температуры за счет гидрофобных взаимодействий пИПААм (Рис. 3.23 

а). При комнатной температуре существует не более 2% самоорганизующихся 

агрегатов. Формирование частиц начинается при 27 С, а при 35 С весь раствор 

сополимера переходит в форму наночастиц.  Для получения ковалентно сшитых 

наногелей на основе сополимеров полисахарид-графт-пИПААм проводили 

восстановление тритиокарбонатной группы привитых цепей до тиогруппы с 

последующим частичным окислением йодом с образованием дисульфидных связей 

(Рис. 3.23). Предполагается, что ковалентная сшивка сополимеров приводит к 

образованию более жестких наночастиц, которые сохраняют свою морфологию как 

при 25 С, так и при повышенных температурах (35 С) (Рис. 3.23 б). 

 

 

Рисунок 3.23 – Схематичное 

представление термочувствительных 

Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм 

наногелей, образованных 

самоорганизацией в водных растворах 

(а) и ковалентно сшитых 

дисульфидными связями (б).  

 

 

3.2.3.1  Изучение термочувствительных свойств привитых сополимеров 

Методом динамического рассеяния света и турбидиметрии были определены 

начальные и конечные температуры интервала фазового перехода, а также ширина 
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фазового перехода пИПААм в составе сополимера с гепарином и хондроитин 

сульфатом, зависимость температур перехода от молекулярной массы (Таблица 

3.3), концентрации и pH (Таблица 3.4). Установлено, что температура фазового 

перехода в целом не зависит от молекулярной массы пИПААм в ряду образцов 

сополимеров 1-5 (Таблица 3.3). Для сополимеров с различной молекулярной массой 

наблюдается фазовый переход второго рода уже при  31 С и для всех сополимеров 

имеет максимум агрегации при  35 С.  

 

Таблица 3.3 − Гидродинамический размер наногелей на основе сополимеров 

полисахарид-графт-пИПААм при различных температурах.  

Образец 
Dh*, нм  

25 С 31 С 35 С 

Геп-г-пИПААм 

1 18  6 16  5 31  12 

2 16  5 74  24 188  21 

3 17  6 86  18 114  29 

4 22  6 89  27 118  30 

5 26  7 88  29 113  26 

ХС-г-пИПААм 

1 12  3 31  11 118  20 

2 13  4 77  26 177  30 

3 13  4 89  23 111  20 

4 17  8 86  26 115  27 

5 22  11 84  24 114  22 

* значения Dh определены методом ДРС при концентрации полимера 1 мг/мл в 0.01 

М ФБР, pH 7.4. 

 

На Рис. 3.24 и 3.25 показано влияние концентрации на термочувствительное 

поведение растворов Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм в воде на примере изменения 

интенсивности светорассеяния раствора (увеличивается с ростом температуры) и 

изменения величины оптического пропускания раствора (уменьшается с ростом 
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температуры). Влияние концентрации сополимеров на их термочувствительное 

поведение при других pH представлено в Таблице 3.3. При повышении 

концентрации сополимера в растворе температура фазового разделения смещается в 

область более низких значений. Более резкий фазовый переход при повышенной 

концентрации полимера можно объяснить важной ролью гидрофобных 

взаимодействий в самоорганизации макромолекул во время фазового разделения 

[242]. Предполагается, что увеличение концентрации полимера приводит к 

образованию большего количества гидрофобных контактов между изопропильными 

группами цепей пИПААм. Таким образом, разделение фаз в концентрированных 

растворах происходит более кооперативно, чем в разбавленных. Для сополимеров 

на основе хондроитин сульфата, обладающих большим количеством привитых 

цепей пИПААм, наблюдается незначительная зависимость температур фазовых 

переходов от концентрации, что также свидетельствует о важной роли влияния 

плотности прививки цепей пИПААм на термочувствительное поведение 

сополимеров (Рис. 3.26). Полученные результаты согласуются с предыдущими 

исследованиями, которые показали влияние концентрации раствора 

термочувствительного полимера на на температуры начала и завершения интервала 

фазового расслоения [243]. Стоит отметить, что полимеры, использованные в 

данном исследовании, имеют низкое содержание полисахаридов, примерно 10% Геп 

в Геп-г-пИПААм (см. Таблицу 3.1, Г-5) и 8% ХС в ХС-г-пИПААм (см. Таблицу 3.1, 

Х-5).  

 

 

Рисунок 3.24 − Температурные зависимости относительной интенсивности 

рассеянного света и интенсивности оптического пропускания для сополимера Геп-

г-пИПААм (образец Г-5) в воде при с = 3.2 мг/мл (а); с = 1.5 мг/мл (б) и с = 0.4 мг/мл 

(в) 
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Рисунок 3.25 − Температурные зависимости относительной интенсивности 

рассеянного света и иненсивности оптического пропускания для сополимера ХС-г-

пИПААм (образец X-5) в воде при с = 4.7 мг/мл (а); с = 1.5 мг/мл (б) и с = 0.5 мг/мл 

(в) 

 

На Рис. 3.26 продемонстрировано влияние pH на термочувствительное 

поведение сополимера Геп-г-пИПААм на примере изменения интенсивности 

светорассеяния раствора и изменения его пропускания. Показано, что интервал 

фазового перехода (область II) зависит от pH раствора, сдвигая его в область более 

высоких температур при физиологических значениях (7.4). При этом, дзета-

потенциал всех сополимеров с различной молекулярной массой меняется 

незначительно (от -22.03.0 мВ до -19.02.7 мВ) при повышении температуры от 25 

до 35 С в ФБР pH 7.4. 

pH-чувствительность гидрогелей пИПААм ранее изучалась с использованием 

методов дифференциальной сканирующей калориметрии и изменения 

коэффициентов набухания [243]. Было показано, что при более высоких значениях 

pH (диапазон от 1.5 до 7.4) фазовый переход пИПААм сдвигался в сторону более 

низкой температуры (28.7 °C → 25.0 °C). В нашем исследовании для привитых 

сополимеров гепарина с пИПААм наблюдалась противоположная тенденция 

(Таблица 3.4). Можно предположить, что присутствие заряженных полисахаридных 

цепей изменяет десольватацию привитых цепей пИПААм вблизи НКТР, тем самым 

изменяя локальный состав противоионов в растворителе. Более того, жесткость 

полисахаридов может влиять на сворачиваемость цепей пИПААм при температуре 

фазового перехода вследствие изменений подвижности цепи. Также возможно, что 

при низком pH (ниже pKa сульфо- и карбоксильных групп) протонирование 

кислотных групп приводит к уменьшению общего заряда полисахаридной части 
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сополимера, что приводит к формированию спиралевидной структуры. При более 

высоком значении pH растет степень ионизации и число заряженных групп, что 

приводит к увеличению отталкивания цепей пИПААм и расстояния между ними, 

тем самым повышая сольватацию пИПААм и температуру фазового разделения. 

 

 

Рисунок 3.26 − 

Изменения 

интенсивности 

светорассеяния (I/I21) и 

пропускания (I*/I*21) 

раствора Геп-г-пИПААм 

(образец Г-5), измеренные 

в растворах с различным 

pH при концентрации 

полимера с = 1.5 мг/мл. 

 

В соответствии со значениями T1, приведенными в Таблице 3.4 при 

концентрации хондроитин сульфат-графт-пИПААм 1.5 мг/мл, можно наблюдать 

обратное поведение сополимеров хондроитин сульфата при изменении pH. Так, при 

увеличении pH от 1.5 до 7.4 температуры фазового перехода, напротив, снижаются. 

Как известно, хондроитин сульфат имеет значительно меньшее количество 

отрицательно заряженных сульфо-групп, которые, в случае сополимеров гепарина, 

оказывают большое влияние на зависимость температур фазовых переходов от pH. 

Кроме того, сополимеры хондроитин сульфата имеют большую плотность прививки 

пИПААм, чем сополимеры гепарина. Вероятно, именно с этими факторами связаны 

наблюдаемые зависимости температур фазового перехода сополимеров хондроитин 

сульфата от pH. 

 

Таблица 3.4 −  Зависимость температур фазового перехода Геп-г-пИПААм и ХС-г-

пИПААм от концентрации и pH (метод ДРС).  
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T1 – начальная температура фазового разделения, T2 – конечная температура 

фазового разделения, dT – интервал между T1 и T2. 

 

 

 

3.2.3.2  Изучение термочувствительных свойств ковалентно сшитых привитых 

сополимеров 

Гидрофильные стимул-чувствительные полимеры со свободными и 

поперечно-сшитыми тиоловыми группами потенциально могут обладать 

мукоадгезивными свойствами, поскольку они способны образовывать 

дисульфидные связи с цистеиновыми доменами муцина. Связывание с муцином 

может усилить биоадгезию полимера на поверхности слизистых оболочек. С другой 

стороны, поперечное сшивание тиоловых групп может изменить степень набухания 

и подвижность полимерных цепей в растворе, что позволит контролировать 

высвобождение лекарственного средства [244]. Таким образом, оптимизация 

условий сшивки для получения стабильных, унимодальных наноразмерных 

Образец pH с, мг/мл T1,С T2,С T   

Геп-г-пИПААм (Г-5) 

1.5 1.5 29.5 32.0 2.5   

3.5 1.5 30.5 38.0 7.5   

4.8 

3.2 30.5 33.0 2.5   

1.5 31.0 46.0 15.0   

0.4 37.5 65.0 27.5   

7.4 

1.5 33.0 48.0 15.0   

1.0 33.5 58.0 24.5   

0.5 34.5 >75 >40.5   

ХС-г-пИПААм (ХС-5) 

1.5 33.0 33.0 40.0 7.0   

4.8 

5 31.0 33.5 2.5   

1.5 32.0 40.0 8.0   

0.5 33.0 43.0 10.0   

7.4 

1.5 30.0 34.3 4.3   

1.0 30.0 34.5 4.5   

0.5 30.5 35.0 4.5   
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конструкций, обладающих повышенной жесткостью полимерных цепей, являлось 

актуальной задачей для создания стимул-чувствительных систем доставки лекарств 

с контролируемым высвобождением. 

Графтирование пИПААм от Геп и ХС приводит к наличию концевых 

тритиокарбонатных групп RAFT-агента в привитых макромолекулах. На первом 

этапе проводили восстановление RAFT-агента на концах привитых цепей пИПААм 

для образцов Г-5 и Х-5 с образованием тиоловых групп, количество которых 

определяли с использованием реактива Эллмана. Полученные тиоловые группы 

частично или полностью (от 10 до 100%) окисляли с образованием дисульфидно-

сшитых графт-сополимеров (Геп-г-пИПААм-SS/SH и ХС-г-пИПААм-SS/SH). 

Гидродинамические характеристики полученных ковалентно сшитых сополимеров 

определяли методом ДРС. Полученные сшитые сополимеры образовывали наногели 

при различных температурах и в различных окислительно-восстановительных 

условиях. Сшивка через дисульфидные связи привела к следующим изменениям 

гидродинамических характеристик полимеров: 

(1) После превращения тиоловых групп в дисульфидные связи размер наногелей 

при 25 °C увеличивался. Гидродинамические размеры исходных сополимеров 

Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм составляли 26 и 22 нм, соответственно. 

Размеры частиц увеличивались до 83 и 53 нм в системах с 50% сшиванием, и 

далее до 137 и 125 нм при 100% сшивании, соответственно. При этом, 

сополимеры, имеющие окисленные тиоловые группы менее чем на 50%, 

демонстрировали низкую стабильность сформированных частиц (отсутствие 

стабильных повторяющихся результатов измерения гидродинамических 

размеров частиц с течением времени, полученных методом ДРС) и 

полимодальное распределение по размерам; 

(2) Dh исходных сополимеров медленно увеличивались при фазовом переходе за 

счет агрегации цепей пИПААм, в то время как Dh сшитых полимеров 

уменьшались при температуре фазового перехода (35 °C) (Рис. 3.27). Данный 

эффект, вероятно, связан с уплотнением частиц за счет фазового перехода 

цепей пИПААм; 

(3) Исходные частицы демонстрировали небольшое набухание при увеличении 

pH от 4.6 до 8.4, в то время как сшитые частицы не изменяли размер при 
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увеличении pH, что связано с ограниченной подвижностью цепей пИПААм в 

сшитых частицах. 

Сшитые наногели могут также реагировать на изменения окислительно-

восстановительного потенциала среды, что обеспечивает дополнительную 

возможность для внешнего стимулирования высвобождения лекарств [245]. Ввиду 

оптимальных физико-химических характеристик (размера, наличия 

термочувствительных свойств) и высокой стабильности коллоидного раствора 

частиц, сшитые графт-сополимеры с 50% окислением тиоловых групп были 

выбраны для дальнейших исследований. 

 

Рисунок 3.27 – Влияние температуры на гидродинамические характеристики 

несшитых Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм (а) и сшитых (б) Геп-г-пИПААм-SS/SH 

и ХС-г-пИПААм-SS/SH с различной степенью сшивки (50% и 100%). 

 

3.2.3.3  Исследование связывания термочувствительных полимеров с муцином 

Местное введение препаратов в форме глазных капель является наиболее часто 

используемым методом доставки лекарств в глаза. Однако, биодоступность лекарств 

в передней камере глаза составляет всего 0.08 - 7 % от введенной дозы, что связано 

с быстрым вымыванием лекарства с поверхности глаза и ограниченной 

проницаемостью роговицы [246]. Улучшение биодоступности активных веществ, в 

первую очередь, обеспечивается увеличением времени пребывания полимерного 

носителя на поверхности глаза, что связано со снижением скорости физиологичного 
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дренажа за счет повышенной вязкости и мукоадгезивных свойств полимеров [247]. 

Мукоадгезия представляет собой сложный процесс, включающий несколько 

одновременных межфазовых взаимодействий с биологической поверхностью, в 

основном, с молекулами муцина, которые образуют слой слизи, прилегающий к 

эпителию. Мукоадгезия генерируется образованием ковалентных или 

супрамолекулярных взаимодействий, включающих водородные, гидрофобные и 

электростатические взаимодействия [248]. На мукоадгезивные свойства полимеров 

влияют их физико-химические свойства: молекулярная масса, баланс гидрофильных 

и гидрофобных групп, гибкость и пространственная конформация полимерной цепи, 

заряд поверхности, гидродинамический размер макромолекул, концентрация и 

стабильность в физиологических средах. Кроме того влияние оказывает 

окружающая среда (pH, ионная сила раствора) и физиологические параметры 

(толщина и расположение слизистого слоя, скорость обновления слизи, наличие 

патологических состояний) [249]. 

 

3.2.3.3.1 Метод изотермической титрационной микрокалориметри 

В основе метода изотермической калориметрии (ИТК) лежит положение о 

том, что связывание между двумя взаимодействующими партнерами имеет 

энтальпийный и энтропийный компоненты, которые соответствуют изменениям как 

в структуре, так и в окружении каждого партнера. Метод позволяет оценить 

сродство связывания и определить механизмы, лежащие в основе молекулярного 

взаимодействия. В ходе эксперимента полимеры Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм 

титровали аликвотами раствора коммерчески доступного муцина, полученного из 

слизистой оболочки кишечника свиньи. При взаимодействии полимеров с 

различными концентрациями муцина выделялось тепло, которое детектировалось 

калориметрически. После интегрирования значений теплообмена 

взаимодействующих партнеров результаты отображались на графике зависимости 

изменения молярной концентрации полимеров (Рис. 3.8) и молярного соотношения 

полимеров и муцина. Полученные изотермы совмещаются с моделью связывания 

для получения значений констант сродства (констант диссоциации специфического 

комплекса Kд). Молярное соотношение в центре изотермы связывания дает значение 

стехиометрии реакции (n) (рассчитано с использованием ПО). В Таблице 3.5 
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приведены параметры сродства и стехиометрии систем муцин -  Геп-г-пИПААм и 

муцин - ХС-г-пИПААм, рассчитанные по независимой модели и модели Хилла, а 

также полученные в ходе эксперимента значения H. Константы диссоциации и 

значения EC50, характеризующие сродство сополимеров к муцину, в целом, 

подтверждают общую тенденцию влияния структуры сополимеров на их 

комплементарность с муцином. На основе результатов для сополимеров разных 

полисахаридов показано большее сродство к муцину сополимеров на основе 

хондроитин сульфата. Коэффициенты стехиометрии, рассчитанные с 

использованием двух моделей, согласуются между собой. Определено, что на одну 

макромолекулу муцина приходится примерно 9 макромолекул сополимеров. 

Значения H свидетельствуют о том, что взаимодействие происходит за счет 

водородных связей и заряженных групп. 

 

 

Рисунок 3.28 – Зависимость теплового эффекта инъекции раствора полимера от его 

концентрации в ячейке в ходе калориметрического эксперимента для системы Геп-

г-пИПААм и ХС-г-пИПААМ с муцином. 

 

Таблица 3.5 – Параметры связывания, рассчитанные по данным ИТК для систем 

привитых сополимеров с муцином. 

Полимер 

Независимая модель Модель Хилла 

Kд,  

M 
H, 

кДж/моль 
n 

EC50,  

M 
R2 nХилл 

Геп-г-
пИПААм 

2.8  10-6 -130.9 9.1 3.4  10-5 0.9993 8.5 

ХС-г-

пИПААМ 
5.3  10-7 -104.9 9.2 4.6  10-8 0.9996 9.4 
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3.2.3.3.2 Метод микромасштабного термофореза 

Метод микромасштабного термофореза (ММТ) основан на направленном 

движении молекул в градиенте температуры, индуцированном ИК-лазером. Метод 

ММТ имеет высокую чувствительность ко всем типам изменений, вызванных 

связыванием, таким как изменения размера, заряда, гидратной оболочки или 

конформации, что позволяет количественно определять константы связывания. В 

исследовании впервые был использован метод ММТ для измерения констант 

взаимодействия полимеров с муцином. Как известно, взаимодействие полимеров с 

муцином имеет комплексную природу и зависит от множества факторов. Поэтому 

небольшие изменения в структуре сополимеров могут оказывать существенное 

влияние на их мукоадгезивные свойства. 

Два типа полученных термочувствительных графт-сополимеров с различной 

гибкостью полимерных цепей, имеющие множество сайтов для связывания с 

муцином, таких как амидные группы пИПААм, свободные тиоловые группы, 

гидроксильные группы полисахарида, были исследованы для установления сродства 

к муцину методом ММТ при различных температурах. Первый тип представляют 

собой сополимеры Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм, содержащие концевые 

гидрофобные участки RAFT-агента (С12Н25-), различающиеся между собой 

степенью прививки пИПААм, длиной цепи привитого пИПААм и плотностью 

отрицательного заряда на полисахариде. Так Геп-г-пИПААм имеет на 25% меньшую 

плотность прививки и на 30% меньшую длину привитых цепей пИПААм, а также 

более высокий отрицательный заряд за счет большего количества сульфогрупп в 

структуре гепарина. Второй тип представляет собой предварительно 

сформированные наногели на основе Геп-г-пИПААм-SS/SH и ХС-г-пИПААм-

SS/SH с ковалентной дисульфидной связью между цепями пИПААм и свободными 

тиоловыми группами (молярное отношение SS:SH = 1:1). В качестве мишени 

использовали флуоресцентно меченые графт-сополимеры, которые титровали 

различными концентрациями раствора муцина. В результате проведенных 

экспериментов и соответствующих расчетов с использованием модели Хилла были 

получены относительные значения EC50 и коэффициенты стехиометрии nХилл 

связывания муцина с сополимерами (Рис. 3.29). 
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Сравнивая относительные величины полумаксимальной эффективной 

концентрации или EC50, полученные в стандартных условиях при 25 С, для муцина 

к Геп-г-пИПААм (EC50  10-5 М) и ХС-г-пИПААм (EC50  10-9 М) можно отметить, 

что плотность отрицательного заряда, а также количество и длина привитых групп 

пИПААм играют существенную роль при взаимодействии с муцином. 

Относительные величины EC50 муцина к ковалентно-сшитым графт-сополимерам 

значительно уменьшаются, например, от микромолярных до наномолярных для 

сополимеров на основе гепарина. Для сополимеров на основе хондроитин сульфата 

небольшие изменения в EC50 также наблюдалось в стандартных условиях. Таким 

образом, можно заключить, что высокий отрицательный заряд на полисахариде 

приводит к дополнительному отталкиванию и стерическим трудностям при 

взаимодействии с муцином. Кроме того, количество привитых пИПААм, вероятно, 

повлияло на эффективность взаимодействия, увеличивая количество гидрофобных 

контактов с муцином. Можно предположить, что взаимодействия муцина с 

несшитыми полимерами были вызваны в основном водородными связями. В случае 

сшитых сополимеров движущим фактором для взаимодействия с муцином являются 

реакции дисульфидного обмена, которые значительно увеличивают сродство 

муцина к сополимерам. Стоит отметить, что наблюдаемые изменения хода кривых 

термофореза при повышении температуры эксперимента являлись следствием 

термочувствительного поведения сополимеров, однако температура в целом не 

влияла на эффективность связывания. Таким образом, использованный в данном 

исследовании метод ММТ однозначно продемонстрировал возможность быстрой и 

точной оценки мукоадегезивного потенциала полимеров с целью разработки 

эффективных систем доставки лекарств. 
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Рисунок 3.29 - Кривые титрования Cy3-меченых сополимеров Геп-г-пИПААм (а), 

ХС-г-пИПААм (б), Геп-г-пИПААм-SS/SH (в), ХС-г-пИПААм-SS/SH (г) 

муцином. 

 

3.2.3.4  Исследование взаимодействия привитых сополимеров с дексаметазоном 

методом ММТ 

Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм имеют различные функциональные сайты 

связывания с лекарством (например, гидроксильные, амидные группы, а также 

гидрофобные изопропилакриламидные и додецильные группы). Дексаметазон 

фосфат является водорастворимым соединением и, вероятно, имеет отрицательный 

заряд (Рис. 3.30). Данное лекарственное соединение может быть инкапсулировано в 

полимерные наногели в результате нековалентных взаимодействий с гидрофобными 

додецильными группами полимера, а также за счет физического захвата молекул 

лекарства в процессе термочувствительного сжатия цепей пИПААм. В данном 

исследовании метод микромасштабного термофореза с расчетами по модели Хилла 

был использован для количественной оценки аффинности взаимодействий 

сополимеров с дексаметазоном, равно как и степени кооперативности этих 

взаимодействий. В исследованиях методом ММТ концентрацию флуоресцентно 

меченого сополимера поддерживали постоянной, варьируя при этом концентрацию 

дексаметазона (Рис. 3.31). 
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Значения EC50, полученные для дексаметазона, связанного с несшитыми 

графт-сополимерами (Рис. 3.31 а, б), находились в миллимолярном диапазоне, что 

свидетельствует о слабом связывании между ними. Для образца Геп-г-пИПААм 

увеличение температуры до 35 оС приводило к более эффективному 

взаимодействию с дексаметазоном, что в дальнейшем использовали для 

оптимизации метода инкапсулирования лекарства. В случае со сшитыми Геп-г-

пИПААм-SS/SH и ХС-г-пИПААм-SS/SH (Рис. 3.31 в, г) значения EC50 

уменьшались до микромолярных величин, что указывает на большее сродство 

дексаметазона к данным сополимерам. Вероятно, наблюдаемый эффект связан с 

экранированием отрицательного заряда полисахарида с помощью сшивки, что 

приводит к уменьшению электростатического отталкивания дексаметазона, и 

увеличению доли гидрофобных взаимодействий с цепями пИПААм. При этом 

температура не оказывала существенного влияния на результаты расчета EC50. 

Обнаруженные закономерности влияния сшивки сополимеров на 

эффективность взаимодействия с дексаметазоном, в целом, согласуются с 

полученными данными об эффективности инкапсулирования и скорости 

высвобождения дексаметазона из сшитых и несшитых частиц (Рис. 3.35). Сшитые 

сополимеры имели большую (на 4-11%) эффективность инкапсулирования 

дексаметазона по сравнению с полимерами без сшивки макромолекул. Полученные 

стехиометрические коэффициенты Хилла nХилл, имели значения выше 1, что 

указывает на положительную кооперативность таких взаимодействий, когда 

связывание одной молекулы взаимодействующего партнера приводит к цепному 

связыванию других молекул (Таблица 3.6). Полученные результаты описаны 

подробнее в [258]. 

 
 

 

Рисунок 3.30 – Структура дексаметазона фосфата. 
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Рисунок 3.31 – Кривые титрования Cy3-меченых сополимеров Геп-г-пИПААм (а), 

ХС-г-пИПААм (б), Геп-г-пИПААм-SS/SH (в), ХС-г-пИПААм-SS/SH (г) 

дексаметазоном. 

 

Таблица 3.6 – Значения параметров связывания дексаметазона с графт-

сополимерами, полученные методом ММТ. 

Полимер Т, C EC50, M nХилл 

Геп-г-пИПААм 

25 430  80 1.19 

30 220  60 1.09 

33 180  20 1.03 

35 150  30 1.23 

Геп-г-пИПААм-

SH/SS 

25 2.7  0.9 1.87 

30 1.3  0.8 1.12 

33 2.7  1.1 1.09 

35 1.2  0.7 1.67 

ХС-г-пИПААМ 

25 340  60 1.72 

30 290  50 1.51 

33 240  53 0.89 

35 340  122 0.95 

25 3.2  0.10 1.89 
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ХС-г-пИПААМ-

SH/SS 

30 5.9  4.2 1.13 

33 1.5  1.4 1.09 

35 3.3  2.3 1.39 

 

 

3.3 Использование разработанных стимул-чувствительных полимеров для 

создания систем доставки лекарств 

3.3.1 pH-чувствительные частицы: инкапсулирование и высвобождение 

олигонуклеотида  

Для доставки генетического материала в клетки-мишени, ДНК или миРНК 

могут быть связаны с наночастицами Хит-Геп посредством электростатических сил. 

В качестве модели миРНК использовался флуоресцентно меченый двуцепочечный 

олигонуклеотид Сy3-олиго-dT-dA. Известно, что хитозан имеет pH-чувствительную 

природу за счет содержания аминогрупп с pKa  6.0-6.5. В связи с этим, изучение 

влияния pH на эффективность инкапсулирования (ЭИ) олигонуклеотида в НЧ, а 

также на их гидродинамический размер и дзета-потенциал представляло важную 

задачу (Рис. 3.32). 

 

 

Рисунок 3.32 – Влияние pH на эффективность инкапсулирования модельного 

олигонуклеотида (слева), гидродинамический диаметр и дзета-потенциал (значения 

над колонками) (справа) НЧ. Частицы с наименьшим гидродинамическим 

диаметром, полученные при pH 6.0, заключены в красный прямоугольник. 

Измерения проводились в различных буферных растворах (MES рН 5.0; MES рН 6.0; 

ФБР рН 7.0; ФБР рН 8.0). 
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На Рис. 3.32 показано, что эффективность инкапсулирования 

олигонуклеотида зависит от pH среды, что, в свою очередь, связано со степенью 

протонирования аминогрупп хитозана, которые связываются с анионным 

олигонуклеотидом. Так при pH выше 6.0 степень протонирования хитозана 

снижается, что соответственно приводит к уменьшению эффективности 

инкапсулирования олигонуклеотида. Исследование характеристик частиц показало, 

что при pH выше 6.0 происходит депротонирование хитозана, что приводит к 

снижению поверхностного заряда частиц, их сжатию и агрегации (Рис. 3.32 б). В 

кислой среде при pH 5.0 размер частиц также увеличивался за счет протонирования 

хитозана (увеличение положительного заряда) с последующим набуханием 

наночастиц. 

Таким образом, оптимальным для получения инкапсулированных форм 

миРНК или других генетических конструкций в комплексе с хитозаном и гепарином, 

обладающих минимальными размерами и относительно высокой стабильностью (Dh 

= 145±27 нм, ИПД = 0.21), является pH 6.0. 

Влияние добавления гепарина в полиплексы хитозана с нуклеиновой 

кислотой на высвобождение модельного флуоресцентно меченого двуцепочечного 

олигонуклеотида (Cy3-олиго-dT-dA) исследовано в средах с различными 

значениями pH, имитирующими цитозоль и кровоток (pH 7.5), ранние эндосомы (pH 

6.3) или лизосомы (pH 4.5) (Рис. 3.33).  

 

Рисунок 3.33 – Влияние гепарина на высвобождение олигонуклеотида. Полиплексы 

хитозан и хитозан-гепарин (мол. соотношение 4:1) с инкапсулированным Cy3-
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олиго-dT-dA инкубировали при pH 4.5 (MES), pH 6.3 (MES) и pH 7.4 (ФБР) в течение 

4 ч при 37С. 

 

На Рис. 3.32 показана кинетика высвобождения олигонуклеотида из частиц на 

основе хитозана и хитозан-гепарина в течение 4 ч. При pH 4.5 скорость 

высвобождения увеличивалась для обеих систем полиэлектролитов, что, вероятно, 

вызвано набуханием частиц. При этом добавление гепарина в частицы приводит к 

ускорению высвобождения, что может быть связано с вытеснением 

олигонуклеотида более сильным конкурентным полианионом гепарином. Другой 

причиной, возможно, являлось разрушение частиц с образованием более мелких 

полимерных комплексов, что вызывало взрывное высвобождение в течение первых 

двух часов инкубации. Высвобождение при pH 6.3 и 7.4 протекало медленнее в 

обеих системах, кривые имели одинаковый наклон. При pH 6.3 кинетика процесса 

для обеих систем была сходной, при этом только 20% олигонуклеотида 

высвободилось спустя 4 ч. Полученный результат можно объяснить устойчивостью 

коллоидных растворов наночастиц при данном pH. Повышение pH до 7.4 не привело 

к значительным изменениям в высвобождении олигонуклеотида по сравнению с pH 

6.3.  

Таким образом, можно заключить, что полиэлектролитные системы на основе 

хитозана и гепарина способны эффективно связывать нуклеиновые кислоты, а также 

обеспечивать относительно быстрое и полное pH-чувствительное высвобождение в 

слабокислой среде, что в перспективе может обеспечить быстрое эндо-

лизосомальное внутриклеточное высвобождение агента. 

 

3.3.2 Фоточувствительные наночастицы: инкапсулирование и 

высвобождение пДНК и миРНК  

Фотоиндуцируемое высвобождение из частиц pLys-Геп, содержащих ФЧ-

линкер, исследовали на примере инкапсулированных пДНК (pCLuc4) и Cy3-

меченного дуплекса олиго-dT-dA (Рис. 3.34). Эффективность инкапсулирования 

данных соединений в частицы при выбранных соотношениях ([Lys – NH3
+]:[пДНК – 

PO4
-]:[Геп – SO3

-]:[линкер] = 1:0.5:3:0.8 и 1:0.5:3:1.6)  была равна 100%. 
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Методом гель-электрофореза показано, что пДНК полностью связывается с 

частицами pLys-Геп, сшитыми ФЧ-линкером, и поэтому теряет свою подвижность в 

геле (Рис. 3.34 а, дорожка 4). Облучение светодиодной лампой мощностью 5 Вт при 

365 нм привело к появлению полос пДНК (Рис. 3.34 а, дорожки 5 и 6). При внесении 

в систему большей доли линкера (Рис. 3.34 а, дорожка 6) некоторое количество 

пДНК, по-видимому, оставалось в комплексах. Это может быть вызвано неполным 

разложением линкера или образованием нерегиоспецифических поперечных связей 

(между амино- и карбоксильными группами pLys и Геп, соответственно), так как 

количество добавляемых в этом случае активирующих агентов для реакции сшивки 

линкера с цепями полимера превышает количество, используемое в случае его  

меньшего содержания. 

Высвобождение Cy3-меченого олиго-dT-dA (модели миРНК) изучали с 

использованием ультрафильтрации коллоидных растворов частиц с последующим 

измерением флуоресценции фильтрата (Рис. 3.34 б). Для не сшитых ФЧ-линкером 

частиц полное высвобождение олигонуклеотида достигалось за 8 часов. Сшивка 

полимеров с ФЧ-линкером привела к значительному замедлению высвобождения 

олиго-dT-dA: лишь 20% олигонуклеотида высвободилось из частиц через 8 часоов. 

Воздействие УФ-излучения (5 Вт, 365 нм) в течение 30 минут инициировало 

увеличение степени высвобождения до 60% в течение тех же 8 часов. При этом, не 

наблюдалось значительного изменения значений гидродинамичеких размеров и 

дзета-потенциалов частиц после облучения. Полученные данные позволили сделать 

вывод о том, что предложенный метод конструирования фоточувствительных 

полиэлектролитных частиц позволяет эффективно контролировать высвобождение 

различных генетических конструкций. 
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Рисунок 3.34 – Исследование фоточувствительного высвобождения: (а) пДНК, 

контроль - метод электрофореза в агарозном геле, детектирование зон 

полинуклеотида проводилось с использованием EtBr: (1) маркер молекулярных 

масс; (2, 3) пДНК; (4) пДНК в сшитых ИПЭК ([Lys – NH3
+]:[пДНК – PO4

-]:[Геп – SO3
-

]:[линкер] = 1:0.5:3:0.8) без УФ-обработки; (5) пДНК в сшитых ИПЭК ([Lys – 

NH3
+]:[пДНК – PO4

-]:[геп – SO3
-]:[линкер] = 1:0.5:3:0.8) после 30 минут УФ-

облучения (5 Вт, 365 нм); (6) пДНК в сшитых ИПЭК ([Lys – NH3
+]:[пДНК – PO4

-

]:[Геп – SO3
-]:[линкер] = 1:0.5:3:1.6) после 30 минут УФ-облучения (5 Вт, 365 нм); 

(б) Cy3-олиго-dT-dA, контроль - измерение флуоресценции фильтрата после 30-

минутного УФ-облучения (5 Вт, 365 нм). ИПЭК, содержащий олиго-dT-dA, 

получали при соотношени [Lys – NH3
+]:[олиго-dT-dA- PO4

-]:[Геп – SO3
-]:[линкер] = 

1:1:3:1.6 

 

3.3.3 Термочувствительные частицы: инкапсулирование и высвобождение 

дексаметазон фосфата 

 Термочувствительные привитые сополимеры были апробированы в качестве 

систем доставки офтальмологических лекарственных препаратов. С этой целью 

проведено инкапсулирование гидрофильного низкомолекулярного лекарственного 

соединения дексаметазона фосфата в полученные наночастицы на основе Геп-г-

пИПААм и ХС-г-пИПААм. Методика инкапсулирования включает в себя 
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инкубирование полимера с лекарственным веществом в течение нескольких часов 

при температуре 35 С. Не связанный с наночастицами дексаметазон отделяли 

ультрацентрифугированием через мембрану с MW 10,000 и его концентрацию 

определяли спектрофотометрически. Эффективность инкапсулирования достигала 

60.3±2.1% для Геп-г-пИПААм и 68.2±1.3% для ХС-г-пИПААм и возрастала при 

увеличении длины цепи пИПААм. Гидродинамический размер частиц при 

добавлении лекарства в концентрации от 1 до 100 мкг/мг частиц менялся 

незначительно и находился в пределах 220 нм. 

Высвобождение лекарства исследовали в средах с различным pH (MES pH 5.0; 

ФБР pH 7.4; боратный буферный раствор pH 8.6) при 35 и 25 С (Рис. 3.35).  

Лекарство высвобождалось полностью через 9 часов при физиологическом pH. 

Однако, при повышении температуры до средней физиологической температуры 

глаза 35 С происходило замедление высвобождения до 24 ч, которое можно 

объяснить коллапсом полимерных цепей пИПААм, участвующих в удерживании 

дексаметазона. Кроме того, наблюдается pH-зависимое высвобождение, что, по-

видимому, связано с ионной природой полисахаридной части сополимера. 

Существенной разницы в скорости высвобождения из наногелей на основе Геп-г-

пИПААм и ХС-г-пИПААм не обнаружено. 

Следует отметить, что при местном введении таких наночастиц в виде 

глазных капель, повышение удерживания лекарства до 24 часов является хорошим 

показателем для дальнейшего применения их in vivo. 



 

 

138 

                     

Рисунок 3.35 – Кривые высвобождения дексаметазона фосфата из частиц на основе 

гепарин-графт-пИПААм и хондроитин сульфат-графт-пИПААм при 25С (а) и 

35С (б). 

 

Термочувствительные ковалентно сшитые наночастицы, содержащие 

дексаметазон фосфат, были разработаны с использованием графт-сополимеров 

Геп-г-пИПААм-SS/SH и ХС-г-пИПААм-SS/SH. Показано заметное увеличение 

эффективности инкапсулирования дексаметазона в сшитые частицы по сравнению с 

несшитыми на основе полученных графт-сополимеров, а именно, 60.3±2.1% для 

Геп-г-пИПААм, 68.2±1.3% для ХС-г-пИПААм, 71.2±1.7% для Геп-г-пИПААм-

SS/SH и 72.4±3.6% для ХС-г-пИПААм-SS/SH. На Рис. 3.36 представлены кривые 

высвобождения дексаметазона фосфата из полученных частиц в ФБР pH 7.4, 

демонстрирующие увеличение удерживания лекарства до 32 ч при 35 С для 

ковалетно сшитых частиц по сравнению с несшитыми. Такое поведение можно 

объяснить увеличением количества гидрофобных взаимодействий между сшитой 

полимерной сеткой и дексаметазоном. Для несшитых частиц наблюдалось 

термоиндуцированное замедление высвобождения от 9 ч при 25 С до 24 ч при 35 
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С, что объясняется гидрофобными взаимодействиями лекарства с цепями 

пИПААм. Для сшитых частиц температура незначительно влияла на кинетику 

высвобождения. Тенденция к более длительному удерживанию дексаметазона 

сшитыми наночастицами была также подтверждена большим сродством 

дексаметазона к сшитым полимерам в эксперименте ММТ, описанном в п. 3.2.3.4. 

                       

Рисунок 3.36 – Кривые высвобождения дексаметазона фосфата из наногелей на 

основе Геп-г-пИПААм, Геп-г-пИПААм-SS/SH, ХС-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм-

SS/SH при 25 С (а) и 35 С (б) в ФБР pH 7.4. 

 

 

3.4 Биологические свойства разработанных носителей 

3.4.1 Цитотоксичность стимул-чувствительных полимерных систем 

3.4.1.1  Цитотоксичность pH-чувствительных частиц 

Для обеспечения безопасного подкожного введения или местной терапии с 

применением наночастиц хитозан-гепарин необходимо, чтобы они не проявляли 

цитотоксических эффектов в экспериментах in vitro. Первичные клетки кожного 

эпидермиса – кератиноциты крайне чувствительны к действию фармакологических 

агентов или присутствию агрессивной среды (кислот или органических 
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растворителей). В связи с этим для оценки биосовместимости наночастиц был 

использован двойной скрининговый метод измерения выживаемости 

кератиноцитов, а именно, МТТ-тест и тест с красителем трипановым синим. Время 

инкубирования составляло 24 часа (стандартный анализ на цитотоксичность) и 72 

часа (долгосрочный эксперимент). 

Для стабильных в культуральной среде частиц на основе полиэлектролитного 

комплекса Хит-Геп с массовым соотношением 1:1 и 2:1 в концентрациях 0.005 и 0.05 

масс. % выживаемость клеток после их инкубирования с частицами в течении 24 и 

72 ч составила более 75%, что доказывает отсутствие токсического эффекта (Рис. 

3.37). По результатам эксперимента наблюдается концентрационная и временная 

зависимости цитотоксичности, следовательно, данные клетки могут быть 

использованы в качестве биологического индикатора для оценки безопасности 

разных типов наночастиц. По результатам теста с красителем трипановым синим для 

частиц в концентрации 0.005% до 10% клеток теряли целостность мембран при 

взаимодействии с частицами. Более высокие концентрации частиц несущественно 

увеличивали цитотоксичность. Увеличение доли хитозана незначительно влияло на 

цитотоксичность частиц, а комбинация с гепарином заметно улучшала их 

биосовместимость по сравнению с хитозаном. 
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Рисунок 3.37 – Исследование цитотоксичности наночастиц Хит-Геп и исходных 

полисахаридов (хитозан, гепарин) в концентрациях 0.05 и 0.005 масс. % на 

первичных кератиноцитах человека с использованием МТТ-теста через 24 и 72 часа 

инкубации (а) и анализа цитотоксичности по количеству мертвых клеток с 

использованием реакции с красителем трипановым синим после 24 часов инкубации 

клеток с частицами (б).  

 

3.4.1.2  Цитотоксичность фоточувствительных частиц 

Для оценки возможности применения полученных систем для трансфекции 

клеток генетическими конструкциями было изучено влияние сшитых ИПЭК на 

клеточную жизнеспособность. Для частиц в диапазоне концентраций от 4 до 1000 

мкг/мл выживаемость клеток после их инкубирования с частицами в течение 24 и 72 

часов составила более 80%, что свидетельствует об отсутствии токсичности 

полученных образцов (Рис. 3.38).  

Несмотря на то, что pLys обладает токсическим действием по отношению к 

клеткам, из полученных значений ζ-потенциала поверхности ясно, что гепарин 
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гепарин является биосовместимым гликозаминогликаном, его избыток на 

поверхности ИПЭК позволяет снизить токсический эффект частиц. 

На основании полученных результатов можно заключить, что частицы на 

основе pLys и гепарина, содержащие в своей структуре ФЧ-линкер, представляют 

собой перспективные материалы для использования в качестве средств доставки 

генетических конструкций. 

 

 

Рисунок 3.38 – Выживаемость различных клеток, инкубированных с частицами 

([pLys]:[Геп]:[линкер]=1:3:0.8 моль:моль:моль) 24 часа (а) и 72 часа (б). 

 

3.4.1.3  Цитотоксичность термочувствительных сополимеров 

Для применения полимеров в качестве основы мукоадгезивных систем 

доставки глазных лекарств необходимо подтвердить их безопасность для клеток и 

тканей in vitro и in vivo. На первом этапе изучали выживаемость клеток пигментного 

эпителия сетчатки (ARPE-19) и эпителия роговицы человека (HCE) человека в 

присутствии Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм (образцы Г-5 и Х-5) (Рис. 3.38) с 

использованием МТТ-теста. Цитотоксичность привитого сополимера Геп-г-

пИПААм проявлялась лишь при высокой концентрации (0.5 мг/мл) и длительном 

времени инкубации (свыше 24 часов). Для сополимера ХС-г-пИПААм при 

концентрации 0.25 мг/мл и выше наблюдалось повышение жизнеспособности 

клеток. Подобный эффект повышения пролиферации клеток в присутствии 

биополимеров был показан в работах [250,251]. Главным условием нетоксичности 

анализируемых соединений является отсутствие видимых морфологических 
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изменений клеток. Морфология клеток ARPE-19 и HCE не изменялась в присутствии 

синтезированных графт-сополимеров, что позволяет сделать вывод об отсутствии 

влияния данных веществ на клеточную жизнеспособность. 

 

 

Рисунок 3.39 – Выживаемость клеток сетчатки ARPE-19 и роговицы глаза HCE, 

инкубированных с полимерами Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм в течении 24 и 72 

часов. 

 

 Токсичность полимеров исследовали in vivo на глазах крыс, в качестве контроля 

использовали ФБР pH 7.4. После введения растворов полимеров (образцы Г-5 и Х-

5) в виде глазных капель детектировали поведение животных, указывающее на 

раздражение, включающее в себя частоту моргания (Рис. 3.40), покраснение глаз, 

частоту встряхивания головы и протирание глаз лапами. Сравнивали поведение 

исследуемой и контрольной групп. Нужно отметить, что воспаления или 

повреждения поверхности роговицы не были обнаружены ни во время 

эксперимента, ни после него. 
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Рисунок 3.40 – Частота моргания крыс после введения глазных капель, содержащих 

графт-сополимеры или ФБР pH 7.4, с дозированием два раза в день в течение 5 дней. 

 

 

3.4.2 Исследование способности разработанных наночастиц к проникновению 

внутрь клеток 

Оценку способности частиц к клеточной интернализации проводили 

методами флуоресцентной микроскопии и проточной цитометрии. С целью 

визуализации внутриклеточного проникновения частицы, имеющие на поверхности 

карбоксильные группы гепарина, ковалентно модифицировали флуоресцентным 

красителем цианинового ряда Су5. 

При проведении оценки поглощения меченых частиц после инкубации с 

клетками методом флуоресцентной микроскопии наблюдали присутствие 

наночастиц внутри цитоплазмы клеток (Рис. 3.41). 

 

   

Рисунок 3.40 – Фотографии клеток HEK 293, инкубированных с флуоресцентно 

мечеными частицами на основе pLys-Геп-линкер. Синяя флуоресценция относится 

к ядрам клеток, окрашенных красителем DAPI (а); красная флуоресценция, 
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обозначает распределение Cу5-меченых частиц в клетках (счастиц = 50 мкг/мл) (б); 

наложение двух изображений (в). 

 

Для количественной оценки проникновения частиц в клетки использовали 

метод проточной цитометрии. Интенсивность флуоресценции клеток с 

увеличением времени инкубирования с исследуемыми частицами возрастала (Рис. 

3.42). Частицы эффективно захватывались клетками в течение первого часа 

совместной инкубации, процесс интернализации достигает плато примерно через 2 

часа. Таким образом, методами проточной цитометрии и флуоресцентной 

микроскопии подтверждена способность исследуемых аночастиц проникать 

внутрь клеток, что важно для их применения в биомедицинских областях. 

 

 

Рисунок 3.42 – Кинетика 

накопления меченых наночастиц 

pLys-Геп-линкер в клетках HEK 

293 (счастиц = 50 мкг/мл).  

 

 

3.4.3 Исследование способности полимерных носителей доставлять лекарства 

в клетки и ткани 

3.4.3.1  Трансфекция ARPE-19 с использованием pH-чувствительных частиц с 

инкапсулированной пДНК 

Важнейшим аспектом создания материалов биомедицинского назначения 

является изучение взаимодействия частиц с клетками. Особенно значимой является 

способность наночастиц проникать в клетки и своевременно высвобождать 

лекарство с сохранением его активности после высвобождения. Оценить 

эффективность внутриклеточной доставки частицами возможно с использованием 

генетической конструкции на основе плазмидного вектора (пДНК). Так, для 
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хитозана ранее была описана трансфекция клеток полиплексами хитозан-пДНК и 

факторы, влияющие на ее эффективность (молекулярная масса хитозана, 

соотношение хитозан:ДНК, размер частиц и дзета-потенциал) [128, 132, 252]. 

Механизм внутриклеточного высвобождения генетических конструкций из частиц 

на основе хитозана основан на протонировании его аминогрупп в кислой среде 

эндолизосом, последующем набухании частиц и механическом разрыве 

эндосомальной мембраны за счет активного притока противоионов и увеличения 

частиц в размере. Далее полиплексы проникают из эндолизосом в цитозоль. В 

цитозоле происходит высвобождение пДНК за счет депротонирования хитозана при 

pH 7.4 и разрушения частиц, и далее пДНК с большой вероятностью может 

проникнуть в ядро. 

В литературе известно несколько исследований включения конкурентных 

полианионов в полиплексы на основе хитозана, а именно, гиалуроновой кислоты 

[131] и альгината натрия [125]. Трансфекция эпителиальных клеток такими 

полиплексами с пДНК или миРНК оказалась более эффективной по сравнению с 

хитозаном за счет ослабления взаимодействия хитозана с нуклеиновой кислотой 

[131]. При этом, альгинат натрия и гиалуроновая кислота являются достаточно 

высокомолекулярными полимерами и их растворы имеют высокую вязкость. В 

нашем исследовании предполагается, что использование низкомолекулярного, 

негелеобразующего гепарина в качестве сильного конкурентного полианиона может 

повысить эффективность доставки генетических конструкций, при этом сохранить 

высокую биосовместимость и простоту использования данных носителей. 

Линию эпителиальных клеток сетчатки человека (ARPE-19) трансфецировали 

плазмидной ДНК (pEGFP), несущей ген зеленого флуоресцентного белка, с 

использованием хитозана и наночастиц хитозан-гепарин. Сигнал флуоресценции 

синтезируемого в клетке зеленого флуоресцентного белка служил индикатором 

эффективности трансфекции (Рис. 3.43).  
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Рисунок 3.43 – Трансфекция клеток ARPE-19 полиплексами Хит-Геп-pEGFP при 

мол. соотношении 2:1:0.5 и 1:4:0.5; сигнал нормализованной флуоресценции клеток 

ARPE-19 после трансфекции полиплексами, в качестве отрицательного контроля 

использовали клетки, трансфецированные pEGFP без полимерных носителей 

(принимали за 100% трансфекции); гидродинамический диаметр (ДРС, черные 

столбцы) и дзета-потенциал используемых полиплексов с pEGFP (серые столбцы), 

состав наночастиц, имеющий наибольшую эффективность трансфекции, отмечен 

красной рамкой. 

 

На основании сигналов внутриклеточной флуоресценции зеленого белка 

показано, что клетки трансфецируются в 2-2.5 раза с большей эффективностью 

полиплексами хитозан-гепарин-pEGFP по сравнению с контрольной трансфекцией 

с использованием pEGFP без полимеров. Кроме того, полиплексы с гепарином 

продемонстрировали более высокую эффективность трансфекции по сравнению с 

полиплексами хитозан-pEGFP, что может быть обусловлено не только ослаблением 

взаимодействия хитозана с ДНК, но и вытеснением пДНК гепарином в процессе 
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разрушения сборки частиц в цитоплазме при pH 7.4. При этом, увеличение 

количества гепарина в составе полиплексов приводило к более эффективной 

трансфекции клеток. 

На Рис. 3.43 г представлены данные по определению гидродинамических 

размеров и дзета-потенциалов, использованных в эксперименте полиплексов с 

pEGFP.  Показано, что избыток гепарина при мол. соотношении хитозан:гепарин 1:4 

приводил к отрицательному заряду поверхности частиц (-22 ± 4 мВ). Однако 

значительных различий в гидродинамических размерах между полиплексами с 

разным количеством гепарина не обнаружено. Таким образом, показано, что 

полиплексы с отрицательным дзета-потенциалом способны связывать пДНК и 

переносить её в клетки. 

 

3.4.3.2 Ингибирование фактора роста эндотелия сосудов с использованием pH-

чувствительных частиц с миРНК 

Фактор роста эндотелия сосудов (ФРЭС) представляет собой митоген, 

специфичный для эндотелиальных клеток, а также индуктор ангиогенеза in vivo. 

Активность ФРЭС связывают с ростом опухоли и образованием метастазов [253]. 

Известно, что ФРЭС вовлечен в нарушение барьерной функции пигментного 

эпителия сетчатки и накопление субретинальной жидкости из протекающих 

сосудов, поэтому поиск эффективных технологий ингибирования данного фактора 

является актуальной задачей [254]. 

Технологии РНК-интерференции в настоящее время широко используются в 

функциональных геномных исследованиях [255–257]. В данной области 

разрабатываются малые интерферирующие РНК (миРНК), способные выступать в 

качестве терапевтического средства против онкологических и ряда других 

заболеваний [257]. Однако, системы доставки миРНК нуждаются в разработке и 

изучении для их использования in vivo. В данном исследовании частицы на основе 

комплекса хитозан-гепарин были применены для доставки миРНК, направленной 

для подавления выработки мРНК, кодирующей ФРЭС в клетках сетчатки человека. 

Эффективность РНК-интерференции анти-ФРЭС миРНК в клетках ARPE-19 

(которые самостоятельно вырабатывают ФРЭС) изучена с применением анализа 

экспрессии мРНК, кодирующей ФРЭС, методом ПЦР в реальном времени. 
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Показано, что полиплексы хитозан-гепарин с массовым соотношением 1:1 и 2:1 

продемонстрировали в 2 раза более сильное ингибирующее действие, чем 

полиплексы хитозан-гепарин 4:1 (Рис. 3.44). На представленном рисунке показаны 

изображения флуоресцентной микроскопии клеток ARPE-19, обработанных 

полиплексами хитозан-гепарин, содержащими Cy5-меченую миРНК. На 

фотографиях отчетливо видно эффективное проникновение двухцепочечной миРНК 

в клетки. В случае массовых соотношений хитозан:гепарин 1:1 и 2:1 большинство 

миРНК оказывалась в цитоплазме. При соотношении 4:1 частицы, вероятно, имели 

больший размер и проявляли склонность к агрегированию, поэтому их 

проникновение в клетки было затруднено (прилипание агрегатов частиц к 

клеточному слою, но не проникновение внутрь клеток). 

В целом, результаты, полученные в данном эксперименте, согласуются с 

данными предыдущих клеточных тестов, а именно, добавление гепарина к 

полиплексам обеспечивало эффективное высвобождение миРНК в цитоплазме, тем 

самым повышая эффективность РНК-интерференции и подавления гена ФРЭС. 

 

 

Рисунок 3.44 – Слева: РНК-интерференция с использованием полиплексов хитозан-

гепарин с анти-ФРЭС миРНК в клетках ARPE-19 в различных мол. соотношениях 
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(1:1; 2:1; 4:1). Показаны данные относительной экспрессии мРНК ФРЭС, 

полученные с помощью ПЦР. В качестве внутреннего стандарта измеряли РНК-

интерференцию белка глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы. Справа: 

изображения флуоресцентной микроскопии клеток ARPE-19, трансфецированных 

Cy5-миРНК (красный цвет) в комплексе хитозан-гепарин при различных массовых 

соотношениях (1:1; 2:1; 4:1). Ядра окрашены синим цветом, а плазматические 

мембраны желтым и зеленым. Фотографии получены с помощью двух систем 

визуализации изображений с различной разрешающей способностью (Cytell и 

Celena). 

 

3.4.3.3 Подавление экспрессии гена GFP фоточувствительными частицами в 

комплексе с миРНК 

Фоточувствительные частицы на основе pLys-геп-линкер ([Lys – 

NH3
+]:[миРНК – PO4

-]:[Геп – SO3
-]:[линкер] = 1:1:4:0.8) апробировали для доставки 

миРНК, подавляющей экспрессию зеленого флуоресцентного белка (GFP), в 

фибробластах мышей (NIH-3T3), постоянно продуцирующих данный белок. 

Подавление экспрессии GFP анализировали с помощью флуоресцентной 

микроскопии и проточной цитометрии (Рис. 3.45). Интактные клетки (Рис. 3.45 (1)) 

и ПЭИ-опосредованную доставку (Рис. 3.45 (4)) миРНК использовали в качестве 

отрицательного и положительного контролей, соответственно. Перед УФ-

воздействием клетки инкубировали с частицами в течение 60 минут для их 

эффективного проникновения. 



 

 

151 

 

Рисунок 3.45 – РНК интерференция анти-GFP миРНК,  доставленной с помощью 

ФЧ-частиц ([Lys – NH3
+]:[миРНК – PO4

-]:[Геп – SO3
-]:[линкер] = 1:1:4:0.8) в клетки 

NIH-3T3. Изображения флуоресцентной микроскопии клеток NIH-3T3, 

продуцирующих GFP, после трансфекции анти-GFP миРНК в комплексе с ИПЭК: 

(1) интактные клетки; (2) клетки, инкубированные со сшитыми анти-GFP-

миРНК/ИПЭК; (3) клетки, инкубированные со сшитыми анти-GFP-миРНК/ИПЭК и 

подвергнутые УФ-облучению (5 Вт, 365 нм) в течение 30 минут; (4) клетки, 

инкубированные с полиплексом анти-GFP-миРНК/ПЭИ. 

 

Как показано на Рис. 3.45 (2) подавление GFP с использованием сшитых 

ИПЭК без УФ-облучения было незначительным за счет медленного высвобождения 

миРНК из сшитых частиц. Однако, подавление GFP существенно увеличивалось 

после УФ-обработки клеток в течении 30 минут (Рис. 3.45 (3)) в результате быстрого 

фотоиндуцируемого внутриклеточного высвобождения миРНК. Важно отметить, 

что морфология клеток не менялась после УФ-облучения в течение всего 

эксперимента (до 3 дней). 

 

3.4.3.4 Трансфекция HCE фоточувствительными частицами в комплексе с 

пДНК 

Способность разработанных ИПЭК к фотоиндуцируемой доставке 

генетических конструкций в клетки исследовали с применением плазмидной ДНК, 
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содержащей ген люциферазы светляков. Эпителиальные клетки роговицы человека 

(HCE) инкубировали с ИПЭК ([Lys – NH3
+]:[пДНК – PO4

-]:[Геп – SO3
-]: [линкер] = 

1:0.5:4:0.8). Влияние УФ-облучения клеток количественно оценивали по 

люминесценции продуцируемого в трансфецированных клетках люциферина (Рис. 

3.46). В качестве положительного контроля проводили ПЭИ-опосредованную 

трансфекцию. Сшитые ИПЭК не показали способности трансфецировать клетки без 

УФ-воздействия. В то же время, воздействие УФ светом приводило к появлению 

люциферазной флуоресценции. Эффективность трансфекции в этом случае 

составила 27% по сравнению с трансфекцией, опосредованной ПЭИ. Таким образом, 

для разработанных систем была показана возможность фотоактивации трансфекции 

пДНК. 

 

Рисунок 3.46 – Трансфекция клеток роговицы (HCE) ИПЭК pLys-Геп-линкер с 

пДНК ([Lys–NH3
+]:[пДНК–PO4

−
]:[Геп–SO3

−
]:[линкер] = 1:0.5:4:0.8). 

 

3.4.3.5 Фармакодинамический эффект снижения внутриглазного давления при 

использовании термочувствительных частиц с инкапсулированным 

ингибитором карбоангидразы 

Гидрофильный ингибитор карбоангидразы II и полимерные частицы, содержащие 

ИКА, на основе сшитых/несшитых привитых сополимеров Геп-г-пИПААм и ХС-г-

пИПААМ (обр. Г-5 и Х-5) были протестированы на кроликах с нормальным 

давлением на предмет способности снижать внутриглазное давление (ВГД). 

Результаты представлены на Рис. 3.47 в виде показаний давления (в мм рт. ст.). ИКА 
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продемонстрировал явный эффект снижения ВГД глаз кролика по сравнению с 

глазом, обработанным контрольным ФБР pH 7.4. Полимерные частицы ИКА с Геп-

г-пИПААм и ХС-г-пИПААМ обладают аналогичным эффектом снижения 

внутриглазного давления (Рис. 3.47 а), тогда как частицы с Геп-г-пИПААм-SS/SH и 

ХС-г-пИПААМ-SS/SH оказали заметное пролонгированное снижение ВГД (более 8 

часов, Рис. 3.47 б). Значительной разницы между Геп-г-пИПААм-SH/SS и ХС-г-

пИПААМ-SH/SS в плане способности снижения ВГД не обнаружено. 

 

  

Рисунок 3.47 – Изменения внутриглазного давления после введения глазных капель 

с растворами Геп-г-пИПААм и ХС-г-пИПААм (а), Геп-г-пИПААм-SH/SS и ХС-г-

пИПААм-SH/SS (б), содержащими ИКА относительно контроля ФБР pH 7.4, 

коммерческого препарата дорзоламида и свободного ИКА. 
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ВЫВОДЫ 

1. Впервые разработаны способы синтеза гибридных термочувствительных 

графт-сополимеров природных полисахаридов (гепарина и хондроитин сульфата) с 

привитыми цепями поли(N-изопропилакриламида) с использованием метода 

контролируемой радикальной полимеризации по механизму присоединения-

фрагментации, а также получения на их основе частиц, обладающих комплексом 

свойств (контролируемый размер, связывание биологически активных веществ, 

стимул-чувствительное высвобождение лекарств, стабильность в физиологических 

средах, отсутствие цитотоксичности, мукоадгезивные свойства), необходимых для 

их использования в качестве систем доставки лекарственных веществ различной 

природы. 

2. Разработан метод синтеза фоточувствительного линкера, содержащего в 

химической структуре функциональные группы для эффективного включения в 

частицы различной природы и пригодного для создания систем фотоиндуцируемой 

доставки лекарств. 

3. Впервые получены узкодисперсные образцы частиц различной структуры на 

основе поликатионов хитозана и поли(L-лизина) с включенным конкурентным 

полианионом гепарином для эффективной pH- и фотоиндуцируемой доставки 

генетических конструкций; 

4. Показано, что использование конкурентного сильного полианиона гепарина в 

pH- и фоточувствительных частицах значительно повышает эффективность 

внутриклеточного высвобождения генетических конструкций, увеличивает 

стабильность частиц в физиологических средах и уменьшает их цитотоксичность; 

5. На основании исследования цитотоксичности полимерных частиц и изучения 

биологической активности полученных систем с инкапсулированным 

лекарственным веществом в клеточных экспериментах и на глазах животных, 

показана принципиальная возможность применения разработанных полимерных 

наночастиц в качестве систем доставки лекарственных веществ различной природы. 
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