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ОБЩАЯ  ХАРАКТЕРИСТИКА  РАБОТЬГ 

Актуальность  проблемы 

Разработка  новых  классов  адъювантов  является  перспективным  нанравленпем 

современной  иммунобиологии.  За  последние  десятилетия  произошли  значительные 

изменення  в  технологии  производства  вакцинных  препаратов.  В  результате  многие 

вакцины,  которые  проходят  в  настоящее  время  клинические  иснытапия,  значительно 

отличаются  от  традиционных  вакцин.  Это  касается,  прежде  всего,  перехода  от 

цельновирионных  и  субьединичных  вакцин  к  рекомбннантным  вакцинам  на  основе 

очищенных  белков, что послужило  причиной  поиска новых  адъювантов. 

Адъюванты  —  это  вещества,  компоненты  вакцин,  усиливающие  нмму1П1Ын 

ответ. Воздействие  адъювантов  на иммунный  ответ  в основпом  обусловлено  двумя  их 

свойствами:  способностью  удерживать  антетен  в  том  месте,  где  он  экспонируется 

лимфоцитам  (эффект  «депо»)  и  способностью  вызывать  синтез  цитокинов, 

регулирующих  лимфоцнтарные  функции.  Таким  образо.м,  адъюванты  способны  не 

только  вызывать  мощный  иммунный  ответ  на  различные  антигены,  по  и  эффективно 

управлять  им,  избирательно  воздействуя  на  лимфоциты  ТЫ  (клеточный  иммунный 

ответ),  Tli2  (гуморальный  иммунный  ответ),  цитотоксическнй  Т­клеточный  ответ,  а 

также  песпецифический  иммунитет.  Пспользованне  адъювантов  позволяет 

уменьшить  дозу  антигена  в вакцине,  увеличить  нммуногенность  «слабых»  антигенов, 

предотвращать  конкуренцию  антигенов  в  комбинированных  вакцинах,  увеличивать 

скорость  развития  и  продолжительность  иммунного  ответа  у привитых,  индуцировать 

защитные  свойства  слизистых  оболочек,  а также  увеличивать  силу  иммунного  ответа 

у детей  и лиц пожилого  возраста. 

Наночастицы  (НЧ)  в  настоящее  время  рассматриваются  как  самые 

перспективные  адъюванты.  Одной  из  причин  использования  НЧ  в  качестве 

адъювантов  является  тот  известный  факт,  что  они  эффективно  поглощаются 

антпгеннредставляющими  клетками.  Таким  образом,  если  с НЧ  связать  антиген,  то  он 

будет  направленно  поглощаться  макрофагами,  что  приведет  к  усилению  иммунного 

ответа. 

В  настоящее  вреш  в качестве  адъювантов  исследуется  целый ряд НЧ;  липосомы, 

виросомы,  ниосомы,  иммуностимулирующие  комплексы,  эмульсии,  полимерные 

наносферы,  вирусоподобные  частицы  и др. 

На  кафедре  биотехнологаи  и  бионанотехпологии  МИТХТ  им.  М.В.  Ломоносова 

проводятся  исследования  сферических  алюрфных  наночастиц  (САНЧ)  из  смеси 

тритерпенондов  бересты  (СТБ).  В  частности,  было  показано,  что  САНЧ  могут  быть 

использованы  в  качестве  носителей  для  инкапсуляции  гидрофобных  лекарственных 

субстанций,  таких  как  доксорубицин,  силп.марин,  С1шибиннн,  метилфеофорбид 

'  Список  сокращений:  ГСфЛ  ­  глнкосфпнголпппды,  ДГК  ­  дигндрокверцетпн,  НЧ  ­  наночастпца,  ПДК  ­

предельно  допустимая  концентрация,  САНЧ  ­  сферические  аморфные  наночастицы,  СГТ  ­  средняя 

геометрическая  титра,  СТБ  ­  смесь  тритерпенондов  бересты  .л>­панового ряда,  ТГФ  ­  тетрагндрофурап,  яФХ  ­

яичный  ф о с ф а л 1 Д 1 ь л х о л и н ,  НВ5А§ ­  поверхностный  антиген  гепатита  В. 
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(ВВ.  Красильникова,  2009).  Также  в  САИЧ  включали  гидрофобную 

противотуберкулезную  субстанцию  рифабутин. 

Эти  САНЧ,  с  одной  стороны,  имеют  размер  (100­200  нм),  характерный  для 

большинства  НЧ,  исследуемых  в  качестве  адъювантов,  с  другой  стороны,  обладают 

отрицательным  зарядом  (дзета­нотецциап  САНЧ  ­32  мВ).  Заряженные  НЧ 

представляют  особый  интерес,  поскольку  эффективность  ОТ  как  адъювантов  во 

многом  определяется  эффективностью  связывания  с  белком­антигеном,  а  основными 

взаимодействиями,  наряду  с  гадрофобными,  являются  электростатические.  В  связи  с 

этим актуальным являлось исследовать адъювантные  свойства  САНЧ  из  СТБ. 

Также  бьии  исследованы  адъювантные  свойства  НЧ,  полученных  из 

дигидрокверцетина  (ДГК)  и гликосфинголинидов  (ГСфЛ). 

Работа  является  частью  на>­чных  исследований,  проводимых  на  кафедре 

биотехнологии  и  бионанотехнологии  МИТХТ  им.  М.В.  Ломоносова  в  рамках 

госбюджетной  темы  1Б­18­356  «Конструированпе  композетных  суб.микронных 

частиц  с  улучшенной  фармакокинетикой»,  а  также  в  рамках  госбюджетной  темы 

2Б­39­356,  аналитической  ведомственной  программы  Министерства  образования 

науки  РФ  «Развитие  научного  потенциала  высшей  школы,  2009­2011  гг.»  (проекты 

№  2.1.1/2715  и  2.1.1/9349)  и гранта  Президента  РФ для  поддержки  ведущих  научных 

школ(НШ­34б8.2010.4). 

Цель настоящего  исследования 

Получение  наночастиц,  обладающих  адъювантными  свойствами,  на  основе 

тритерпеноидов  бересты, дигидрокверцетина  и  гликосфинголипидов. 

Задачи  исследования 

1. Полз^чение наночастиц из природных  соединений. 

1.1. Получение  НЧ на  основе тртерпеноидов  бересты. 

1.1.1.  Влияние  кофеата  бетушна  на  формирование  сферических  аморфных 

наночастиц и их  стабильность;  стадии формирования  САНЧ. 

1.2. Получение  ОТ  на основе  дишдрокверцетина. 

1.3. Получение  ОТ  на основе  гликосфинголипидов. 

2. Исследование  биолопгческих  свойств  ОТ. 

2.1.  Взаимодействие  САОТ  с  компонентами  крови:  клетками,  белками  и 

метаболитами. 

2.2. Исследование  адъювантных  свойств  ОТ. 

2.2.1. Экспериментальные  вакцины  против гепатита  В. 

2.2.2. Экспериментальные  вакцины  npoTiiB вируса  гриппа. 

2.3. Исследование токсичности  НЧ  in  vitro. 

3. Разработка  и испытание  экспериментальных  установок для получения  САНЧ. 

3.1. Установки дтя  получения  САОТ  из  СТБ. 

3.2. Разработка методов  контроля. 

3.2.1. Определение концентрации  САНЧ  в  дисперсиях. 
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3.2.2.  Определение  концентрации  ТГФ в дисперсиях  СЛПЧ. 

3.3. Подбор криопротектора  для лиофилнзацин  САНЧ  из  СТБ. 

Научная  новшиа  паботы 

Разработаны  методы  полученга  НЧ  па  основе  гликосфипголипидов  п 

дпгадрокверцетнна.  Продемонстрирована  ключевая  роль  кофеата  бетуллпа  в 

стабилизации  дисперснп  САНЧ,  определены  стадии  формирования  таких  НЧ. 

Получены  данные  о  взаимодеиствпн  САНЧ  из  тритерпеноидов  бересты  с  белками  и 

клетками  крови.  Показано,  что  САНЧ  в  концентрациях  до  55  мкг/мл  практически  це 

взаимодействуют  с  эритроцитами,  по  ассоциируются  почти  со  100%  клеток 

иммунной  системы  (гранулоццты,  лимфоциты,  моноциты).  Выявлены  основные 

белки  плазмы  к­рови,  которые  адсорбируются  на  САНЧ:  альбумин,  ApoA­FV,  АроЕ, 

IgG.  Биологические  испытания  на  сплнт­вакципе  вируса  гриппа  H5N1  и 

поверхностном  антигене  гепатита  В (HBsAg)  показали,  что разработанные  адъювапты 

на  основе  НЧ  из  СТБ  гораздо  эффективнее  гидроксида  алюминия,  используелюго  в 

настоящее  время.  Исследована  токсичность  САНЧ  на  клеточных  линиях  HeLa  и 

Jurkat,  показано,  что  дисперсии  САНЧ  не  токсич}1ы  вплоть  до  концентрации 

512 мкг/мл; токсичность  НЧ  на основе ГСфЛ  па порядок  выше. 

Практическая  значимость  паботы 

Разработанные  методы  получения  НЧ  могут  быть  использованы  для  других 

соединений. 

Биологические  испытания  выявили  эффективные  НЧ  с  точки  зрения 

и.ммуногенпости.  Вакцины  на  основе  расщепленного  вируса  гриппа  птиц  H5N1 

А/Вьетнам/1194/2004  и  рекомбинант1юго  HBsAg  с  применением  адъюватов  на 

основе  тритерпеноидов  бересты  проходят  расширенные  испытания  на  предприятиях 

«НПО  «Микроген».  Есть хорошие  перспективы для расширения  спектра  антигенов  на 

основе разработанных  адъювантов. 

Основные  положения,  выносимые  на  защиту 

1.  Методы  полученга  НЧ  на  основе  дигидрокверцетина,  гликосфинголипвдов  и 

САНЧ,  модифицированных  олеиновой  кислотой  и  мпрадшстнном. 

2.  Влияние  кофеата  бетул1ша  на  формирование  САНЧ  и  стабильность  дисперсий. 

Выяснение стадий  формирования  САНЧ. 

3. Биологаческие  свойства  наподисперсий. 

3.1.  Взаимодействие  САНЧ  с  компонентами  крови:  клетками,  белками  и 

метаболитами. 

3.2.  Результаты  биологических  испытаний  экспериментальных  вакцин  на  основе 

расщепленного  вируса  гриппа  птиц  H5N1  и  рекомбипатпого  HBsAg  с  применением 

разработанных  адъювантов  на основе  НЧ. 

3.3.  Результаты  оценки  токсичности  САНЧ  из  тритерпеноидов  бересты  и  НЧ  из 

ГСфЛ и ^^иpa^ПICTннa на клеточных линиях  HeLa  и  Jurkat. 



4,  Разработка  и  испытание  экспериментальных  установок  для  получения  САНЧ; 

методы  определения  концентрации  СТБ  и  ТГФ  в  дисперсиях  САНЧ,  Подбор 

криопротектора  для лиофшизации  САНЧ из  СТБ. 

Публикации  и апробация  работы 

По  материалам  диссертации  опубликовано  2  статьи  и  4  тезиса  докладов  на 

международных  конференциях,  1 патент  и заявка на получение  патента  РФ. 

Результаты  диссертации  были  доложены  и  представлены  на  международных 

научных  конференциях:  15­й  Международной  выставке  «Химия  2009»  (Москва, 

28  сентября  ­  2  октября  2009),  V  Московском  международном  конгрессе 

«Биотехнология;  состояние  и  перспективы  развития»  (Москва,  16­20  марта  2009), 

Международной  научно­практической  конференции  «Биотехнология:  Экология 

крупных  городов»  в  рамках  Московского  международного  конгресса 

«Биотехнология:  состояние  и перспективы развития»  (Москва,  15­17 марта  2010). 

Структу ра и объем  работы 

Диссертационная  работа  изложена  на  /тУстраиицах  машинописного  текста  и 

состоит  из  введения,  литературного  обзора,  обсуждения  результатов, 

экспериметальной  части,  выводов  и  списка  лтературы,  включающего 

источников.  Работа  проиллюстрирована  рисунками  и  содержит  схем  и 

с ^ ^  таблиц. 

РЕЗУЛЬТАТЫ  РАБОТЫ  И  ИХ  ОБСУЖДЕНИЕ 

В  качестве  гидрофобных  природных  соединений  для  получения  НЧ  наш1  были 

выбраны  компоненты  СТБ:  бетулин  (60±5%),  лупеол  (30±4%)  и  кофеат  бетулина 

(9±3%)  (рис.  1,  А,  Б,  В).  Дигидрокверцетин  и  мирамистин  (рис.  1,  Г,  Д)  в  качестве 

объектов исследования  были выбраны по данным ФГУП  «НПО  «Мпкроген»  МЗ РФ, в 

котором  проходили  биологические  испытания  вакцин  на  основе  разработанных 

адъювантов. 

Для  получения  НЧ  были  использованы  два  подхода.  В  первом  варианте 

псследовали  САНЧ  из  тритерпеноидов  бересты,  которые  получали  осаждением  из 

смешивающихся  с  водой  растворителей.  Для  изменения  заряда  НЧ  их 

модифицировали  добавлением  хшрашстина  и  олеиновой  кислоты.  Метод, 

разработанный  для  получения  САНЧ,  был  адаптирован  для  получения  НЧ  из 

природного  полифенола дигидрокверцетина  в присутствии  фосфатидилхолина  (яФХ). 

Для  получения  НЧ  с  мирамистином  бьш  разработан  универсальный  метод 

получения  заряженных  НЧ,  заключающийся  в  смешении  в  различных  соотношениях 

амфифильных  веществ  с  противоположными  зарядами:  положительно  заряженного 

лшрамистина  и отрицательно  заряженного цереброзид  сульфата  (рис.  I,  Е),  входящего 

в  состав  гликосфинголшидов  (45­65%  цереброзид,  14­17%  цереброзид  сульфат, 

10­15% сфингомиелин,  10­15% триглицериды  и  фосфолипиды). 



Рис.  1. Структурные  формулы соединений, используемых  для получения НЧ:  тритерпеноилы 
бересты:  бетулин  (А)  (Кр  1.02­10'').  лупеол  (Б)  (Кр  95.50­10'),  кофеат  бетулина  (В) 
(Кр 83.18­10'); дигидрокверцетин  (Г) (Кр 66.07); мирамистин  (Д); цереброзид сульфат  (Е). 

Методы  исследования 

Размер  частиц  оценивали  с  помощью  метода  турбидиметрии  и  с  помощью 

.метода  динамического  светорассеяния^  Дзета­потенциал  НЧ  измеряли  методом 

электрофоретического  светорассеяния.  Стабильность  нанодисперсий  оценивали  по 

скорости  осаждения  НЧ  при  центрифугировании.  Морфологию  НЧ  определяли  по 

электронным  ш1крофотографиям'\  полученным  негативным  контрастированием  с 1% 

водным  раствором  уранилацетата. 

I. Получение  наночастиц  из  природных  соединений 

1.1. Получение  наночастиц  на  основе  тритерпеноидов  бересты 

Ранее  нами  бьш  описан  способ  получения  САНЧ  из  СТБ;  быстрое  прибавление 

25­кратного  избытка  воды  к  раствору  смеси  СТБ  в  ТГФ  с  последующим  удалением 

органического  растворителя.  Для  создания  САНЧ,  модифицированных  олеиновой 

кислотой  или  мирамистином.  необходимо  было  подобрать  наилучшее  соотношение 

СТБ/модификатор  с  точки  зрения  размера  частиц  и  стабильности  препарата.  Были 

приготовлены  и  исследованы  серии  нанодисперсий  СТБ  с  различным  содержанием 

модификаторов;  0.025,  0.05,  0.1, 0.3,  0.5  и 2%  (от  .массы  СТБ)  {рис.  2). 

Измерения  проводшнсь  в  лаборатории  разработки  лекарственных  форм  НИИ  Эксперпментатьной 
диагностики  гг тераппн  опухолей  ГУ  РОНЦ  им.  H.H.  Блохпна  РАМН  и  в  Центре  ко.хтектпвного  пользования 
МИТХТ  им. М.В.  Ломоносова. 

Электронные  микрофотографии  выполнены  в  ИМБ  им.  В.А.  Энге.льгардта  РАН  вед.  к.  сотр..  д.б.н. 
В . И. Попенко 
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Рис.  2.  Электронные  микрофотографии  дисперсий  САНЧ  из СТБ с мирамистином  0.1%  (Б), 
олеиновой кислотой  0.1% (В) и контрольной дисперсии  СТБ (А); масштабный  отрезок 50 нм. 

Было  показано,  что  добавление  к  САНЧ  2%  олеиновой  кислоты  увеличивает  их 

отрицательный  заряд  на  ~  30%,  а  добавление  0.1%  мирамистина  не  приводит  к 

изменению  заряда;  увеличение  доли  мирамистина  дестабилизирует  дисперсии  ­

образуются  нестабильные  дисперсии,  очевидно,  вследствие  уменьшения  плотности 

заряда. 

1.1.1.  Влияние  кофеата  бетулина  на  формирование  С А Н Ч  и  их  стабильность; 

стадии  формирования  САНЧ 

В  отличие  от  большинства  НЧ,  получение  САНЧ  из  СТБ  не  требовало 

присутствия  каких­либо  детергентов.  Мы  предположили,  что  основную  роль  в 

стабилизации  дисперсий  играет  кофеат  бетулина. 

Константа  диссоциации  кофеата  бетулина  рКа  ~  9,  это  значит,  что  при  рН, 

близком  к  9,  не  менее  50%  фенольных  гидроксилов  будет  ионизировано.  Такие 

заряженные  молекулы  при  формировании  САНЧ  должны  вытесняться  на  поверхность 

частиц,  придавая  им  отрицательный  заряд.  Этот  поверхностный  заряд  в  свою  очередь 

должен  препятствовать  агрегации  САНЧ. 

Действительно,  электронные  микрофотографии  показали,  что  только  при  рН  9 

образ^тотся  НЧ  сферической  ф о р ^  (рис.  3,  Г), при  рН  3,  5, 7  дисперсии  нестабильны, 

наблюдается  образование  дисков  различных  размеров  (рис.  3, А, Б,  В). 

Рис.  3.  Электронные  микрофотографии  дисперсий  САНЧ  из  СТБ  при  различных  рН:  3  (А), 
5 (Б), 7 (В), 9 (Г); масштабный  отрезок 200 нм. 

Для  подтверждения  определяющей  роли  кофеата  бетулина  в  стабилизации 

нанодисперсий,  а  возможно,  и  в  формировании  САНЧ  также  исследовали  дисперсии, 

полученные  из  выделенных  компонентов  СТБ  ­  лупеола,  бетулина  и  кофеата 

бетулина,  а  также  из  смеси  этих  компонентов  в  различных  соотношениях.  Из 

перечисленных  веществ  только  кофеат  бетулина  образовывал  САНЧ.  Для  смесей 



Г' 

веществ  были  найдены  соотношения  кофеат  бетулнна/лупеол  и  кофеат 

бетулина/бетулин  (83:17  и  80:20  соответственно),  при  которых  получались  САНЧ. 

Увеличение  доли  кофеата  бетулина  в  смесях  приводило  к  образованию  дисперсий  с 

меньшим  размером  частиц  (рис.  4). 

82  83  84 

Д о л я  кофеата  бетулина, Ч 

Рис.  4.  Зависимосгь  среднего  диаметра  С.4НЧ.  полученных  из  смеси  кофеат 

бетулина/лупеол, от доли  кофеата  бетулина. 

Таким  образом,  было  показано,  что  кофеат  бетулина  играет  основную  роль  в 

стабилизации  и  формировании  С.А.НЧ,  придавая  им  значительный  отрицательный 

заряд,  препятствующий  их  агрегации. 

Стадии  формирования  САНЧ 

До  сих  пор  было  не  ясно,  как из кристаллических  веществ  (т.пл.  бетулина  261°С, 

т.пл. лупеола  215­216°С),  составляющих  основу  тритерпеноидов  бересты,  образуются 

аморфные  НЧ  с  довольно  узким  распределением  по  размерам  (100­200  нм).  Д.чя 

выяснения  стадий  формирования  САНЧ  были  зафиксированы  частицы, 

образующиеся  в  первый  момент.  Для  этого  было  определено  соотношение  объе.мов 

воды  и  раствора  тритерпеноидов  бересты  в  ТГФ,  при  котором  появляются  первые 

частицы  (рис.  5). 

Рис.  5.  Зависимость  оптической  плотности  (450  нм)  раствора  тригерпеноидов  бересты 
от соотношения  вода/ТГФ. 

Первые  частхщы  образовывались  при  соотношении  вода'ТГФ  0.77,  на 

электронных  микрофотографиях  наблюдались  сферические  частицы  размером  около 
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400  нм  (рис.  б.  А).  Быстрое  разбавление  водой  данной  дисперсии  в  четыре  раза 

приводило  к  появлению  цепочек  неразделенных  сфер  с  размером  частиц, 

характерным  для  САНЧ  (100­200  нм)  (рис.  6,  Б).  При  разбавлении  еще  в  четыре  раза 

образовывались  цепочки  сфер  того  же  размера,  но  уже  отделенные  друг  от  друга 

(рис.  6, В). 

Рис.  6.  Электронные  микрофотографии  частиц,  образующихся  при  с.мешении  воды  и 
раствора  СТБ  в  ТГФ  в  соотношении  0.77  (А),  частиц,  полученных  при  разбавлении  водой 
в 4 (Б) и 16 раз (В); масштабный  отрезок 400 нм. 

Таким  образом,  нам  удалось  зафиксировать  стадии  образования  САНЧ  из  СТБ. 

При  смешении  двух  жидкостей  возникший  храдиент  химических  потенциалов 

вызывает  массоперенос  между  фазами.  При  этом  на  границе  раздела  жидких  фаз 

возникает  процесс,  описываемый  как  эффект  Марангони.  В  каком­то  смысле 

физические  параметры  образующихся  НЧ  представляют  собой  память  о  событиях  в 

переходном  слое на границе двух  жидкостей,  где  происходил  процесс  их  рождения. 

1.2. Получение  наночастиц  на  основе  дигидрокверцетина 

Дисперсии  ДГК  получали  методом,  аналогичным  методу  получения  САНЧ  из 

СТБ.  По.адшо  ДГК  д­тя  стабилизации  НЧ  в  состав  дисперсий  включали 

фосфатидилхолин.  Были  получены  две  серии  дисперсий  с  ДГК:  без  модификатора  и 

с  положительно  заряженным  амфифилом  мирамистином.  Дисперсии  с  размерами 

частиц  50­100  нм  оказались  стабильны  (более  месяца  хранения). 

Рис.  7.  Электронная  ^шкрофотография  дисперсии  ДГК/яФХ  (1:1)  с  мирамистином  2%; 
­Масштабный отрезок  100 нм. 

1.3. Получение  наночастиц  на  основе  гликосфинголицидов 

НЧ  получали  при  смешении  в  различных  соотношениях  разнозаряженных 

амфифильных  веществ:  мирашстина  и  гликосфинголицидов. 

На  рис.  8  представлена  зависимость  оптической  плотности  дисперсий  от 

соотношения  ГСфЛ  и  мирамистина.  В  точке  эквивалентности  зарядов  образуется 
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крайне  нестабильная  дисперсия:  частицы  быстро  агрегируют  и  осаждаются.  Четко 

выделяются  две  области  концентрации  мирамистина  с  минимальным  рассеиванием: 

до  0.1  мг/мл  и  после  0.5  мг/мл.  Поэтому  для  получения  стабильных  нанодисперсий 

смешивали  амфифильные  вещества  с  противоположны.ми  заряда.ми  в  следующих 

соотношениях  мираьшстин/ГСфЛ:  <0.08  для  получения  отрицательно  заряженных  и 

>0.40  ­ положительно  заряженных  частиц. 

Рис.  8.  Зависимость  оптической  плотности  дисперсий,  содержащих  1.25  .мг/мл  ГСфЛ  и 
мирамистина. от концентрации  последнего. 

Были  получены  дисперсии  из  ГСфЛ  и  мирамистина  с  различным  содержанием 

пос.теднего  (концентрация  миpa^шcтинa:  О, 0.15,  0.2,  0.5  мг/мл,  концентрация  ГСфЛ  ­

1.25 мг/>ш)  (ГМ).  Как  и ожидалось,  с увеличением  доли  мирамистина,  поверхностный 

заряд  частиц  .менялся  с  отрицательного  на  положтельный,  а  в  зоне  эквивалентности 

бьи  близок  к  нулю  (табл.  1).  При  концентрации  мира.чистина  0.5  мг/мл  и  без  него 

дисперсии  содержали  основную  фракцию  частиц  с  размерами  порядка  100­400  нм, 

0.15  мг/мл  ­  более  2  мкм,  а  при  содержании  мирамистина  0.2  мг/мл  ­  на  порядок 

больше. 

Таблица  1. Дзета­потенциат  частиц из ГСфЛ  (1.25 мг/мл) и мирамистина. 

Концентрация мирамистина,  мг/мл  0  0.15  0.20  0.50 

Дзета­потенциал,  мВ  ­40.93  ­25.12  ­345  26.01 

Также  были  получены  дисперсии  из  ГСфЛ  и  .мирамистина,  в  составе  которых 

присутствовал  третий  компонент  ­  ДГК.  В  этих  дисперсиях  из­за  значительной  доли 

мирамистина  частицы  заряжены  положительно,  основная  масса  частиц  с 

повышенным  содержанием  ДГК  (0,054  мг/мл)  (ГМД250)  имеет  на  порядок  большие 

размеры  (107 н.м) по сравнению  с дисперсией  ГМД100  (содержание  ДГК  0.024  мг/мл). 

Изучение  морфологии  наиболее  стабильной  положительно  заряженной 

дисперсии  из  ГСфЛ  и  миpa^шcтинa  показало,  что  по  форме  частицы  напоминают 

вогнутые диски  (рис.  9). 



Рис.  9.  Электронная  микрофотография  дисперсии  ГМ50  (ГСфЛ  1.25  мг/мл,  мирамистин 
0.50 мг/мл); масштабный  отрезок 300 нм. 

2. Исследование  биологических  свойств  наночастиц 

2.1.  Взаимодействие  САНЧ  с  компонентами  крови:  клетками,  белками  и 

метаболитами 

Взаимодействие  с  клетками  и  белками  крови  является  одним  из  самых  главных 

свойств  как  лекарственного  препарата,  так  и  адъюванта,  определяющих  их  судьбу  в 

организме. 

Для  исследования  взаимодействия  САНЧ  из  СТБ  с  клетками  крови  человека 

использовали  проточную  цитофлуориметрию;  САНЧ  вводили  с  гидрофобной 

флуоресцентной  меткой  ­  3­метоксибензантроно.м.  Результаты  данного  исследования 

показали,  что  наибольшая  адсорбция  САНЧ  из  СТБ  наблюдается  на  клетках 

иммунной  системы:  гранулоцитах,  лимфоцитах  и  моноцитах  (рис.  10).  С 

эритроцитами  САНЧ  практически  не  взаи.модействуют  (рис.  11).  Обнаруженное 

взаимодействие  НЧ  с  клетками  иммунной  системы  может  служить  объяснением 

известных  иммуномодуляторных  свойств  СТБ  и  давало  серьезные  основания 

ожидать,  что  САНЧ  могут  оказаться  хорошими  адъювантами. 

¥ 

1 

Ога  ­ 99,9% 

1  М1 

А»"  Б ю '  ю '  10̂   1С 

Моп ­ 96,9% 

В10°  ю'  Ю""  10­̂   10̂  

Рис,  10. Результаты  цитофлуориметрии  клеток  иммунной  системы  после  30  мин  инкубации 
сыворотки  с  САНЧ.  меченными  3­метокснбензантроном;  по  оси  ординат  ­  количество 
клеток,  по  оси  абсцисс  ­  интенсивность  флуоресценции;  А  ­  гранулоциты  с  САНЧ. 
Б ­  лимфоциты  с САНЧ. В ­  моноциты с САНЧ. М1 ­  интервал значимой  флуоресценции. 
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Рис.  п.  Зависимость  количества  клеток,  содержащих  САНЧ,  .меченные 
3­метоксибензантроном.  от концентрации САНЧ  в дисперсии. 

Распределение  в организме  и аккумулирование  в органах  и  тканях  лекарственной 

субстанции  после  внутривенного  введения  в  значительной  степени  определяется 

взаимодействием  частиц  с  белками  плазмы.  В  зависимости  от  свойств  поверхности 

частиц,  на  них  будут  преимущественно  адсорбироваться  определенные  белки,  что 

может  привести  к  специфическому  связыванию  частицы  с  соответствующим 

рецептором  клеточной  поверхности. 

Состав  белков  плазмы  крови,  адсорбирующихся  на  поверхности  НЧ, 

исследовали  с  помощью  двумерного  гель­электрофореза^  (табл.  2).  Для  оценки 

состава  белков,  адсорбирующихся  на  САНЧ,  было  использовано  программное 

обеспечение  Image­Master  2D  Platinum  software.  Основные  фракции  составили: 

альбумин,  аполипопротеины  (ApoA­IV,  ApoJ,  АроЕ),  трансферрин,  гаптоглобин,  в 

небольших  количествах  присутствовали  фибриноген,  а  также  иммуноглобулин. 

Количественные  характеристики  пятен  на  гель­электрофорезе,  соответствующих 

белкам  плазмы  крови,  адсорбировавшихся  на  САНЧ,  получали  с  помощью  программ 

ImageJ  (National  Institutes  of  Health,  США)  и Phoretix  2D  v.  6.01  software  (Phoretix  Intl., 

Durham,  NC). 

Таблица  2.  Белки  плазмы  крови,  адсорбированные  на  САНЧ,  по  резулыата.м  двумерного 
геяь­электрофореза. 

Бе.юк  Доля белка, %  Белок  Доля  белка, % 

Секреторный Ig  (а­цепь)  6.8  Гаптоглобин  (Р­цепь)  3.5 

Трансферрин  13.4  Гаптоглобин  (а+Р­цепи)  8.8 

Альбумин  16.8  Ig (легкая  цепь)  16.7 

Фибриноген  (а­цепь)  7.5  АроА­Л/  4.8 

Фибриноген  (у­цепь)  4.9  ApoJ  6.2 

IgG (тяжелая  у­цепь)  6.9  АроЕ  3.6 

"  Двумерный  гель­э.чекторофорез  (2D­PAGE)  выполнен  И.А.  Демпной.  НИИ  фтнко­хпмпческой 

­медншгаы, ООО  «PYNNY». 
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Гидрофобные  наночастицы  из  СТБ  могут  быть  использованы  для  другой  важной 

роли  ­  очищения  крови  от  избытка  гидрофобных  токсичных  метаболитов,  среди 

которых  не последнее  место  занимает  билирубин. 

Для  определения  количества  билирубина  в  плазме  крови  использовали  реакцию 

Ван  ден  Берга,  основанную  на  взаимодействии  билирубина  с  диазотированной 

сульфаниловой  кислотой  с  образованием  окрашенного  соединения,  интенсивность 

окраски  которого  пропорциональна  содержанию  билирубина  в  исследуемой  пробе. 

Было  установлено,  что  САНЧ  в  концентрации  0.835  мг/.мл адсорбируют  от  47  до  62% 

билирубина,  при  его  содержании  в  крови,  превышающем  нормальное  от  1.5 до  12 раз. 

Таким  образом,  САНЧ,  возможно,  могут  выступать  в  качестве  перспективных  систем 

для  очистки  крови. 

2.2. Исследование  адъювантных  свойств  Н Ч 

2.2.1.  Экспериментальные  вакцины  против  гепатита  В 

Для  исследования  адъювантных  свойств  НЧ  на основе  ДГК  беспородным  мышам 

вводили  внутримышечно  HBsAg  с  раз]шчными  адъювантами  и  определяли  в 

сыворотках  животных  титр антител к HBsAg  методом  ИФА^  (рис.  12). 

Анализ  гулюрального  иммунного  ответа  у  беспородных  мышей  показал,  что 

дисперсия  на  основе  ДГК  в  качестве  адъюванта  способствует  выработке  более 

высокого  уровня  гуморального  иммунного  ответа  у  мышей  на  введение  вакцины 

гепатита  В  в  дозе  10  мкг/мышь  по  сравнению  со  стандартным  адъювантом, 

применяемым  в  вакцинных  препаратах  ­  гидроокисью  атюминия. 
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Вакцина  с адъювантными  композициями  на  основе  ДГК 

Рис.  12.  Иммуногенные  свойства  вакцины  HBsAg  с  адъювантами  на  основе  ДГК: 
1  ­  дисперсия  ДГЮ'яФХ  (1:1  моль/моль);  2  ­  дисперсия  ДГК/яФХ  (1:1  моль/моль)  с  2% 
мирамистина;  3 ­  гидроокись алюминия: 4 ­  контроль;  HBsAg. 

Д.1Я  исследования  адъювантных  свойств  САНЧ  с  олеиновой  кислотой  морским 

свинкам  двукратно  подкожно  с  интервалом  в  14 дней  вводили  HBsAg  с  различными 

Испытания  проводили  в ФГУП  «НПО  «Мпкроген»  МЗ  РФ 
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адъювантами  н  определялн  в  сыворотках  животных  титр  антител  к  HBsAg  методом 

ИФА  (табл.  3). 

Таблвда  3. Иммуногенпые  свойства вакцины гепатита В с адъювантами  па основе  СА1И. 

Количество  препарата, 
введенного одному  животному 

Средняя геометрическая титра  (СГТ),  мМЕ/мл Количество  препарата, 
введенного одному  животному  1­я  прививка  2­я  прививка 

Коитроль:НВ5А0 

(20 мкг HBsAg + 600 мкг  А1(0Н),) 

16.3 

[5.6­47.21 

718.7 

[450.9­1145.5] 

20 мкг HBsAg + 50 мкг  САНЧ 

с олешювой к­тон (0.5% от СТБ) 

16.4 
[8.99­29.8] 

1484.9* 
[809.7­2723.2] 

20 мкг HBsAg + 500 мкг  САНЧ 

с о.леиповой к­той  (0.5% от  СТБ) 

11.7 
[5.2­26.3] 

1500.3* 
[1057.96­2127.6] 

*рамичия  средних величин существенные  по сравнению с контролем. 

Существенных  различии  в  СГТ  после  первой  прививки  не  наблюдалось.  Однако, 

после  второй  прививки  в  случае  адъюванта  на  основе  САНЧ  с  олеиновой  кислотой, 

наблюдали  достоверно  более  высокий  уровень  антител  (примерно  в  2  раза  выше)  по 

сравнению  с  вакциной,  адъюванто.м  в  которой  являлся  гндроксид  aлю^н^ния.  Причем, 

снижение  концентрацнп  разработанного  адъюванта  в  10  раз  (с  500  до  50  мкг)  не 

уменьшило  нммуногенность  вакцины.  Таким  образом,  было  показано,  что 

адъювантные  свойства  САНЧ,  ^юднфIIЦпpoвaнныx  0.5%  олеиновой  кпслоты, 

проявляются  в  концентрациях  значительно  меньших,  чем  для  гидрокспда  aлю^ппшя, 

обеспечивая  высокий  niLMynHbHl  ответ. 

2.2.2.  Экспериментальные  вакцины  против  вируса  гриппа 

В  эксперименте  были  использованы  инактивнрованпые  вакцины,  вводимые  с 

ддъюванталш  или  без  них,  образцы  живых  вакцин  на  основе  аттенуированных 

штаммов:  вакцина  против  гриппа  птиц  на  о а ю в е  штамма  H5N1 

Nibrq­14  (А/Вьетнам/1194/2004)  (обозначение  Split);  очищенный  пнактивпрованный 

цельновирио1шый  препарат  пз  H5N1  реассортантного  типа 

AyBberHaM/1203/2004(H5Nl)­PR8/CDC­RG  (H5N1)  (обозначение  Vir); 

цельповирио1шая  вакцпна  на  основе  штамма  H1N1  А/Пуэрто­Рико/8/34  (обозначение 

PR8);  а  также  две  вакцины  на  основе  живых  вирусов:  H5N2  реассортанта  вирусов 

ЛУВьегнам/1203/2004(Н5М1)­РК8/СВС­КО  (H5N1)  и  холодоадаптированного  донора 

аттенуащш  А/Ленинград/134/17/57­  (H2N2)  (обозначение  V­L)  и  вакцина  на  основе 

реассортанта  человеческого  H1N1  вируса  А/Новая  Каледоння/20/99  с 

А/Ленинград/134/17/57  (обозначение  NC). 

Результаты  испытаний  различных  типов  вакцинных  препаратов  с  разл1гчнымн 

адъювантами  против  высокопатогенного  H5N1  штамма  А/Курица/Курган/3/2005 

представлены  в табл.  4. 
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Таблица  4. Протективпые  и иммуногенные  свойства  инактивироваиньк  целыювирионных  и 
расщепленных вакцин (содержание гемагглютинина ­  2.5 мкг на животное). 

Количество препарата, 
введенного одному  животнощ 

Вирус  Средний Tirrp аетител 
кН5Н1вИФА 

% выживших  мышей 
после заражения 

Split  H5N1  160  83.3 

Split + 83 мкг САНЧ  H5N1  640  93.3 

Split+ 83 мкг А1(0Н)з  H5N1  160  86.7 

Split + 83.3 мкг дисперсии 
ДГК/яФХ с мирамистином 2% 

H5N1  160  94.1 

Split + 8.3 мкг дисперсии 
ДГК/яФХ с мирамистином 2% 

H5N1  160  60.0 

Split + 83.3 мкг  rivWSO  H5N1  160  41.2 

Split+ 8.3  мкгГМД250  H5N1  160  46.7 

Split+ 83.3 мкг ГМД100  H5N1  160  46.7 

Split + 8.3 мкг ГМДШО  H5N1  160  50.0 

8 мкг Vir  H5N1  640  95.2 

8 MKT PR8  H1N1  ­ 12.5 

V­L  H5N2  160  100.0 

NC  H1NI  ­ 93.8 

Контроль: PBS 
(фосфатный буфер) 

­ ­ 0 

Контроль: PBS + САНЧ  ­ ­ 25.0 

Максимальный  прирост  антител  и  практически  полную  защиту  от  контрольного 

заражения  высокопатогенным  H5N1  вирусом  А/Курица/Курган/3/2005  наблюдали  в 

случае  цельновирионной  инак­тивированной  H5N1  вакцины  (Vir)  и  Split­вакцины  с 

добавлением  в качестве адьюванта  САНЧ. 

Таким  образом,  в  отличие  от  гидроксида  алюминия,  композиции  с  которым 

сходны  по протективной  способности  со  Split­вакциной  без адъюванта,  адъюванты  на 

основе  САНЧ  достоверно  повышали  как  уровень  антител,  так  и  уровень  защиты  от 

контрольного  заражения. 

2.3.  Исследование  токсичности  НЧ in vitro 

Токсикологические  исследования  САНЧ  из  СТБ  и  НЧ  на  основе  ГСфЛ  с 

мирамистино.м  проводщт  на  суспензионной  культуре  клеток  линии  Jurkat  (человек, 

Т­лимфобластная  лейкемия)  и  адгезионной  культуре  клеток  шшии  HeLa  (человек, 

эпителиоидная  карцинома  шейки  матки). 

Для  всесторонней  оценки  цитотоксичности  НЧ  использовали  широкий  набор 

тестов®:  МТТ­тест,  окрашивание  трипановым  синим,  оценку  цитотоксичности  с 

использованием  проточной  цгпометрии,  выявление  окислительного  стресса,  оценку 

Токспколошческпе  псс.чедованпя  проводи­шгсь  в  НИИ  общей  патолопш  и  патофизиологии  РАМН 
С.О. М1фоновоп, Т.И. Игнашковой п Б.Б.  Шапбоновьш. 
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гемолитической  активности  НЧ.  Данные  методики  позволяли  оценить  либо 

выживаемость  клеток  (соотношение  живых  и  мертвых),  либо  определить  .механизм 

токсического  воздействия. 

МТТ­тест  показал,  что дисперсии  САНЧ  не  оказывает  питотоксического  эффекта 

вплоть до  концент1зации  СТБ  512  мкг/мл  (рис.  13), в то время  как дисперсии  на  основе 

ГСфЛ  с миралпктином  цитотоксичны  при  концентрациях  выше  50  мкг/мл. 

100 

4 0 ­

1  2  4  8  16  32  64  128  256  512 

Концентрация  СТБ.  мкг/мл 

Рис.  13. Зависимость жизнеспособности  клеток линии НеГа  от концентрации  СТБ. 

Учитывая  концентрацию  САНЧ,  используемую  в  биологических  испытаниях  по 

определению  адъювантной  активности  НЧ,  для  проведения  дальнейших 

токсикологических  исследований  были  выбраны  две  концентрации  САНЧ  ­

100 и 50  мкг/мл. 

Для  оценки  цитотоксичности  дисперсий  САНЧ  (100  и 50  мкг/.мл)  и  НЧ  на  основе 

ГСфЛ  и  .мирамистина  (50,  25,  12.5  и  6.25  мкг/мл)  методом  окрашивания  трипановым 

синим,  измеряли  количество  окрашенных  (мертвых)  и  неокрашенных  (живых) 

красителем  клеток  Jurkat  после  инкубации  их  с  НЧ  (рис.  14).  Было  показано,  что 

САНЧ  в  концентрации  50  и  100  мкгЛмл  не  оказывают  существенного  влияния  на 

жизнеспособность  клеток,  тогда  как  НЧ  на  основе  ГСфЛ  и  мирамистина  проявляют 

цитотоксический  эффект  при  концентрациях  выше  50  мкг/мл. 

'  •  САНЧ 50 
•  САНЧ 100 

24  48  72 

Время инкубации, ч 

Рис.  14. Зависимость  жизнеспособности  интакгных  клеток  (СоШг) и клеток,  к которым  была 
добавлена дисперсия САНЧ в концентрации  50 мкг/мл и 100 мкг/мл. от времени  инкубации. 
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Цптотоксичность  НЧ  с  использованием  проточной  цитометрии  оценивали, 

используя  отдельно  две  флуоресцентные  метки:  пропидшт  йодид  (Р1)  и  флуоресцеин 

диацетат  (РВА).  Было  показано,  что  САНЧ  в  концентрациях  50  и  100  мкг/мл  не 

обладают  цитотоксическим  действием  в  отличие  от  НЧ  на  основе  ГСфЛ  и 

мирамистина,  которые цнтотокиины  при  концентрациях  выше  50 мкг/мл (табл.  5). 

Таблица 5. Жизнеспособность клеток 1игка1 после 24 ч инкубации. 

Препарат  Количество мертвых клеток, % Препарат 

Окрашивание PI  Окрашивание FDA 
Контроль (интактные  клетки)  4.27  2.05 
САНЧ (50 мкг/^ш)  4.19  2.17 
САНЧ (100 мкг/мл)  5.32  2.37 

Развитие  окислтельного  стресса  под  действием  НЧ  определяли  на  клетках 

линии  HeLa.  Для  детекции  активных  форм  кислорода  использовали 

дихлорфлуоресцеин  диацетат  и  его  производные.  Для  детекции  количества  клеток  в 

качестве  флуоресцентного  красителя  использовали  краситель  Hoechst  33342. 

Результаты  эксперимента  показали,  что  САНЧ  вплоть до  100 мкг/мл  и  НЧ  из  ГСфЛ  и 

Шфамистина  вплоть  до  200  мкг/мл  пе  приводят  к  повышенной  генерации  активных 

форм  кислорода:  значения  для  НЧ  сравнимы  с  результатами  для  отрицательного 

контроля  (интактные  клетки)  и  гораздо  меньше  для  положительного  контроля 

(10 мМ  Н2О2). 

Для  оценки  гемолтической  актцвности  НЧ  определяли  их  действие  на 

эритроциты  барана.  Было  показа1ю,  что  дисперсии  НЧ  из  ГСфЛ  и  MHpajnicTHHa  в 

концентрациях  выше  12.5  мкг/мл  обладают  гемолитической  активностью  в  отличие 

от САНЧ  из СТБ, которые  не приводят  к лизису  эритроцитов  вплоть до  концентрации 

100  мкг/мл. 

3. Разработка  и испытание экспериментальных  установок для  получения  САНЧ 

ЗЛ. Установки для получения  САНЧ  из  СТБ 

Положительные  результаты  биолошческих  испытаний  адъювантных  свойств 

САНЧ  из  СТБ  привели  к необходи.мости  масштабировать  процесс  их  получения.  Для 

этого  необходтаю  было  решить  две  проблемы:  сделать  первую  стадию,  т.е.  процесс 

получения дисперсии  САНЧ  непрерывным  (смешение избьггка  воды и раствора  СТБ в 

ТГФ)  и  оптимизировать  вторую  стадию  ­  концентрирование  дисперсии  (удаление 

ТГФ и  большей части воды на  вакуумном роторном  испарителе). 

Были  разработаны  варианты  установок  для  непрерывного  процесса  получения 

дисперсии  САНЧ  с  различной  конструкцией  элемента  смешения  водного  раствора  и 

раствора  СТБ  в  ТГФ:  дроссельный  и  смеситель  закрытого  типа  с  мешалкой.  Эти 

установки  позволяют  ускорить  процесс  получения  дисперсии  САНЧ.  Для 

непрерывного процесса  возможна  автоматизация. 

Как  возможную  замену  стадии  упаривания  при  концентрировании  дисперсии 
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рассматривали  ультрафильтрацию.  Увеличив  все  загрутки  в  100  раз  (по 

разработанной  нами  методике  (обозначите  «стандартная»)  ­  26  мл  дисперсии 

подвергается  упариванию  на  вакуумном  роторцо.м  испарителе),  с  пo^ющью 

перистальтического  насоса  дисперсию  подавали  в  ультрафильтрационную  ячейку, 

получая  на  выходе  дисперсию  САНЧ,  концеетрированную  в  13  раз.  Так  была 

получена  дисперсия  САНЧ  с  размером  частиц  характерным  для  дисперсий, 

получаемых  по  «стандартной»  методике  (100­200  нм).  Этот  метод  позволил 

уменьцпггь  време£шые  затраты  по  сравнению  со  «стандартной»  методикой  примерно 

в  10 раз. 

Для  расширенных  биологических  испытаний  около  12  л  дисперсии  САНЧ  было 

получено  другим  методом,  в  котором  вместо  воды  использовали  уже  готовую 

дисперсию  САНЧ,  повторяя  циклы  и  концентрируя,  таким  образом,  дисперсию  в 

2  раза.  Этот  метод  позволяет  пол>­чать  дисперсии  с  большим  содержанием 

действующего  вещества,  уменьшая  расход  воды,  п,  тем  самым,  снижая 

энергетические  и временные  затраты. 

3.2. Разработка  методов  контроля 

3.2.1. Определение  концентрации  САНЧ  в дисперсиях 

Методики  получения  САНЧ,  отличные  от  «стандартной»,  показали  актуальность 

разработки  простого метода  определения  концентрации  СТБ  в дисперсиях. 

Разработанный  метод  основывался  на  том,  что  в  состав  СТБ  входит  кофеат 

бетулина,  имеющий  максимум  поглощения  в  электронных  спектрах  при  320  нм. 

Таким  образом,  после  построения  калибровочной  кривой  для  данной  партии  СТБ  ­

зависимость поглощения  при 320 нм от  концентрации  СТБ в смеси ТГФ/вода  ­  можно 

легко  определять  концентрацию  СТБ  в  любых  дисперсиях.  Необходимым  условием 

для  проведения  анализа  являлось  полное  растворение  САНЧ,  что  достигалось 

добавлением  к дисперсии десятикратного  избытка  ТГФ. 

В  качестве  эталонного  изучался  гравиметрический  метод.  Концентрации 

дисперсий,  определенные  двумя  этими  методам,  отличались  не  более  чем  на  3%.  Но 

для  последнего  метода  требовался  в  несколько  раз  больший  объем  дисперсии  и  на 

порядок  больше  времени. 

3.2.2. Определение  концентрации  ТГФ  в дисперсиях  САНЧ 

Методика  получения  САНЧ  из  СТБ,  а  также  частиц  ДГК  включает  стадию 

упаривания  ТГФ  и  части  воды  на  вакуумном  роторном  испарителе.  ТГФ  является 

слабо  Т0КСИЧ1Ш1М  веществом  (ЛД5о=2.3  г/кг;  ПДК=100  мг/м^).  Тем  не  менее, 

необходимо  контролировать  его  содержание  в  дисперсиях.  В  качестве  метода 

определеши  концентрации  растворителя  был  выбран  метод  ВЭЖХ.  Регистрацию 

хроматографической  информации  и  обработку  результатов  осуществляли  с  пo^ющью 

программы  «МультиХром  для  Windows»  (Ampersand  Ltd.,  Россия).  Эксперимент 

состоял  в  следующем:  ТГФ  и  вода  смешивались  в тех  же  соотношен1шх  (1:25),  что  и 

для  приготовления  САНЧ.  Этот  раствор  последовательно  упаривали  до  следующих 
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объемов,  мл:  2 5 ­ 1 8 ­ 1 2 ,  отбирая  каждъш  раз  пробы  по  1 мт,  и  анализировали  их  с 

помощью  ВЭЖХ  (колонка  4.6x120  мм  Ь1СЬг050гЬ  ЯР­18,  элюент  метанол­вода  4:6 

(oбъe^fflыe  доли),  скорость  подачп  элюента  0.70  мл/мин,  объем  вводимой  пробы 

20 мют) (табл.  6). 

Таблица 6. Котщентрация ТГФ в образцах. 

Объем дисперсии, мл  Площадь сигнала на хроматограмме, отн. ед.  Концентрация, % 
25  20862.67  2.0 
18  203.75  0.0195 
12  3.22  0.00031 

Было  показано,  что  при  упаривании  в  два  раза  концентрация  ТГФ  составляет 

0.00031%.  Это  значит,  что  при  введении  1 мл  дисперсии  в  организме  массой  70  кг 

окажется 3 мкг ТГФ, что почти в  52 млн. раз меньше ЛД5о. 

3 3 .  Подбор  криопротектора  для лиофилизацип  САНЧ  из  СТБ 

Подготовка  образцов  для  биологических  испытаний  включала  стадию 

лиофилизации.  Как  правило,  лпофильно  высушенный  продукт  лучше  хранится,  в 

отсутствие  воды не размножаются  микроорганизмы. 

В  качестве  кр1юпротектора  .мы  использовали  наиболее  доступный  углевод  ­

сахарозу,  которую  добавляли  в  количестве,  необходимом  для  получения  при 

регидратации  лиофилизированного  адъюванта  изотонического  или  менее 

концентрированного  раствора  криопротектора.  Бьши проверены  и другие кандидаты  в 

качестве  криопротекторов:  маннит,  мальтоза,  трегалоза,  манноза,  сорбит. 

Лнофилнз1фованпые  с  каждым  из  углеводов  образцы  регадратировали  и  сравнивали 

морфологию  и  раз.мер  полученных  част1щ  с  дисперсией  САНЧ  до  лиофилизации 

(контроль). 

Бьшо показано, что  все регндратированные  образцы  САНЧ  подобно  контрольной 

дисперсии  состоят  из  сферических  частиц,  кристаллических  включений  не 

наблюдалось.  Размеры  частиц  исследуемых  образцов  сопоставимы  с  контрольной 

дисперсией  (табл.  7),  наилучшие  результаты  показали  образцы,  содержащие  в 

качестве  криопротектора:  сахарозу  >  манит  >  мапнозу  >  трегалозу  >  сорбет  > 

мальтозу. 

Таблица  7. Размер частиц САНЧ после регидратации с различными  криопротекторами. 

Криопротектор  Распределение НЧ по размеру, нм 
Маннит  236.1 (98%) и 72.4 (2%) 
Мальтоза  109.6 (85%) и  1612(15%) 
Трегалоза  105.6 (98%) и  1131.8(2%) 
Сахароза  102.2 (100%) 
Манноза  101.1 (97%) и 649.1 (3%) 
Сорбит  95.4 (88%) и  1523(12%) 
САНЧ  96.6 (100%) 
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Таким  образом,  в  качестве  криопротектора  при  лиофганзацпи  наподисперсий 

САНЧ  использовали  самый дешевый  криопротектор ­  сахарозу. 

ВЫВОДЫ 

1.  Получены  и  охарактеризованы  наночастицы,  несущие  либо  положительный, 

либо  отрицательный  заряд,  на  основе  тритерпеноидов  бересты,  дигпдрокверцепша  и 

гликосфипголипидов  с  размером  частиц  100­400  нм.  Разработаны  методы  получения 

двух  последних  т1шов  наночастиц. 

2.  Было  показано,  что  основную  роль  в  стабилизации  САНЧ  играет  кофеат 

бетулина,  придавая  им  значтельпый  отрицательный  заряд,  препятствующий  пх 

агрегацпп  (дзета­потенцпал  САНЧ  ­32  мВ).  При  рН>9  образуются  сферические 

частицы,  понижение  рН приводот  к образованию  частиц,  отличных  от сферических,  и 

нестабильных  дисперсий.  Образовшпге  САНЧ  происходит  путем  последовательного 

формирования  двух  структур:  сфер  размером  около  400  нм  и  цепочек  с  характерным 

для САНЧ размером  100 нм. 

3.  САНЧ  при  концентрацип  55  MKr/Nm  в  сыворотке  практически  не 

взаимодействуют  с  эритроцитами,  но  ассоциируются  почти  со  100%  клеток 

и.ммуннон  системы  (гранулоцитами,  лимфоцитами  и  монощпамп).  Наиболее 

выраженное  взаимодействие  САНЧ  наблюдается  с  фагоцитирующими  клетками 

(гранулощггами  и  моноцитами).  Выявлены  основные  белки  плазмы  крови,  которые 

адсорбируются  на  CAii4:  альбулпш,  ApoA­IV,  АроЕ,  IgG.  Состав  адсорбирующихся 

белков  должен  способствовать  увеличенпю  циркуляции  частпц  в  крови  (альбумин)  и 

нацеливанию  их  в  мозг  (ApoA­IV,  АроЕ,  ApoJ).  Бьио  показа1го,  что  САНЧ  в 

концентрации  0.835 мг/мл  адсорбируют  от 47 до  62% билирубина  при его  содержании 

в плазме крови, превышающем  норму от  1.5 до  12 раз. 

4.  Было  установлено,  что  подобранные  композиции  на  основе  тритерпеноидов 

бересты,  дигидрокверцетина  и  гликосфинголишщов  обладают  выраженными 

адъювантны.ми  свойствамп.  Экспериментальные  вакцины  на  основе  расщепленного 

вируса  гриппа  птиц  H5N1  А/Вьетнам/1194/2004  и  рекомбинантного  HBsAg  с 

применением  САНЧ  из  тритерпеноидов  бересты  в  качестве  адъювантов  показали 

наилучшие  результаты.  По  иммутюгенности  онп  превосходили  аналогичные  вакцины 

с  гадроксидом  алюминия. 

5. Бьию показано,  что  САНЧ  из СТБ  не  оказывают  цитотокснческого  эффекта  на 

клетки  HeLa  и  Jurkat  вплоть  до  концентрацпн  СТБ  512  мкг/мл,  в  то  время  как 

дисперсии  гликосфинголиппдов  с  ^fflpaмиcтинoм  щгготоксичны  при  концентрациях 

выше 50  \цсг/мл. 

6.  Было  разработано  несколько  вариантов  установок  для  непрерывного  процесса 

получения  дисперсии  САНЧ.  Замена  стадии  упаривания  улътрафильтрацией 

существенно ускоряет процесс концентрирования  дисперсии  САНЧ. 

7.  Бьши  разработаны:  метод  определения  концентрации  САНЧ  тритерпеноидов 

бересты,  основанный  на  измерении  концентрации  кофеата  бетулина,  и  метод 
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определения  концентрации  ТГФ  с  помощью  ВЭЖХ;  показано,  что  в  конечных 

дисперсиях  САНЧ  содержание  ТГФ  в  миллионы  раз  меньше  ЛД50.  Подобран 

криопротектор  (сахароза) для лиофилизации  САНЧ. 
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