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Актуальность темы исследования.

По  данным  ScienceDirect  одним  из  наиболее  динамично  развивающихся

направлений  исследований  в  области  нанотехнологий  является  изучение

использования наночастиц и наноструктур для адресной доставки лекарственных

веществ.  Это  обусловлено  возможностью  варьирования  нагрузки  наночастиц

терапевтическим  агентом,  создания  условий  для  адресной  доставки  и

высвобождения.  Использование  для  этой  цели  люминесцирующих  наночастиц

дополнительно  позволяет  осуществлять  визуальный  контроль  доставки  и

накопления  разаботанных  препаратов  в  заданной  области.  Антистоксовые

(апконверсионные)  нанофосфоры  имеют  ряд  преимуществ  перед  другими

люминесцирующими наночастицами вследствие ряда преимуществ, облегчающих

визуализацию  –  использование  для  визуализации  и  возбуждения  спектральной

области  прозрачности  биологических  тканей,  отсутствия  автофлуоресценци

биотканей и других особенностей.

Однако,  по  своей  природе,  апконверсионные  наночастицы  не  являются

биосовместимыми, как минимум, вследствие своей гидрофильности. Поэтому, при

введении  наночастиц  с  немодифицированной  поверхностью  в  живой  организм,

естественной реакцией организма будет их отторжение путем ряда биохимических

реакций и последующее выведение из организма. Соответственно, для подавления

такой реакции организма и эффективной доставки и терапевтического воздействия,

необходимо  придание  наночастицами  таких  свойств,  как  биосовместимость,

невидимость  для  иммунной  системы,  отсутствие  агрегации  в  биологических

жидкостях. 

Такие  свойства  могут  придаваться  наночастицам  путем  создания  на  них

биосовместимой  гидрофильной  оболочки,  позволяющей  дополнительно



осуществлять  нагрузку  наночастиц  терапевтическими  и  адресными  молекулами.

Одним из типов такой оболочки и является белковая корона, создание и свойства

которой исследованы в диссертации.

Таким образом, разработка методик создания белковой оболочки (короны)

на  поверхности  апконверсионных  наночастиц  и  исследование  взаимодействия

таких наночастиц с биологическими объектами несомненно является актуальным

как с практической точки зрения – для создания терапевтических агентов, так и с

теоретической  –  для  выявления  процессов,  происходящих  при  взаимодействии

созданных комплексов с живыми объектами. Это исследование открывает новые

возможности  для  моделирования  биофизических  процессов,  включая  сорбцию

биополимеров  на  поверхность  неорганических  материалов,  протеин-

опосредованную агрегацию наночастиц и др. 

Достоверность  результатов  подтверждается  логичным  выбором  и

использованием  современных  методов  исследования  и  согласованностью

полученных  результатов  с  литературными  данными.  Основные  положения

диссертации  опубликованы в  ведущих  международных  и  российских  журналах,

докладывались на многочисленных российских и международных конференциях,

обсуждались на различных семинарах.

Научная новизна результатов.

Автором  впервые  показано,  что  белковая  корона  из  термически

денатурированного БСА (дБСА) обеспечивает лучшую дисперсность коллоидов по

сравнению  с  нативным  БСА.  Показано  различие  в  дисперсности  наночастиц,

осажденных различными методами и повторно суспензированных.

Впервые  исследован  образование  стабильной  белковой  короны  на

поверхности апконверсионных наночастиц при различных концентрациях белка,

приведены оптимальные концентрации БСА и дБСА для образования стабильной

белковой короны.

Показано, что лиофилизация наночастиц, покрытых альбумином, позволяет

сохранять  их  стабильность  при  их  последующей  солюбилизации  в  различных

растворителях, в том числе в присутствии белков сыворотки.



Показано взаимодействие белковой короны из дБСА с белками сыворотки:

такое  покрытие  позволяет  сохранить  размер  и  коллоидную  устойчивость

комплексов наночастица – белковая корона.

Научная и практическая значимость диссертации.

Разработанная  методика  последовательного  создания  гидрофильной

оболочки  поверхности  апконверсионых  наночастиц  позволяет  создать

нанокомплексы,  перспективные  для  использования  в  биологии  и  медицине.

Проведенные  исследования  условий  формирования  белковой  короны  дают

представление  о  влиянии  различных  факторов  на  данный  процесс  и  позволят

целенаправленную разработку технологий получения стабилизированных белком

наночастиц для биомедицинских применений. Полученные данные о предпочтении

методов  лиофилизации  нанокомплексов  перед  другими  методами  создания

нанопрепаратов  с  возможностью  хранения  и  последующего  использования

представляются перспективной основой для создания тераностических агентов.

Общая характеристика работы.

Диссертация  состоит  из  введения,  трех  глав,  заключения,  выводов  и  списка

литературы и приложения. Общий объем составляет 114 страниц, включая 46 рисунков и

6 таблиц. Список литературы содержит 117 источников.

Во Введении обосновывается актуальность темы диссертации, определяются цели и

задачи  исследования,  его  научная  новизна,  теоретическая  и  практическая  значимость

полученных результатов,  приводится краткое содержание глав и результаты апробации

исследования, формулируются положения, выносимые на защиту.

В  первой  главе,  на  основе  литературных  данных,  рассмотрены  свойства

апконверсионных  наночастиц,  их  использование  в  биологии  и  медицине.  Показано

взаимодействие наночастиц с живыми объектами, их интернализация и пути выведения из

организма. Рассмотрены как физико-химические свойства альбумина и его использование

для стабилизации наночастиц, так и методы создания белковой короны и ее свойства.

Во  второй  главе описаны  используемые  методы  синтеза  наночастиц  и

нанокомплексов,  их  характеризации.  Подробно  описаны  используемое  оборудование  и

методы  исследований  для  решения  поставленных  задач.  Следует  отметить,  что  глава

очень разумно структурирована – по каждой задаче представлены пути ее решения в виде

наглядных  схем,  используемые  методики  синтеза,  обработки  нанопрепаратов,  их

исследования и анализа полученных результатов.



В третьеɣ ɝɥаɜе ɚɜɬɨɪɨɦ ɩɪɢɜɟɞɟɧɵ, ɫɨɛɫɬɜɟɧɧɨ, ɪɟɡɭɥɶɬɚɬɵ ɢɫɫɥɟɞɨɜɚɧɢɣ. 

ɉɨɞɪɨɛɧɨ ɪɚɫɫɦɨɬɪɟɧɵ: 

- ɫɢɧɬɟɡ ɧɚɧɨɱɚɫɬɢɰ, ɫɨɡɞɚɧɢɟ ɧɚ ɢɯ ɩɨɜɟɪɯɧɨɫɬɢ ɝɢɞɪɨɮɢɥɶɧɵɯ ɨɛɨɥɨɱɟɤ ɢ 

ɩɨɫɥɟɞɭɸɳɟɟ ɩɨɤɪɵɬɢɟ ɛɟɥɤɨɜɨɣ ɤɨɪɨɧɨɣ; 

- ɢɫɫɥɟɞɨɜɚɧɢɹ ɩɨ ɨɩɪɟɞɟɥɟɧɢɸ ɨɩɬɢɦɚɥɶɧɨɣ ɤɨɧɰɟɧɬɪɚɰɢɢ ɛɟɥɤɨɚɜɨɣ ɤɨɪɨɧɵ ɤɚɤ 

ɢɡ ɧɚɬɢɜɧɨɝɨ, ɬɚɤ ɢ ɞɟɧɚɬɭɪɢɪɨɜɚɧɧɨɝɨ ɚɥɶɛɭɦɢɧɚ ɢ ɪɚɡɥɢɱɢɟ ɫɜɨɣɫɬɜ ɤɨɪɨɧɵ ɜ 

ɡɚɜɢɬɫɢɦɨɫɬɢ ɨɬ ɬɢɩɚ ɝɢɞɪɨɮɢɥɶɧɨɝɨ ɩɨɤɪɵɬɢɹ ɧɚɧɨɱɚɫɬɢɰ; 

- ɢɫɫɥɟɞɨɜɚɧɢɹ ɩɨ ɤɨɥɥɨɢɞɧɨɣ ɫɬɚɛɢɥɶɧɨɫɬɢ ɪɟɫɭɫɩɟɧɡɢɪɨɜɚɧɧɵɯ ɧɚɧɨɱɚɫɬɢɰ, 

ɩɪɟɞɜɚɪɢɬɟɥɶɧɨ ɨɫɚɠɞɟɧɧɵɯ ɰɟɧɬɪɢɮɭɝɢɪɨɜɚɧɢɟɦ ɢɥɢ ɥɢɨɮɢɥɢɡɚɰɢɟɣ; 

- ɚɧɚɥɢɡ ɰɢɬɨɬɨɤɫɢɱɧɨɫɬɢ ɩɨɥɭɱɟɧɧɵɯ ɧɚɧɨɤɨɦɩɥɟɤɫɨɜ. 

В ɡаɤɥюченɢɢ ɩɪɟɞɫɬɚɜɥɟɧɵ ɩɨɥɭɱɟɧɧɵɟ ɪɟɡɭɥɶɬɚɬɵ ɢ ɢɯ ɪɨɥɶ ɜ ɢɫɫɥɟɞɨɜɚɧɢɹɯ ɜ 

ɨɛɥɚɫɬɢ ɪɚɡɪɚɛɨɬɤɢ ɬɟɪɚɩɟɜɬɢɱɟɫɤɢɯ ɧɚɧɨɤɨɦɩɥɟɤɫɨɜ. 

Ɉɛɨɫɧɨɜɚɧɧɨɫɬɶ ɧɚɭɱɧɵɯ ɩɨɥɨɠɟɧɢɣ, ɜɵɜɨɞɨɜ ɢ ɪɟɤɨɦɟɧɞɚɰɢɣ. 

Дɨɫɬɨɜɟɪɧɨɫɬɶ ɪɟɡɭɥɶɬɚɬɨɜ ɪɚɛɨɬɵ ɨɛɭɫɥɚɜɥɢɜɚɟɬɫɹ ɩɪɢɦɟɧɟɧɢɟɦ ɧɚɞɟɠɧɵɯ ɢ 

ɯɨɪɨɲɨ ɚɩɪɨɛɢɪɨɜɚɧɧɵɯ ɦɟɬɨɞɨɜ, ɚ ɬɚɤɠɟ ɜɟɪɢɮɢɤɚɰɢɟɣ ɩɨɥɭɱɟɧɧɵɯ ɱɢɫɥɟɧɧɵɯ 

ɪɟɡɭɥɶɬɚɬɨɜ ɜ ɯɨɞɟ ɥɚɛɨɪɚɬɨɪɧɵɯ ɷɤɫɩɟɪɢɦɟɧɬɨɜ. Дɢɫɫɟɪɬɚɰɢɨɧɧɚɹ ɪɚɛɨɬɚ Шɚɧɜɚɪ 

ɋɚɦɚɯ ɩɪɟɞɫɬɚɜɥɹɟɬ ɰɟɥɨɫɬɧɨɟ ɢɫɫɥɟɞɨɜɚɧɢɟ. ɇɚɭɱɧɵɟ ɩɨɥɨɠɟɧɢɹ, ɜɵɜɨɞɵ ɢ 

ɪɟɤɨɦɟɧɞɚɰɢɢ, ɫɮɨɪɦɭɥɢɪɨɜɚɧɧɵɟ ɜ ɪɚɛɨɬɟ Шɚɧɜɚɪ ɋɚɦɚɯ, ɹɜɥɹɸɬɫɹ ɨɛɨɫɧɨɜɚɧɧɵɦɢ. 

ɇɨɜɢɡɧɚ ɧɚɭɱɧɵɯ ɩɨɥɨɠɟɧɢɣ ɧɟ ɜɵɡɵɜɚɟɬ ɫɨɦɧɟɧɢɣ.  

ɉɭɛɥɢɤɚɰɢɢ, ɨɬɪɚɠɚɸщɢɟ ɨɫɧɨɜɧɨɟ ɫɨɞɟɪɠɚɧɢɟ ɞɢɫɫɟɪɬɚɰɢɢ. 

ɉɨ ɦɚɬɟɪɢɚɥɚɦ ɞɢɫɫɟɪɬɚɰɢɢ ɨɩɭɛɥɢɤɨɜɚɧɵ 13 ɪɚɛɨɬ, ɜ ɬɨɦ ɱɢɫɥɟ 5 ɫɬɚɬɟɣ ɜ 

ɪɟɰɟɧɡɢɪɭɟɦɵɯ ɧɚɭɱɧɵɯ ɠɭɪɧɚɥɚɯ ɢɡ ɫɩɢɫɤɚ ɪɟɤɨɦɟɧɞɨɜɚɧɧɵɯ ȼȺК Ɇɢɧɨɛɪɧɚɭɤɢ ɊФ ɢ 

ɢɧɞɟɤɫɢɪɭɟɦɵɯ ɜ ɛɚɡɚɯ Аeb oП SМienМe ɢ SМopus, 8 ɫɬɚɬɟɣ ɜ ɫɛɨɪɧɢɤɚɯ ɤɨɧɮɟɪɟɧɰɢɣ. 

Аɜɬɨɪɟɮɟɪɚɬ ɢ ɨɩɭɛɥɢɤɨɜɚɧɧɵɟ ɪɚɛɨɬɵ ɞɨɫɬɚɬɨɱɧɨ ɩɨɥɧɨ ɨɬɪɚɠɚɸɬ ɨɫɧɨɜɧɨɟ 

ɫɨɞɟɪɠɚɧɢɟ ɞɢɫɫɟɪɬɚɰɢɢ ɢ ɯɚɪɚɤɬɟɪɢɡɭɸɬ ɪɟɡɭɥɶɬɚɬɵ ɩɪɨɜɟɞɟɧɧɵɯ ɢɫɫɥɟɞɨɜɚɧɢɣ. 

Зɚɦɟɱɚɧɢɹ ɩɨ ɪɚɛɨɬɟ. 

ɉɪɟɞɫɬɚɜɥɟɧɧɚɹ ɪɚɛɨɬɚ ɜɵɩɨɥɧɟɧɚ ɧɚ ɜɵɫɨɤɨɦ ɧɚɭɱɧɨɦ ɭɪɨɜɧɟ. ȼ ɬɨ ɠɟ ɜɪɟɦɹ 

ɢɦɟɸɬɫɹ ɧɟɤɨɬɨɪɵɟ ɡɚɦɟɱɚɧɢɹ. ɋɥɟɞɭɟɬ ɨɬɦɟɬɢɬɶ, ɱɬɨ, ɜ ɨɫɧɨɜɧɨɦ, ɷɬɢ ɡɚɦɟɱɚɧɢɹ 

ɫɜɨɞɹɬɫɹ ɤ ɧɟɭɞɚɱɧɵɦ ɢɥɢ ɧɟɩɨɥɧɵɦ ɮɨɪɦɭɥɢɪɨɜɤɚɦ. 

Фɨɪɦɭɥɢɪɨɜɤɚ ɡɚɞɚɱɢ 2: «Иɫɫɥɟɞɨɜɚɬɶ ɞɨɥɝɨɜɪɟɦɟɧɧɭɸ ɤɨɥɥɨɢɞɧɭɸ ɫɬɚɛɢɥɶɧɨɫɬɶ 

ɇȺФ, ɩɨɤɪɵɬɵɯ ɬɟɬɪɚɮɬɨɪɛɨɪɚɬɨɦ ɧɢɬɪɨɡɨɧɢɹ (ɇȺФ-NOBF 4 ) ɢ ɛɟɥɤɨɜɨɣ ɤɨɪɨɧɨɣ ɢɡ 

ɞȻɋȺ ɜ ɪɚɡɥɢɱɧɵɯ ɛɭɮɟɪɚɯ ɢ ɛɢɨɥɨɝɢɱɟɫɤɢɯ ɫɪɟɞɚɯ.» - ɢɫɯɨɞɹ ɢɡ ɬɟɤɫɬɚ ɞɢɫɫɟɪɬɚɰɢɢ, ɧɚ 

ɦɨɦɟɧɬ ɩɨɫɬɚɧɨɜɤɢ ɡɚɞɚɱɢ ɧɟɩɨɧɹɬɧɨ, ɡɚɱɟɦ ɧɭɠɧɨ ɞɚɧɧɨɟ ɩɨɤɪɵɬɢɟ 

Фɨɪɦɭɥɢɪɨɜɤɚ ɧɨɜɢɡɧɵ: «ɉɪɟɞɥɨɠɟɧɚ ɧɨɜɚɹ ɦɟɬɨɞɢɤɚ ɫɬɚɛɢɥɢɡɚɰɢɢ ɇȺФ-NOBF 4 

ɫ ɩɨɦɨɳɶɸ  ɩɨɤɪɵɬɢɹ  ɚɥɶɛɭɦɢɧɨɦ  ɢ  ɥɢɨɮɢɥɢɡɚɰɢɢ,  ɩɨɡɜɨɥɹɸɳɚɹ ɩɨɥɭɱɚɬɶ ɤɨɦɩɥɟɤɫɵ, 



сохраняющие  стабильность  при  их  последующей  солюбилизации  в  различных

растворителях, в том числе в присутствии белков сыворотки.» - желательно было указать,

что это за комплексы.

Основные положения, выносимые на защиту

1. Белковая корона из термически денатурированного БСА обеспечивает лучшую

дисперсность  коллоидов  по  сравнению  с  нативным  БСА.  –  опять  же  неудачная

формулировка: с БСА, или с наночастицами, покрытыми БСА?

2. Для получения стабильных комплексов необходимо определение оптимальной

концентрации  белка  в  процессе  образования  белковой  короны.  –  для  нормального

восприятия формулировки необходимо указать, что за комплексы.

3. Проведение лиофилизации после формирования белковой короны из дБСА на

поверхности  наночастиц  позволяет  получать  стабильные  комплексы,  устойчивые  в

сложных  биологических  средах.  –  непонятно,  откуда  взялось  выражение  «сложные

биологические среды», и что такое сложная среда по сравнению с простой.

В  работе  достаточно  подробно  говорится  о  выводе  наночастиц  из  организма  и

необходимости их биоразлагаемости, однако апконверсионные наночастицы не являются

биоразлагаемыми.  Соответственно,  фагоцитоз  не  может  разрушить  апконверсионные

наночастицы (стр. 38).

Приведенная  в  диссертации  оптимальная  концентрация  белка,  на  самом  деле,

определена для заданной концентрации наночастиц. Есть большая вероятность того, что

изменение  концентрации  наночастиц  влечет  за  собой  изменение  оптимальной

концентрации альбумина.

Неудачна таблица 1. Использование таблицы подразумевает наличие параллелей.

Например: материал-состав, поверхность — длительность экспозиции. На самом деле этих

параллелей нет.

Для  исследования  цитотоксичности  выбраны  клетки  аденокарциномы  яичника

человека SKOV-3. Однако известно, что цитотоксичность апконверсионных наночастиц

для разных типов клеток различается на порядки. Формулировка «Эта клеточная линия

была выбрана как возможная модель будущих исследования действия тераностических

комплексов на основе НАФ» недостаточна.

Представляет  интерес  не  только  сохранение  растворимости  лиофилизированных

наночастиц  при хранении,  но и  влияние  хранения  на  цитотоксичность  наночастиц.  Из

текста  диссертации  неясно,  проводились  ли  исследования  сохранения  все  свойств

наночастиц в процессе их длительного хранения и последующего растворения.

Встречается также ряд грамматических ошибок, например:




