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РЕФЕРАТ

Есеп 51 беттен, 20 суреттен, 5 кестеден, 95 пайдаланылған әдебиеттер тізімінен тұрады.
АДРЕСТІК ЖЕТКІЗУ, МИКРО- ЖӘНЕ НАНОӨЛШЕМДІ ТАЛШЫҚТЫ ҚАБЫҚШАЛАР, НАНОҚҰРЫЛЫМДЫ МАТРИЦАЛАР, ЭЛЕКТРОИІРУ, КАЛЬЦИЙ ГИДРОКСИАПАТИТІ, ГРАФЕН ОКСИДІ.
Бұл есептің зерттеу нысаны биологиялық белсенді материалдар мен дәрілік препарат қосылған полимерлік талшықтар негізіндегі наноқұрылымды матрицалар болып табылады. Биологиялық белсенді материалдар ретінде пролиферация негізін қолдау үшін, сонымен қатар микробтарға қарсы белсенділікті арттыру үшін кальций гидроксиапатиті және графен оксиді қолданылды. Дәрілік препарат ретінде таңдалған амоксициллин – орайлы органолептикалық қасиеттері бар, қолданылу аясы кең антибиотик. 
Жоба мақсаты – биологиялық белсенді материалдар мен дәрілік препарат қосылған полимерлік талшықтар негізіндегі наноқұрылымдалған матрицалардың алынуы және дәрілік препараттардың нәтижелі адрестік жеткізілуі облысында  қолдану мүмкіндігін зерттеу. 
Жоба міндеті – биологиялық белсенді материалдар қосылған наноқұрылымды полимерлік талшықтар негізіндегі дәрілік препараттарды адрестік жеткізу жүйелерін алу.
Дәрілік препарат, кальций гидроксиапатиті мен графен оксиді қосылған микро- және наноөлшемді талшықтарды электроиіру үрдісінің негізгі параметрлері анықталды және зерттелді.
Дәрілік препарат, кальций гидроксиапатиті мен графен оксиді қосылған полимерлік талшықтар негізіндегі биологиялық ерімтал матрицалардың физикалық-химиялық қаситеттері және беттік морфологиясы зерттелді.
Алынған полимерлік талшықтар негізіндегі биологиялық ерімтал матрицалардың бактерияларға қарсы әсері мен цит-уыттылығы S. aureus және E. Coli үлгілік бактериялармен әрекеттестіру жолымен зерттелді. Цитоуыттылықты зерттеу мақсатында CKK-8 талдауы, ал жасушалар ретінде МС3Е3-Е1 преостеобласттары қолданылды. Графен оксидінің бактерияларға қарсы әрекет ету механизмі ұсынылды.
4-апталық бақылаудан өткен биологиялық ерімтал матрицалардан дәрілік препарат босап шығу кинетикасы мен тиімділігін микробиологиялық бағасы анықталды және зерттелді.




	



РЕФЕРАТ

Отчет состоит из 51 стр., 20 рис., 5 таблиц, 95 источников.
АДРЕСНАЯ ДОСТАВКА, ПЛЁНКИ ИЗ МИКРО- И НАНОРАЗМЕРНЫХ ВОЛОКОН, НАНОСТРУКТУРИРОВАННЫЕ МАТРИЦЫ, ЭЛЕКТРОФОРМИРОВАНИЕ, ГИДРОКСИАПАТИТ КАЛЬЦИЯ, ОКСИД ГРАФЕНА.
В данном отчете объектами исследования служат наноструктурированные матрицы на основе полимерных волокон с добавлением биологически активных материалов и лекарственного препарата. В качестве биологически активных материалов были использованы гидроксиапатит кальция и оксид графена, которые способны улучшить структуру матрицы для поддержания основы для пролиферации, а также для повышения антимикробной активности. В качестве лекарственного препарата был выбран амоксициллин, антибиотик широкого применения, имеющий благоприятные органолептические свойства. 
Целью проекта является получение и исследование возможного применения наноструктурированных матриц на основе полимерных волокон с добавлением биологически активных материалов и лекарственного препарата в области эффективной адресной доставки лекарственных препаратов. 
Задачи проекта заключаются в получении эффективных систем для адресной доставки лекарственных препаратов на основе наноструктурированных полимерных матриц с добавлением биологически активных материалов. 
Исследованы и определены основные параметры процесса электроформования микро- и наноразмерных волокон с добавлением лекарственного препарата, оксида графена и гидроксиапатита кальция. 
Изучены физико-химические свойства и морфология поверхности биологически растворимых матриц на основе полимерных волокон с добавлением лекарственного препарата, оксида графена и гидроксиапатита кальция.
Исследованы антибактериальные свойства и цитотоксичность полученных биологически растворимых матриц на основе полимерных волокон путем воздействия модельных бактерий типа S. aureus и E. Coli. Для исследования цитотоксичности был применен анализ CKK-8, а в качестве клеток были использованы преостеобласты МС3Е3-Е1. Предложен механизм антибактериального воздействия оксида графена. 
Исследована и определена кинетика и микробиологическая оценка эффективности высвобождения лекарственного препарата из полученных биологически растворимых матриц, которые наблюдались в течение 4-недельного периода. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
В настоящем отчете о научно-исследовательской работе применяются следующие термины с соответствующими определениями:
ГАП – гидроксиапатит кальция; 
ОГ – оксид графена;
АМХ – амоксициллин;
PCL – поликапролактон;
УНТ – углеродные нанотрубки;
ОУНТ – одностенные углеродные нанотрубки;
МУНТ – многостенные углеродные нанотрубки;
ГЭБ – гематоэнцефалический барьер;
НТГ – нанотрубки галлуазита;
ВОГ – восстановленный оксид графена;
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота;   
оцДНК – одноцепочечная дезоксирибонуклеиновая кислота;   
дцДНК – двухцепочечная дезоксирибонуклеиновая кислота.  
	PLA – полилактид;
PVA – поливиниловый спирт.



ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день адресная доставка лекарственных препаратов представляет собой перспективную область исследований, поскольку она позволяет максимизировать терапевтические эффекты доставляемого лекарства при минимизации нежелательных побочных реакций. Разработка новых эффективных и инновационных систем для адресной доставки лекарственных препаратов возможна только с применением современных методов получения наноматериалов. В последние годы метод электроформования полимерных наноразмерных волокон привлекает все большее внимание благодаря простоте и возможности использования различных композитов, включающих различные типы лекарств, полимеров и других биологически совместимых материалов, таких как гидроксиапатит кальция, способствующий регенерации костной ткани и оксида графена, обладающего антибактериальными свойствами. Включение этих активных компонентов в пленки на основе полимерных наноразмерных волокон является эффективным методом доставки широкого спектра лекарств, расширяя возможности и применимость этих систем. Так, биологически растворимая пленка на основе полимерных наноразмерных волокон с добавлением лекарственного препарата, оксида графена и гидроксиапатита кальция позволяет не только повысить эффективность дезинфекции, но и способна адресно доставлять лекарство к пораженному участку ткани, а частицы гидроксиапатита кальция позволяют создать каркас для поддержания основы для пролиферации клеток и регенерации костной ткани.
Еще одним существенным преимуществом данного метода является сходство волокон с естественным фибриллярной внеклеточной матрицей, которое облегчает взаимодействие и пролиферацию клеток. Электроформование полимерных наноразмерных волокон с добавлением лекарственных препаратов и биологически активных материалов осуществляется путем приложения электростатического поля высокого напряжения к полимерному раствору, протекающему через иглу. Особенностью данного метода является то, что характеристики формируемых волокон, такие как диаметр, пористость, морфология, а также площадь поверхности, легко контролируются путем изменения параметров процесса электроформования в соответствии с конкретными требованиями к условиям адресной доставки.
В отчете представлены экспериментальные данные по получению эффективных систем для интенсификации адресной доставки лекарственных препаратов наноструктурированными биосовместимыми матрицами.
Исследованы и определены основные параметры процесса электроформования микро- и наноразмерных волокон с добавлением лекарственного препарата, оксида графена и гидроксиапатита кальция. 
Исследованы физико-химические свойства и морфология поверхности биологически растворимых матриц на основе полимерных волокон с добавлением лекарственного препарата, оксида графена и гидроксиапатита кальция.
Исследованы антибактериальные свойства и цитотоксичность полученных биологически растворимых матриц на основе полимерных волокон путем воздействия модельных бактерий типа S. aureus и E. Coli. Для исследования цитотоксичности был применен анализ CKK-8, а в качестве клеток были использованы преостеобласты МС3Е3-Е1. Предложен механизм антибактериального воздействия оксида графена. 
Исследована кинетика и микробиологическая оценка эффективности высвобождения лекарственного препарата из полученных биологически растворимых матриц, которые наблюдались в течение 4-недельного периода.
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1.1 Применение гидроксиапатита кальция в медицине
Гидроксиапатит кальция (ГАП) − это стехиометрическая фаза фосфата кальция Ca10(PO4)6(OH)2 [1], которая является основным неорганическим компонентом человеческих костей, хрящей и зубов. Согласно [2, 3], методы получения ГАПа можно классифицировать на сухие и влажные методы, высокотемпературные процессы, синтез из биогенных источников, а также различные комбинации перечисленных методов. Существует множество биогенных источников ГАПа, среди которых самыми распространенными являются яичная скорлупа, кости животных, чешуя рыб, водоросли [4]. 
Свойства ГАПа известны высоким сходством с фазой апатита фосфата кальция в человеческом организме и включают в себя биоактивность, биосовместимость, остеокондуктивность и остеоинтеграцию. Основываясь на этих свойствах, ГАП используется в качестве одного из наиболее изученных материалов в различных медико-биологических целях. Обширные исследования направлены на создание композитов на основе ГАПа, которые могут имитировать и заменять поврежденные кости и использоваться в реконструктивной тканевой инженерии. Эти композиты обладают низкой стоимостью, высокой эффективностью и способностью индуцировать образование костной ткани и васкуляризацию. Кроме того, ГАП может оказывать усиливающее действие и в качестве инкапсулирующего агента [5]. 

1.1.1 Тканевая инженерия
Тканевая инженерия занимается контролем реакций на клеточном уровне для интеграции имплантированных материалов в живую ткань, разрабатывая трехмерную функциональную ткань для трансплантации in vitro: живые клетки используются для изготовления новых функциональных тканей, связанных с внеклеточным матриксом или каркасным материалом для регенерации [6, 7]. Каркас должен обладать достаточной прочностью для обеспения хорошей механической поддержки и одновременного сохранения потенциального «зазора» − свободного пространства для дальнейшего самостоятельного развития тканей. Согласно [6], ГАП может использоваться для этих целей в комбинации с материалами как с полностью синтетического происхождения (полимеры и сополимеры), так и натуральным или идентичным натуральныму составу (коллаген, желатин, шёлк).
К примеру, 3D композитные биокерамические каркасы из нановолокон силиката кальция и нанопроволок ГАПа с желатиновым покрытием показали эффективность при пролиферации и остеогенной дифференцировке мезенхимальных стромальных клеток костного мозга, что свидетельствует о перспективе использования композитов для регенерации костной ткани. Благодаря полимерному покрытию пористая структура и механические свойства каркасов были значительно усилены, при этом характеристики были дополнительно отрегулированы в зависимости от гидрофобности/гидрофильности и скорости деградации полимеров. Как показано на рисунке 1, клетки прикреплялись к макропористой структуре каркасов, располагались внутри пор, и распространялись, не проявляя аномалий в морфологии [8]. 
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а – каркасы с весовыми долями силиката и ГАП 3:1; б − каркасы с весовыми долями силиката и ГАП 1:3

Рисунок 1 − Прикрепление и распространение мезенхимальных стромальных клеток костного мозга после посева на различные каркасы из нановолокон силиката кальция и нанопроволок ГАП с желатиновым покрытием. Стрелки указывают прикрепленные клетки на каркасах [8]

В [9] Stasys Tautkus и др. предложили осуществимый способ получения высокооднородной биокерамики на основе ГАПа, легированного цинком и хромом, путём водной золь-гель обработки. Однофазные образцы погружали в раствор, воспроизводящий жидкости человеческого организма, в течение одного месяца. Наблюдалось образование низкокристаллического ГАПа, возможно, в результате реакции растворения-осаждения. После нагрева этих порошков при температуре 800 °C ИК-Фурье спектроскопический анализ (рисунок 2) подтвердил образование β-трикальцийфосфата Ca3(PO4)2, который давно является коммерческим продуктом как биорезорбируемый синтетический заменитель костей, используемых при реконструкции всех видов костных дефектов [10, 11].
В стоматологии ГАП успешно примененяется с начала 80-х годов прошлого века: сперва использовался для замены зубов, чуть позже для фиксации. На сегодняшний день ГАП содержится не только в зубных пломбах и стоматологичском цементе, но даже присутствует в составе зубных паст в качестве компонента,  направленного на уменьшение зубного налёта [6]. В работе [10] монтмориллонит со слоем ГАПа использовался в качестве наполнителей с реминерализующим потенциалом в композитах для стоматологического применения. Командой Mariusz Sandomierski были успешно проведены минерализация ГАПа на поверхности монтмориллонита для эффективного включения кальция, а также силанизация частиц для улучшения адгезии материала к метакриловой смоле. По их оценкам, наполнители продемонстрировали отличный реминерализующий потенциал, определяемый авторами как способность высвобождать ионы кальция в условиях, имитирующих естественную среду полости рта. Эффективность ионного обмена и образования слоя ГАПа подтверждается результатами, полученными с помощью энергодисперсионного спектроскопического анализа: количество кальция и фосфора в наполнителе увеличилось после минерализации в материале без слоя ГАП до 5,81 и 5,48% для кальция и фосфора, соответственно, в материале со слоем ГАП.
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[bookmark: _Hlk85116488]Рисунок 2 − Спектры FTIR образцов ГАП (1), Ca9.8 Zn0.1 Cr0.1 (PO4)6(OH)2 (2), Ca9.5 Zn0.25 Cr0.25 (PO4)6(OH)2 (3) и Ca9.3 Zn0.4 Cr0.3 (PO4)6(OH)2 (4) после погружения и повторного нагрева [9]

1.1.2 Доставка лекарств
Системы доставки лекарств используются для транспортировки лекарственных препаратов по мере необходимости для безопасного достижения желаемого терапевтического эффекта, целью которой является обеспечение и поддержание концентраций препарата в целевом биологическом объекте [11]. Фундаментальные аспекты ГAПа как биоматериала обуславливают его практичность в системах доставки лекарств, в особенности ортопедических, поскольку биосовместимость наноструктурированного ГАП оказалась такой же хорошей, как у макроскопических или объемных аналогов, благодаря композиционному сходству с присутствующими в организме минералами. Согласно [12], ГАП преобразуется в ионы Ca2+ и PO43– естественным метаболическим процессом и выводится в течение 6 недель. Исследования ГАП в последнее время резко возросло, особенно наиболее привлекательными являются каркасы на его основе с высокой пористостью, контролируемым размером пор и достаточной твердостью [13]. 
Исследование [14] направлено на разработку хитозан-альгинатного каркасного композита на основе ГАПа, полученного путем использования мицелл казеина. Образец ГАП, замещенный 5%-ным фтором показал противогрибковую и антибактериальную активность, при этом самая высокая активность наблюдалась в отношении грамположительных золотистых стафилококков с зоной ингибирования 47 мм. Эти каркасы обладают пористостью, гидрофильностью, способностью к биодеградации (67,5% за 
21 день в растворе жидкости человеческого организма), наряду с контролируемой способностью высвобождения бактерицидного препарата ципрофлоксацина (60% за 11 дней в фосфатном буферном растворе (рисунок 3)).
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Рисунок 3 − Профиль высвобождения лекарственного средства из композита хитозан-альгинат/ГАП [14]

Сообщалось, что наночастицы ГАПа обладают цитотоксическим действием против раковых клеток, поэтому в исследовании [15] оценивалось влияние модификации поверхности ГАПа наночастицами куркумина, нацеленных на раковые клетки. Чтобы регулировать адсорбционную способность наночастиц, ГАП также функционализировали различными карбоновыми кислотами (молочной, винной и лимонной), и присутствие карбоксильных групп значительно повлияло на связывание и профиль высвобождения наночастиц. 
Противораковый эффект оценен на клеточной линии рака молочной железы, которая включала пролиферацию клеток, поглощение клетками куркумина, апоптоз и анализ клеточного цикла. Функционализация ГАПа карбоновой кислотой в присутствии куркумина привела к увеличению популяции апоптотических клеток по сравнению с немодифицированным ГАПом (рисунок 4). Показатели апоптоза в клетках в зависимости от  функционализации кислотами составляют: ГАП/куркумин/молочная кислота –67,33±6,37%,  ГАП/куркумин/винная кислота – 53,24±1,39%, ГАП/куркумин/ лимонная кислота – 47,39±2,38%.
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Рисунок 4 – Влияние функционализированных и нефункционализированных ГАП/куркумина на апоптоз раковых клетoк (оценено с помощью окрашивания аннексином V-FITC и PI) [15]

1.2 Углеродные наноматериалы в биомедицине
1.2.1  Углеродные нанотрубки
Углеродные нанотрубки (УНТ) представляет собой одну из аллотропных форм углерода, в котором sp2-гибридизированные атомы углерода расположены в трубчатой форме [16, 17]. После открытия УНТ стали одними из наиболее изучаемых наноматериалов. Способность существовать как в однослойном, так и многослойном виде, а также разновидность их структур, уникальные физические и химические свойства открыли возможность для их применения во многих областях [18-20].
Способность УНТ легко поглащаться клетками делает перспективным их применение в биомедицине, а именно для адресной доставки необходимых для лечения лекарств и обнаружения заболеваний (биосенсоры), что помогает изучению закономерности развития патологического процесса заболеваний. Для медицинских применений требуется повехностная химическая модификация УНТ, так как они нерастворимы или малорастворимы во многих растворителях. Такие УНТ способны переносить лекарства в больших количествах (особенно нуклеиновые кислоты), проникать в ткани организма. Функциолизация поверхности УНТ делает их биодеградируемыми.  
В случае адресной доставки лекарств, УНТ являются полезными для доставки гидрофобных препаратов. Однако существуют некоторые барьеры, которые нужно преодолеть. Одним из них являются эпителиальные клетки, специализирующиеся на абсорбции и секреции. В работе [21] группа ученых произвела визуализацию с помощью мульти-микроскопического подхода, сочетающего мягкую рентгеновскую спектромикроскопию на канале TwinMic (Elettra Synchrotron, Триест, Италия) со световой и сканирующей электронной микроскопией (SEM), что важно для отслеживания передвижения и изменения нанопрепаратов в эпителиальных клетках. Для этого они проводили испытания на клеточной линии Chang-Liver (HeLa). Ученые подвергали их воздействию необработанными и очищенными одностенными УНТ (ОУНТ) (рисунок 5). Было показано, что несмотря на временные нарушения в мембране и внутриклеточных структурах, воздействие ОУНТ на эпителиальные клетки в течение 4 часов не токсично, то есть не происходит каких-либо изменений в их жизнеспособности.
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Рисунок 5 – Изображения в видимом свете контрольных клеток (A) и клеток, подвергнутых воздействию раствора 20 мкг/мл необработанных ОУНТ в течение 4 часов (Б), раствора 20 мкг/мл очищенных ОУНТ в течение 4 часов (В) и раствора 20 мкг/мл очищенных ОУНТ в течение 4 ч + восстановление (Г). Шкала 10 мкм. Желтые стрелки указывают на наличие пучков нанотрубок, а белые стрелки указывают на пузырьки в цитоплазме [21]

Одним из труднодоступных мест для адресной доставки лекарств является мозг. Это связано с трудностью пересечения лекарств через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ). Недавно появились исследования, показывающие возможность воздействия на мозг функционализированных МУНТ. Ученые удтверждают, что благодаря оптическим и тепловым свойствам они имеют преимущества перед другими наноносителями. Помимо этого, их оптимальность состоит в том, что функционализированные многостенные УНТ (МУНТ) способны преодолевать биологические барьеры путем трансцитоза и пассивного процесса [22]. Первое докозательство способности функционализированных МУНТ преодолевать ГЭБ было получено на экспериментах на свином мозге. Ученые определили, что функционализированные МУНТ пересекают ГЭБ трансцеллюлярным путем без каких-либо значительных препятствий (рисунок 6). Полученные результаты показывают потенциал функционализированных МУНТ для доставки лекарств перед другими наноносителями, которые обычно не проникают через ГЭБ [23].
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Рисунок 6 – Схематическое изображение адресной доставки лекарств нагруженных в УНТ через ГЭБ [23]

МУНТ наиболее широко используются среди трубчатых 1D наноматериалов [24-27]. Однако их применение в биомедицине ограничено в связи с возможными токсичными свойствами [28-30]. Liu Y. и др. [31] сравнили токсичность МУНТ и нанотрубок галлуазита (НТГ) по отношению к эндотелиальным клеткам пупочной вены человека (Human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) − широко используемой первичной клеточной модели in vitro для оценки сосудистой токсичности наноматериалов. Цитотоксичность для одинаковых количеств МУНТ и НТГ оценивали путем набора для подсчета клеток-8 (cell counting kit-8), истощения тиолов и ультраструктурных изменений. После они применили метод липидомики для исследования накопление липидов, так как наноматериалы могут оказывать на них токсические эффекты. 
Несмотря  на многочисленные работы о возможности применений УНТ в биологических и медицинских направлениях, большой проблемой остается биосовместимость и цитотоксичность УНТ, так как существуют результаты экспериментов на животных, в которых говорится как об их безвредности, так и о токсичности для организма. Например, в зависимости от количества, УНТ может привести к гибели клеток и нарушение ДНК [32, 33]. В связи с этим необходимо предусмотреть все возможные последствия их использования. Стремительный темп исследования связанного с применением УНТ в биомедицине и разработке новых нанокомпозитов на их основе с уникальными параметрами, несомненно, приведут к новым успехам в ближайшем будущем.

1.2.2 Оксид графена
Графен является новым 2D передовым углеродным наноматериалом  [34-36]. Его преимущества, такие как механические характеристики, большая удельная площадь поверхности, а главное меньшая токсичность и биосовместимость, делают его потенциально важным материалом для биомедицины [37, 38]. 
Если учитывать, что для применения в биомедицине материалы должны обладать стабильностью в физиологической среде, то для этих целей больше подходят окислительные производные графена. К ним относятся оксид графена (ОГ) и восстановленный оксид графена (ВОГ). Кроме того, эти материалы обладают возможностью легко изменять характеристики путем модификации поверхности, а также превосходной гидрофильностью, что способствует их взаимодействию с водой, предотвращает адгезию микроорганизмов и препятствует биообрастанию. Структура ОГ имеет карбоксильные группы по краям, а также ковалентно связанные между собой гидроксильные и эпоксидные группы по обеим сторонам плоскости. Из-за наличия таких групп ОГ способен взаимодействовать с разными молекулами в растворе [39]. Другими словами, ОГ можно рассматривать как слабокислотную катионообменную смолу из-за карбоксильных групп, которые делают возможным ионный обмен с катионами металлов или положительно заряженными органическими молекулами.
В 2010 году Balapanuru J. и др. сообщили о создании ионного комплекса на основе ОГ и органического красителя для обнаружения ДНК [40]. Для применения производных пирена в биосенсорах они разработали водорастворимый и позитивно заряженный краситель: бромид 4-(1-пиренилвинил)-N-бутилпиридин (PNPB). При взаймодействии данного положительного красителя с отрицательно заряженным ОГ происходит образование комплекса PNP+GO, при котором наблюдается снижение флуоресценции. По словам авторов, данный композит можно использовать как оптический сенсор из-за его селективности по отношению ко множеству биомолекул (рисунок 7). Данный вид анализа является безопасным, тогда как другие методы для количественного анализа ДНК требуют специальных мер предосторожности.
В статье [41] говорится о бионсенсорной платформе на основе ОГ. Принцип его работы основан на том, что ОГ легче взаимодействует с одноцепочечной ДНК (оцДНК), чем с двухцепочечной ДНК (дцДНК). Связано это с адсорбцией азотистых оснований оцДНК с поверхностью ОГ, тогда как в дцДНК азотистые основания расположены в менее доступном месте спиральной структуры. Ученые показали, что данным методом можно успешно обнаружить  множественные оцДНК и микрорибонуклеиновые кислоты.
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Рисунок 7 – Изображение комплекса PNP+GO в биологической смеси РНК, бычьего сывороточного альбумина, глюкозы, с ДНК и без нее, в УФ-свете [40]

В таблице 1 показана информация о биосенсорах на основе ОГ для обнаружения биоматериалов.

Таблица 1 - Разновидность биосенсоров на основе ОГ 
	Материал
	Цель
	Тип сенсора
	Ссылка

	ОГ/дцДНК
	Геликазная активность
	Флуоресцентный
	[42]

	Функционализированная ОГ длиннопериодная волоконная решетка
	Гемоглобин
	Оптический
	[43]

	ОГ/слой Au/антитело
	Цитокератин
	Поверхностный плазмонный резонанс
	[44]

	ОГ/наночастицы Ag/ антитела
	Специфический антиген простаты
	Поверхностно-усиленное рамановское рассеяние
	[45]



В целом, ОГ − материал с большим потенциалом для создание биосенсоров. Комбинирование его с другими материалами делает возможным разрабатывать биосенсоры электрохимического, флуоресцентного, оптического типов, а также поверхностно-плазмонных-резонансные и поверхностно-усиленные биосенсоры рамановского рассеяния.
1.3 Композиты на основе ГАП
В последние несколько десятилетий во всем мире ведутся активные поиски биосовместимых материалов с физико-химическими свойствами близкими к костной ткани человека, которые могут быть использованы в качестве альтернативного биологического каркаса или матрицы в адресной доставке лекарственных препаратов. Как описывалось ранее, кристаллохимическим аналогом минеральной составляющей костной ткани является ГАП. Присутствие данного биоминерала в естественных структурах в нанокристаллическом состоянии (~5-10 нм) обусловливается процессами остеогенеза и способствует естественному обмену кальция в организме и, как следствие, влияет на все взаимодействия, в которых участвует данное соединение. Применимость биоматериалов, полученных в лабораторных условиях, определяется такими характеристиками образцов, как структура, состав и кристалличность. В свою очередь, эти параметры зависят от особенностей синтеза материалов. В таблице 2 представлены типы композитов на основе ГАП используемых для адресной доставки лекарств.

Таблица 2 - Композиты на основе ГАП в адресной доставке лекарственных препаратов
	Композит
	Тип лекарства
	In vivo
	Эффективность высвобождения
	Загрузка лекарства, мг лекарства / г ГАП

	Чистый порошок ГАП
	Ванкомицин
	Новозеландские белые кролики
	42 дня
	160

	ГАП с Fe, Co, Ni
	Ванкомицин
	Новозеландские белые кролики
	20 дней
	160

	ГАП / Fe2O4
	Ципрофлоксацин
	Моделирование с помощью крови
	24 часа
	-

	ГАП / частицы золота
	Доксорубицин
	MG-63 Остеосаркома
	48 часов
	58,22

	ГАП / углеродные волокна
	Противораковые лекарства
	MG-63 Остеосаркома
	6 часов
	167,2

	Наностержни ГАП
	Ибупрофен
	-
	10 дней
	260,3

	Наностержни ГАП добавлением Sr
	Лизоцим
	-
	30 часов
	55,52



Однако, ряд исследований [46-50] показали, что ГАП обладает низкой механической прочностью, малой удельной площадью поверхности, низкой износостойкостью, а также низкой вязкостью разрушения в сравнении с естественной костной тканью человека, что оказывает негативное влияние на пролиферацию и дифференцировку остеобластов при регенерации костной ткани. Решение этих недостатков возможно путем создания гибридных сложных композитных полимерных матриц на его основе с добавлением различных материалов, таких как углеродные волокна, графен, ОГ и металлов. Во-первых, полимеры обладая высокой механической стабильностью и биологической совместимостью выполняют роль остеокондуктивного каркаса, способствующего миграции остеобластических клеток [51]. Во-вторых, наличие, например, ОГ в структуре значительно улучшает механические характеристики ГАП, что обусловлено не только его хорошей биологической совместимостью, но и наличием множества кислородосодержащих групп, таких как гидроксильная, эпоксидная, карбоксильная на его плоскостях и на краях. Более того, в последние несколько лет были опубликованы интересные результаты об исследовании антимикробного влияния ОГ [52-54], при этом механизм воздействия на микробы до сих пор остается спорным вопросом. 
Таким образом, композитная структура ОГ и ГАП на полимерном каркасе/матрице представляет собой один из перспективных кандидатов для применения в области адресной дозированной доставки лекарственных препаратов. Эти и многие другие композиты ГАП, используемые в адресной доставке, указывают на важность выбора материалов и методов синтеза композитов. На сегодняшний день для получения таких композитов существуют ряд методов такие как плазменное спекание [55], золь гель метод [56], биомиметическая минерализация [57], а также метод электроформования [58]. Среди перечисленных методов электроформование обладает рядом преимуществ, которые заключаются в его простоте, возможности создания полимерного каркаса, а также в возможности контроля диаметра полимерных волокон и концентрации лекарства.





2 Методика проведения эксперимента

[bookmark: _Hlk84426940]2.1 Исходные материалы
Ортофосфорная кислота (H3PO4, 85%, Sigma Aldrich), яичная скорлупа, поликапролактон (PCL, M.W. 1,300,000, Sigma Aldrich), Staphylococcus aureus (ATCC 25923, BioVitrum) и Escherichia coli (ATCC 25922, BioVitrum), преостеобласты MC3T3-E1 (были предоставлены Нанкинским Университетом Науки и Технологий, Нанкин, Китай), этанол (C2H6OH, 90%, «ChemPharm», Казахстан), азотная кислота (HNO3, 70%, Sigma Aldrich), мочевина (8 M in H2O, BioUltra), скорлупа грецкого ореха (Туркестан, Казахстан), соляная кислота (HCl, 37%, Sigma Aldrich), амоксициллин (АМХ) капсулы 500 мг (Алматы, Казахстан). 

2.2 Синтез ГАП
Метод получения ГАП из яичной скорлупы был подробно описан и исследован в наших предыдущих работах [59, 60]. Для синтеза ГАПа был использован метод осаждения из раствора. Предварительно яичная скорлупа отжигалась при температуре 950 °C в течение 2 часов в муфельной печи (SNOL 30/1300) в атмосфере воздуха со скоростью нагрева 30 °C/мин. Полученный в результате обжига CaO навеской 1 гр перемешивали в течение 1 часа на магнитной мешалке со скоростью вращений 100 об/мин с водным раствором ортофосфорной кислоты (6%, 20 мл). Далее раствор отстаивался в течение 
5 дней с последующей декантацией и сушкой при температуре 100 °C в течение 4 часов. Синтезированный порошок ГАП подвергался пост-термической обработке в атмосфере воздуха при температуре 1200 °C в течение 2 часов со скоростью нагрева 25 °C/мин. Общая схема процесса синтеза ГАП представлена на рисунке 8. 
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1 – высокотемпературная печь; 2 – магнитная мешалка; 3 – ультразвуковая ванна; 4 – сушильный шкаф

Рисунок 8 – Схема процесса синтеза ГАП

2.3 Синтез ОГ
Метод получения графеноподоной структуры из скорлупы греческого ореха был подробно описан и исследован в наших предыдущих работах [61, 62]. Для получения оксида графена (ОГ) была проведена функционализация полученного в результате карбонизации и химической активации углеродистого материала. В качестве окислительного состава были применены смеси азотной кислоты (35 %) и мочевины (78 г/л) в соотношениях: 10:90, 20:80 и 30:70. Образцы графеноподобной структуры, массой 2 г, были обработаны данными растворами в течение 3 часов при нагревании до 80 °С. После обработки образцы многократно промывались дистиллированной водой под воздействием ультразвука частотой 32 кГц с последующим центрифугированием до достижения pH = 4. Далее полученные порошки обрабатывались 10 % раствором соляной кислоты, промывались дистиллированной водой до достижения pH = 3 и сушились при температуре 100 °C в течение 12 часов. 

 2.4 Получение наноразмерных волокон с добавлением ОГ, ГАП и лекарственного препарата
Для получения композитов на основе ОГ, АМХ и ГАП был использован метод электроформования. 0,5 г PCL растворяли в 10 мл этанола и добавляли ОГ, АМХ и ГАП в определенных соотношениях при постоянном перемешивании в течение 30 минут на магнитной мешалке со скоростью вращений 120 об/мин и 30 минут ультразвуковой обработки (частота 35 кГц) для обеспечения равномерного распределения ОГ, АМХ и ГАП в растворе. Полученный раствор загружался в медицинский шприц объемом 2,5 мл и на экспериментальной установке, схема которой представлена на рисунке 9, производили электроформования волокон при комнатной температуре и напряжении 16 кВ со скоростью потока прекурсора 1,5 мл/ч. Коллектор находился на расстоянии 15 см от иглы. В качестве коллектора использовалась алюминиевая фольга диаметром 20 см, которая заменялась каждые 1,5 часа в течение всего процесса осаждения.
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Рисунок 9 – Схема процесса электроформования полимерных волокон с добавлением ОГ, АМХ и ГАП

2.5 Метод определения кинетики высвобождения лекарственного препарата из полученных волокон и исследование их антибактериальных свойств 
Полученные пленки с добавлением ОГ/ГАП и антибиотика были загружены в колбы с 10 мл фосфатного буферного раствора, помещенные в горизонтальном инкубаторе при 40 об/мин и 33 °C. Количество лекарственного средства определяли с помощью спектрофотометра Varian Cary 300 при облучении УФ с длинной волны 272 нм. Клеточная пролиферация была исследована с помощью анализа CCK-8, в качестве клеток были выбраны преостеобласты MC3T3-E1. Клетки были высеяны в луночных планшетах при температуре 37 °C с добавлением полученных образцов (ГАП, ОГ, композит ОГ/ГАП) в течение 24 часов. Далее согласно методике, описанной в работах [63–65] был рассчитан профиль пролиферации клеток. Антибактериальные свойства полученных образцов были оценены с помощью бактерий Staphylococcus aureus (ATCC 25923) и Escherichia coli (ATCC 25922). Композит ОГ/ГАП и контрольный образец были подвергнуты стерилизации, после чего их смешивали с бактериями. Культивация проходила в чашках с агаром Мюллера-Хинтона и затем инкубировалась в течение 24 часов при температуре 37 °C. Далее согласно методике, описанной в работах [66, 67] была рассчитана антибактериальная активность образцов. 

2.6 Рентгенофазовый анализ образцов
РФА анализ проводили на рентгенофазовом дифрактометре типа Дрон-4, имеющего диапазон углов поворота блока дифракции детектирования от -100° до 168°. Минимальный шаг перемещения блока детектирования составлял 0,001°. Допустимое соединение блока детектирования от заданного угла поворота составляло ± 0,015°. Транспортная скорость гониометра равна 820°/мин. Основная аппаратурная погрешность измерения счета импульсов рентгеновского измерения составляла не более 0,4 %.

2.7 Сканирующая электронная микроскопия образцов
Исследования поверхностной морфологии полученных образцов были выполнены на микроскопе QUANTA 3D 200i с ускоряющим напряжением 
30 кВ. Для исследований образец прикрепляли к медному держателю.

2.8 Раман-спектроскопия образцов
Исследование спектроскопии комбинационного рассеяния проводили на рамановском спектрометре NTEGRA SPECTRA ™ (NT-MDT Spectrum), оснащенном твердотельным лазером, который генерировал длину волны возбуждения 473 нм.

2.9 Просвечивающая электронная микроскопия образцов
Структура полученных образцов была исследована с помощью просвечивающей электронной микроскопии с использованием JEM-2100 (JEOL, Япония) с высокой стабильностью напряжения и тока.

3 Результаты и их обсуждение

3.1 Исследование параметров процесса электроформования микро- и наноразмерных волокон, оптимизация процесса
Основными параметрами процесса электроформования существенно определяющими структуру и морфологию волокон являются: концентрация и скорость подачи раствора, значение высоковольтного напряжения и расстояние между коллектором и иглой (рисунок 9). В наших предыдущих работах [68-70] мы детально изучили и рассмотрели влияния каждого из этих параметров на процесс электроформования волокон, однако, для их возможного применения в области адресной доставки лекарственных препаратов необходимо учесть два других фактора: во-первых, сходство между полимером и полярностью лекарственного средства, во-вторых, полимер должен быть полностью растворен во избежание образования агломератов, которые могут негативно сказаться на формировании волокон, а следовательно и на эффективность высвобождение лекарственного препарата. Учитывая вышеизложенное, были проведены серии экспериментов для выбора растворителя, типа полимера и исследования параметров, влияющих на формирование микро- и наноразмерных полимерных волокон. В таблице 3 приведены данные, полученные при растворении различных биологически разлагаемых полимеров, имеющих сходство с полярностью амоксициллина (антибиотик).

Таблица 3 – Данные по растворимости синтетических и природных полимеров, используемых для создания матриц на основе микро- и наноразмерных волокон
	Тип полимера
	Концентрация полимера, %
	Тип растворителя

	Поликапролактон (PCL)
	10
	Диметилформамид - полностью растворим

	Полилактид (PLA)
	4
	Диметилформамид - наблюдаются не растворенные агломераты

	Поливиниловый спирт (PVA)
	8
	Вода - наблюдаются не растворенные агломераты

	Полиэтиленоксид (PEG/PEO)
	1
	Вода/Этанол (7:3) - наблюдаются не растворенные агломераты

	Желатин
	50
	Дихлорметан/Диметилформамид (4:1) - наблюдаются не растворенные агломераты

	Хитозан
	2
	Уксусная кислота - полностью растворим

	Поливинилпирролидон (PVA)
	10
	Этанол - наблюдаются не растворенные агломераты

	Примечаниe – Все эксперименты были проведены при механическом перемешивании в течение 30 минут при комнатной температуре



Из таблицы 3 видно, что среди исследуемых типов полимеров, подходящими являются PCL и хитозан. При этом, большинство природных полимеров, в том числе и хитозан не обладают стабильностью в физиологическом состоянии и имеют плохие механические свойства, учитывая это для дальнейших экспериментов был выбран PCL. Очевидно, что время и температура при перемешивании оказывает существенно влияние на растворимость, однако, согласно работе [71], длительное перемешивание в растворителе может негативно сказаться на лекарственном препарате. Проведенные исследования показали, что оптимальными параметрами перемешивания PCL и диметилформамида являются: 30 минут на магнитной мешалке со скоростью вращений 120 об/мин (рисунок 10). 
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                                      а                                                                 б

а – 10 мин; б – 30 мин

Рисунок 10 – Снимки СЭМ пленок на основе полимерных волокон при различном времени перемешивания 

[bookmark: _Hlk84423602]Анализ полученных данных показал, что при неполном растворении полимера образуются волокна с большим диаметром до 2 мкм, так как средний размер волокон имеет прямую зависимость от концентрации полимера в растворе (рисунок 10, а). К тому же процесс электроформования проходит нестабильно, что обусловлено засорением иглы крупными частицами полимера. На рисунке 10, б видно, что полученные наноразмерные волокна на основе PCL, растворенного в диметилформамиде при перемешивании на магнитной мешалке в течение 30 минут со скоростью вращений 120 об/мин при комнатной температуре, имеют средний диаметр 200 нм. Таким образом, определены оптимальные параметры процесса электроформования наноразмерных волокон на основе PCL, позволяющие использовать их в качестве эффективных матриц для адресной доставки лекарственных препаратов с добавлением активных веществ, а именно: время перемешивания – 30 мин; скорость перемешивания – 120 об/мин; растворитель – диметилформамид.
3.2 Электроформование биологически растворимых матриц на основе полимерных волокон и лекарственных препаратов при их механическом смешивании
В ходе проведения экспериментальных работ были получены композитные полимерные матрицы с добавлением ОГ, ГАП и лекарственного препарата. В работе был использован амоксициллин (АМХ) в качестве лекарственного препарата, важным преимуществом которого является его благоприятные органолептические свойства, позволяющие улучшить переносимость антибактериальной терапии. В качестве полимера был использован PCL, который обладает высокой механической стабильностью и биологической совместимостью.
Основные параметры, влияющие на процесс электроформования делятся на три категории: характеристики раствора (такие как концентрация раствора и / или вязкость, поверхностное натяжение раствора и проводимость раствора), характеристики процесса (такие как скорость подачи раствора, приложенное напряжение и расстояние от иглы до коллектора) и условия окружающей среды (температура окружающей среды и влажность). Для исследования влияния концентрации полимерного раствора на диаметр наноразмерных волокон были приготовлены смеси PCL, АМХ, ГАП и ОГ при определённых соотношениях (таблица 4). 

Таблица 4 – Соотношения веществ в растворе для процесса электроформования наноразмерных волокон определенного диаметра
	№ образца
	ОГ, масс.%
	ГАП, масс.%
	АМХ, масс.%
	PCL, масс.%
	Растворитель, масс.%
	Средний диаметр волокон, нм

	1
	0,01
	1,97
	1
	11,03
	86,99
	1240

	2
	0,05
	1,93
	2
	11,03
	86,99
	840

	3
	0,10
	1,88
	3
	11,03
	86,99
	650

	4
	0,50
	1,48
	4
	11,03
	86,99
	300



[bookmark: _Hlk84507691]Полученные данные указывают на влияние концентрации ОГ, АМХ и ГАП на формирование волокон. Увеличение концентрации ОГ приводит к уменьшению диаметра, что объясняется высокой электропроводностью ОГ. С другой стороны, электроформование волокон проводили с помощью горизонтального расположения шприцевого насоса, что приводило к образованию осадка под действием силы тяжести и снижению вязкости раствора на выходе из иглы, тем самым влияя на диаметр формируемого полимерного волокна. В дальнейших экспериментах для исключения образования осадка был использован шприц объемом 2,5 мл. Эмпирически установлено, что оптимальным количеством веществ в растворе для электроформования волокон с добавлением ОГ и ГАП является: 0,5 мас.% ОГ, 1,48 мас.% ГАП, 11,03 мас.% PCL, 4 мас.% АМХ, 86,99 мас.% растворителя. Кроме того, было обнаружено, что несмотря на то, что для приготовления раствора был использован ГАП со средним размером частиц 1-2 мкм, после процесса электроформования в структуре полученных волокон обнаружены частицы ГАП с размерами меньше 100 нм. Это обусловлено поведением частиц ГАП при вытягивании полимерных волокон под действием высокого напряжения. Исследования показывают, что электрическое воздействие приводит к преимущественному разрушению частиц ГАП. Предположительной причиной такого разрушения является воздействие электрического поля, которое концентрируется внутри твердого диэлектрика, что приводит к разрушению крупных частиц ГАП. В ходе эксперимента было замечено, что при снижении значения напряжения образование полимерных волокон проходило не стабильно. Проведенный полуколичественный анализ свидетельствует о наличии частиц ГАП в структуре полимерных волокон (рисунок 11).
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		Элемент
	Линия
	Мас. %
	Атомная мас. %

	C
	K
	60.46±0.04
	64.74±0.04

	N
	K
	31.76±0.13
	29.16±0.12

	O
	K
	7.35±0.06
	5.91±0.05

	Na
	K
	0.13±0.01
	0.07±0.00

	Si
	K
	0.19±0.01
	0.09±0.00

	Ca
	K
	0.12±0.00
	0.04±0.00

	Total
	
	100.00
	100.00

	Map_007_wholespectrum
	Fitting ratio 0.0395 






Рисунок 11 – Данные полуколичественного анализа полученных полимерных волокон 

Характеристики процесса электроформования (такие как скорость подачи раствора, приложенное напряжение и расстояние от иглы до коллектора) представлены в таблице 5.
 
Таблица 5 – Параметры процесса электроформования наноразмерных волокон PCL/ГАП/ОГ/АМХ
	Скорость подачи раствора, мл/ч
	Значение высоковольтного напряжения, кВ/см
	Расстояние от иглы до коллектора, см
	Средний диаметр наноразмерных волокон, нм

	0,02
	1,5
	15
	300

	0,10
	1,5
	15
	450

	0,15
	1,8
	15
	600

	0,25
	2,0
	15
	1200



В отличие от концентрации раствора, которая влияет на диаметр волокон, скорость подачи прекурсора шприцевым насосом и значение высоковольтного напряжения существенно оказывают влияние на структуру и морфологию полученных волокон. Из таблицы 5 видно, что увеличение скорости подачи раствора приводит к нестабильному образованию волокон, что объясняется формированием неустойчивой струи. С другой стороны, высоковольтное напряжение, подаваемое на иглу и коллектор, также влияет на форму начальной капли, что приводит к изменению структуры и морфологии волокон. Экспериментально установлено, что для получения волокон с добавлением ОГ и ГАП оптимальные значения напряжения и скорости шприцевого насоса составляют 1,5 кВ/см и 0,02 мл/ч, соответственно. На рисунке 12 представлены фотографии полученных пленок на основе полимерных волокон с добавлением ОГ, АМХ и ГАП. 
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Рисунок 12 – Фотографии пленок на основе полимерных волокон с добавлением ОГ, АМХ и ГАП

В результате проведенных исследований были установлены следующие оптимальные параметры процесса электроформования наноразмерных пленок с добавлением биологически совместимых материалов, таких как ОГ и ГАП, а также лекарственного препарата: состав раствора для электроформования матриц на основе PCL/ГАП/ОГ/АМХ – 0,5 масс.% ОГ, 1,48 масс.% ГАП, 
4 масс.% АМХ, 11,03 масс.% PCL, 86,99 масс.% растворителя; cкорость шприцевого насоса – 0,02 мл/ч; значение высоковольтного напряжения – 
1,5 кВ/см. 

3.3 Исследование физико-химических свойств и морфологии поверхности биологически растворимых матриц на основе полимерных волокон и лекарственных препаратов, полученных методом механического смешивания веществ с последующим электроформованием
Раман-спектроскопия были применена для исследования полученных ОГ и графеноподобной структуры углерода (рисунок 13). Согласно полученным данным, типичные Раман-спектры для ОГ характеризуются следующими пиками: полоса G – 1582 см-1 и полоса D при 1357 см-1. В отличии от ОГ для графеноподобного углерода, полоса G наблюдается при 1584 см-1. При этом полоса D при 1354 см-1 для графеноподобного углерода имеет большую интенсивность, которая характеризует дефектную структуру образца и наличие аморфного углерода. Все это говорит о том, что функционализация графеноподной структуры углерода позволяет сократить дефекты в полученных образцах, о чем свидетельствует низкая интенсивность D полосы для ОГ. Эти результаты, подтверждаются данными, полученными в работах [72-74], где установлено, что ВОГ позволяет сократить количество дефектов в структуре. 
[image: ]
1 – ОГ; 2 – графеноподобный углерод

Рисунок 13 – Раман-спектры полученных графен-содержащих материалов 

Для исследования морфологии поверхности и структуры восстановленного ОГ был использован метод ПЭМ, снимки которого представлены на рисунке 14. Анализ снимков указывает на типичную морфологию характерную для графеноподобных материалов. Высокая упорядоченность и ориентированность углеродной структуры с наличием прозрачных краев, согласно [75] свидетельствует о его малой толщине. При этом определение расстояния между слоями, которое было выполнено также из анализа снимков просвечивающей электронной микроскопии, указывает на значения 0,4 нм, данное значение согласуется с данными, проведенными в работе [76], где ОГ также был получен из биологической массы. Очевидно, что расстояние между слоями для ОГ больше, чем для углерода с графеноподной структурой, за счет наличия различных функциональных групп. 
Исследование синтезированного порошка ГАП было проведено с помощью рентгенофазового анализа (рисунок 15, а) и СЭМ (рисунок 15, б). В наших предыдущих работах [59, 60] подробно описан метод синтеза ГАП из биологически отходных материалов. Данные рентгеновской дифракции свидетельствуют о полной трансформации сырья в ГАП в результате проведения синтеза. Плоскости (002), (210), (211), (112), (300), (222) и (213) полностью совпадают с данными из Joint Committee for Powder Diffraction Standards data №96-900-2219, при этом расчетные значения размера кристаллов составило 171 нм. Параметры решетки также согласуются с данными, полученными в работах [77-79] и имеют следующие значения: а = 9,8218±0,004; в = 2а; с = 9,473±0,002. Анализ СЭМ снимков морфологии поверхности полученного порошка ГАП указывает на наличие в его структуре частиц размером до 10 мкм. При этом, как описывалось ранее, в полученной методом электроформования композитной матрице размеры частиц ГАП составляли меньше 100 нм (рисунок 10) [80-82].
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Рисунок 14 – ТЕМ снимки синтезированного ОГ

[image: ]

Рисунок 15 – Рентгенограмма (а) и СЭМ снимки (б) синтезированного ГАП

Рисунок 16 иллюстрирует морфологию поверхности полученного композита, который представлен в виде типичных нитевидных полимерных волокон различного диаметра с включение ОГ, АМХ и ГАП. Очевидно, что увеличение концентрации ОГ и ГАП приведет к существенному росту диаметра волокон, в тоже время согласно [83] шероховатые пятна на СЭМ снимках указывают на наличие ОГ в композите.

[image: Изображение выглядит как текст
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Рисунок 16 – СЭМ снимки полученного композита ОГ, АМХ и ГАП

Кривые ТГА для начального состояния скорлупы грецкого ореха показывают, что процесс пиролиза можно разделить на 3 основных этапа: I - относится к потере веса за счет испарения влаги (50-200 °C); II - соответствует быстрому термическому превращению основных компонентов − целлюлозы, гемицеллюлозы и части лигнина (200-500 °С), сопровождающемуся выделением газообразных продуктов, что приводит к высокому значению потери веса материалов и их быстрому разложению; III стадия - высокотемпературное обугливание остатков, при котором потеря массы происходит очень медленно. 
Согласно изотермам адсорбции и десорбции N2 и БЭТ-анализу, удельная поверхность ОГ, полученного из скорлупы грецкого ореха − 2760 м2/г, удельный объем пор − 1,49 см3/г, средний диаметр пор − 
2,9 нм.

3.4	Исследование кинетики и микробиологическая оценка эффективности высвобождения лекарственных препаратов полученными биологически растворимыми матрицами (in vitro)
Антибактериальные свойства полученных композитных волокнистых структур были исследованы путем воздействия модельных бактерий типа 
S. aureus и E. coli. При этом данные исследования были проведены с пленками без добавления АМХ, для определения антибактериальных свойств и цитотоксичности ОГ и ГАП. Полученные результаты, представленные на рисунке 17, демонстрируют влияние ОГ на антибактериальные свойства композитных структур, в некоторых случаях превышая 97%. В ряде исследовательских работ [84-86], посвященных применению графена и графеновых структур в различных областях медицины, были высказаны предположения о механизмах антимикробного влияния ОГ. Так в работе [87] рассмотрено предположение, что свободный электрон ОГ препятствует росту микробов. С другой стороны проявления антибактериальных свойств у ОГ может быть связано с его острыми краями, а также с наличием функциональных групп, которые приводят к физическим повреждениям мембран бактериальных клеток. Оценка антибактериальных свойств полученных композитных структур показала значительное увеличение диаметра зоны ингибирования (рисунок 17) от 5,2 до 9,1 мм при увеличении содержания ОГ в композите от 0,05 до                 0,1 мас.%. Полученные данные находятся в согласии с работами [88-90] и подтверждают наличие превосходных антибактериальных свойств у ОГ.
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Рисунок 17 – Антибактериальная активность ОГ, включенного в волокна PCL/ГАП против E. coli и S. Aureus

Для исследования цитотоксичности и пролиферации клеток полученных образцов был применен анализ СКК-8, где в качестве клеток были использованы преостеобласты MC3T3-E1. Выживаемость клеток при воздействии ГАП, ОГ и композита на их основе (рисунок 18) резко снижалась при увеличении их концентрации. Полученные данные указывают на то, что жизнеспособность клеток для ГАП составила 100, 98, 97, 95, 97, 89, 84, 57, 51, 48, 37 и 34% для концентраций 0 (контроль), 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 и 550 мг/мл, соответственно. При этом для концентрации ГАП 
369 мг/мл клеточная жизнеспособность снизилась до 57%, что связано с изменением рН среды при добавлении ГАП, которое в свою очередь приводит к резкому снижению пролиферации клеток. В работах [91, 92] показано, что несмотря на то, что размер и форма частиц ГАП существенно оказывают влияние на цитотоксичность, они могут быть использованы в качестве костных трансплантатов. В свою очередь жизнеспособность клеток для композита ОГ/ГАП/PCL составила 100, 99, 99, 97, 93, 91, 90, 86, 77, 63, 60 и 58% для концентраций 0 (контроль), 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 и         550 мг/мл соответственно, что указывает на постепенное снижение жизнеспособности при увеличении концентрации композита. Полученные данные указывают на незначительную цитотоксичность композита ОГ/ГАП/PCL при концентрации 55 мг/мл. Так сообщалось о положительном влиянии ОГ в композитной структуре с ГАП на жизнеспособность преостеобластов MC3T3-E1 в виду способности нанолистов графена к секвестрации [50]. К тому же, считается, что ОГ в структуре композита ОГ/ГАП/PCL связывает частицы ГАП, что также существенно влияет на цитотоксичность. 
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Рисунок 18 – In vitro анализ цитотоксичности образцов ОГ, ГАП и их композита 

Применение полимерных каркасов с добавлением различного рода материалов таких как графен, ОГ, УНТ, а также биологически совместимых материалов, представляет собой огромный интерес в тканевой инженерии. Эти композитные каркасы могут быть использованы в качестве внеклеточного матрикса, обеспечивая не только механическую поддержку клеток, но и образовывать с материалом матрикса межклеточные контакты и связи, эффективно влияя на миграцию как питательных веществ, так и отдельных компонентов. К тому же создание такого композита на биологически совместимом полимерном каркасе или матрице позволяет добиться антибактериальных свойств за счет добавления ОГ. Существующие различные модели, описывающие воздействие ОГ на бактерии, указывают на необходимость более детального исследования, как in vivo, так и in vitro для глубокого понимания влияния различного рода факторов, включающих методы и исходные материалы для синтеза ОГ, ГАП и самого композита, а также биологическую совместимость и скорость разложения полимерной матрицы.  
Наибольшей антибактериальной активностью среди углеродсодержащих материалов обладает ОГ [87], что объясняется высокой удельной площадью поверхности, которая обеспечивает высокую адсорбционную активность. К тому же наличие дефектной структуры приводит к механическому разрушению бактерий путем прямого взаимодействия (рисунок 19). Вместе с тем, ряд исследований [93-95] свидетельствует о влиянии свободных электронов на бактерии, которые приводят к разрушению. Проведенные исследования находятся в согласии с пионерскими работами в области изучения механизма инактивации бактерий созданием композитов на основе ОГ, ВОГ и чистого графена. Предположительно, основа этого механизм заключается в механическом воздействии дефектной структуры на клеточные мембраны вызывая тем самым их разрушение и гибель. Такое воздействие на бактерии наблюдается в том числе и для других углеродных материалов, таких как УНТ, графит и аморфный углерод. Несмотря на то, что механизм антибактериальной активности ОГ крайне сложен и описанные пути воздействия на мембраны бактерий изучены не в полном объеме, можно с уверенностью сказать, что структурные дефекты, количество слоев и функциональные группы обеспечивают мембранную нагрузку.  Очевидно, что ОГ, полученный из биологически отходных материалов с огромным количеством дефектов и содержанием других углеродных структур, имеет преимущество перед коммерческими аналогами. Сложные композитные полимерные матрицы, содержащие ОГ и ГАП успешно используются в качестве биологических совместимых каркасов, которые могут быть применены как внеклеточный матрикс, обеспечивая механическую поддержку, рост клеток и транспорт питательных веществ. 
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Рисунок 19 – Схематичная диаграмма механизмов антибактериального влияния ОГ (КАВ – кислородно-активные виды)
С другой стороны, использованный в работе лекарственный препарат (АМХ), который имеет благоприятные органолептические свойства, необходим для улучшения переносимости антибактериальной терапии полученной пленки на основе полимерных волокон с добавлением ГАП и ОГ. Для подтверждения наличия АМХ в структуре матрицы на основе полимерных волокон с добавлением ГАП и ОГ были проведены исследования по определению кинетики высвобождения АМХ из полученных пленок, которое наблюдалось в течение 4-недельного периода. Кривые высвобождения лекарственного препарата представлены на рисунке 20.
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a							б
а – полимерные волокна обычного размера; б – полимерные волокна с увеличенным диаметром

Рисунок 20 – Кинетика высвобождения АМХ из полученных пленок при различном содержании: 1 линия – 1 масс.%, 2 линия – 2 масс.%, 3 линия – 3 масс.%, 4 линия – 4 масс.%.

Полученные данные указывают на то, что кинетика высвобождения АМХ из пленок на основе наноразмерных волокон с добавлением ГАП и ОГ составляет около 90 % при концентрации 4 масс.% АМХ (рисунок 20, a). При этом установлено, что наличие ГАП и ОГ практически не влияет на динамику высвобождения лекарственного препарата. Однако, существенная зависимость кинетики высвобождения наблюдается от диаметра полимерных волокон. Очевидно, что это обусловлено не только морфологией поверхности полимерных волокон, но и распределением антибиотика по всей структуре пленки. Экспериментально установлено, что увеличение диаметра волокон от 100 до 300 нм приводит к увеличению высвобождения лекарственного препарата от 25 до 45 мг/мл, соответственно (рисунок 20, б). Показано, что полученные биологически разлагаемые пленки на основе полимерных наноразмерных волокон с добавлением ОГ, ГАП и АМХ не только ингибируют рост патогенных микроорганизмов, но и имеют благоприятный эффект на пролонгированное высвобождению антибиотика, а наличие ГАП способствует образованию твердых костных тканей. Безусловным преимуществом композитных матриц полученных методом электроформования является их высокая степень гомогенности, обусловленная интегрированием активных веществ, и возможность адресной доставки антибиотика в очаг поражения, а также возможность выбора того или иного лекарственного препарата и его оптимальной концентрации в зависимости от характера и тяжести поражения. 
Таким образом, проведенные исследования показали перспективность метода электроформования для создания эффективных и инновационных систем доставки лекарственных препаратов с целью улучшения их терапевтических свойств. При этом создание сложных композитных структур с добавлением ОГ и ГАП не только влияет на усиление антибактериальной активности, но и также способствует регенерации костной ткани. Безусловным преимуществом данного метода является его простота и возможность использования широкого спектра лекарственных препаратов, вместе с тем, контроль диаметра полимерных волокон в процессе синтеза позволяет управлять кинетикой высвобождения лекарственного препарата. 





ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. В результате проведенных работ были исследованы и оптимизированы параметры процесса электроформования наноразмерных волокон. Экспериментальным путем были подобраны оптимальный полимер и растворитель для снижения агломерации формируемых волокон. Определены оптимальные параметры процесса электроформования наноразмерных волокон на основе PCL, позволяющие использовать их в качестве эффективных матриц для адресной доставки лекарственных препаратов с добавлением активных веществ, а именно: время перемешивания – 30 мин; скорость перемешивания – 120 об/мин; растворитель – диметилформамид.
2. Исследованы параметры процесса элетроформования наноструктурированных матриц на основе полимерных волокон с добавлением лекарственных препаратов и биологически активных веществ. Установлено, что при добавлении лекарственного препарата путем механического смешивания оптимальными параметрами процесса элетроформования являются: концентрация раствора – 0,5 масс.% ОГ, 1,48 масс.% ГАП,                       4 масс.% АМХ, 11,03 масс.% PCL, 86,99 масс.% растворителя; скорость шприцевого насоса – 0,02 мл/ч; значение высоковольтного напряжения –           1,5 кВ/см. Экспериментально установлено, что при добавлении лекарственного препарата необходимо дополнительная обработка в ультразвуковой ванне в течение 30 минут (частота 35 кГц) для избежания агломерации частиц, которая препятствует стабильному образованию волокон.
3. Комплексный анализ физико-химических свойств и морфологии поверхности показал, что поверхности полученных наноструктурированных матриц на основе полимерных волокон с добавлением лекарственных препаратов (амоксициллин) и биологически активных веществ (ОГ и ГАП) представлена типичными нитевидными полимерными волокнами с включениями ОГ и ГАП. Средний диаметр полученных волокон составляет     300 нм. Показано, что полученный ГАП имеет чистоту более 97%, а параметры его кристаллической решетки полностью совпадают с биологическим апатитом. Установлено, что ОГ, полученный из биологически отходного материала с углеродсодержащими примесями, такими как аморфный и графеноподобный углерод, имеет морфологию характерную для графен-содержащих материалов, а высокая упорядоченность и ориентированность углеродной структуры с наличием прозрачных краев указывает на малое количество слоев, толщина которых составляет 0,399 нм. 
4. Определено, что полученные матрицы имеют высокую антимикробную активность в отношении штаммов грамположительных и грамотрицательных бактерий (S. aureus и E. Coli). Кроме того, исследуемые матрицы не имеют цитотоксического действия в отношении клеток преостеобласта MC3T3-E1, а наблюдаемое снижение пролиферации клеток связано с высокой загрузкой (350 мг/мл и выше). Исследование кинетики высвобождения АМХ из полученных наноструктурированных матриц на основе полимерных волокон с добавлением ОГ и ГАП показало, что совокупный процент высвобождения из образцов составил 98% от общей массы антибиотика в период 4-х недельного наблюдения. Показано, что полученные биологически разлагаемые пленки на основе ГАП и амоксициллина не только ингибируют рост патогенных микроорганизмов, но и обладают благоприятным эффектом на пролонгированное высвобождение антибиотика, при этом наличие ГАП в структуре матрицы способствует образованию твердых костных тканей.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б

Календарный план работ
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Выписка из протокола
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KAJIEHJIAPHBII TUTAH
1. PTTI na IIXB «HucTuTyT npodaem ropenns» K MOH PK

1.1 Tlo npuopurery: 3. I'eomorms, nob6ba ¥ HepepabOTKa MHHEPAILHOTO H
YTJIEBOAOPOAHOTO CLIPEA. HOBBIE MATEPHAIEL, TEXHOJIOIHH, G€30T1acHbIe H3/IeUs H KOHCTPYKIIHH.

1.2 Ilo mnoanpuopurery:3.8. BHOMeAHUHHCKHE MaTCpHaibl, OHOJIOTHYCCKH aKTHBHBIC
BEIIECTBA, GHOTOrHYECKHE 1 MEAMUMHCKHE NIPEMaparsl, IPHKIALHOC.

1.3 Tlo rteme mnpoexra: HMPH AP09561955 «MureHcuukaims anpecHONn JTOCTAaBKA
JICKAPCTBCHHBIX MPENApaTOB HAHOCTPYKTYPHPOBAHHBIMU OHO-COBMECTHMBIMH MaTpHUAaM#» .

1.4 O6mas cymma npoekrta Ha 2021 roa 7 965 504 (ceMb MHTHOHOB JEBATBCOT LISCTLACCST
TATh ThHICHY NATHCOT ‘{eTblpC) TEHI'€ JUISI BBINTOJIHEHHUS pa60T COIJIaCHO ITYHKTY 2

2. XapaKkTepHCTHKA HAYYHO-TCXHHYECKOI NPOLYKIHH 110 KBATHOHKANHOHHBIM
NPH3HARAM H YKOHOMH'IECKHE NMoKa3aTe/IH

2.1 Hanpasnenue paGoTel: (OPMIPOBAHHE H HCCIIE/I0BAHHE HAHOCTPYKTYPUPOBAHHEIX OHO-
COBMECTHMBIX MATPHI{ /ISt AJ[PECHOI JIOCTABKH JIEKAPCTBEHHBIX IIPENapaToB

2.2 O6nacTe NpUMEHeHHs: MeAUIIHA, GCHOTEXHOIOrUN

2.3 KoHeuHBIi pe3y/bTart:

-3a 2021 ro: NOMyYEHHE HAHOCTPYKTYPHPOBAHHBIX OHOCOBMECTHMBIX MOIMMEPHBIX MATPHLL
€ JICKAPCTBEHHBIM 1IPEIAPATAM METO0M 3EKTPOGOPMOBAHHS 1 MX PH3HKO-XHMHUCCKHE CBOHCTBA,
MOPOIOrHs OBEPXHOCTH, 4 TAKKe KMHETHKA M MHKpOOMOIOrHueckas oleHka 3(QeKTHBHOCTH
BBICBODOK/ICH M JICKAPCTBEHHBIX NIPENapaTos (inviro).

3a Bech NepHO/ BBINONHEHHs NpoekTa OyneT omyOmHKoBaHa, MHGO NPHIHATA WIH TIOJAHA
1 crates B peleH3NPYEMOCHAYIHOE H3ZAHHE [0 HAYYHOMY HALPABICHHIO IPOCKTd, BXOAALLCE B
1 (mepsbiif), 2 (Bropoit) muGo 3 (Tperuit) kBaprins B Gaze Web of Science u (im) umeromee
npouenTiwis mo CiteScore B Gase Scopus me menee 50, a Takke lcrarss uam 0030p B
PELIEH3MPYEMOM HAay4HOM H3jaHHH, pekomenjosanHoM KOKCOH.

2.4 IMareHTOCIIOCOOHOCTD: IATEHTOCIIOCO0CH.

2.5 HayuHo-TexHHuecKHii ypoBeHb (HOBH3HA): Hayunas HOBH3HA IPOEKTa 3aKIIO¥AETCS B
3MEKTPOGOPMOBAHHH MATPHII H3 MHUKPO- M HAHOPA3MEPHBIX OHOPA3/IaraeMbIX H GHOCOBMECTHMBIX
TOJMMEPHEIX BOJOKOH C ONpeJe]eHHEIM CTPOGHHEM M MOBEPXHOCTHOH MOphonorneit u
PABHOMEPHO PACIIPE/IC/ICHHBIMH JIEKAPCTBEHHBIMH [PENApaTaMH, YTO HO3BOJACT KOHTPOJIHPOBATH
CKOPOCTh MX BBICBOOOJKIEHHS H EIEBYIO 30HY JUIs anpecHoii 1octasku. HMemonb3osanne Metona
31eKTPoOPMOBAHHSA  [I03BOIACT [O/YdaTh HOCHTENH Ha OCHOBE MHKPO- M HAHOPA3MEPHBIX
BOJIOKOH C  OMPE/CICHHBIMH  MOP(QOJIOIHYECKHMH M CTPYKTYPHBIMM  XaPAKTEPHCTHKAMH,
MOJXO/UIUIMMH  JUISL  JICKAPCTBEHHBIX  CPEICTE ¢ PAZIHHHBIME  OHOJOIHYECKHMH W (DH3HKO-
XHMHUECKHMH cBoifcTBamMu. Ilpy 9TOM NaHHBEIE METOX IPOCT, yHHBepcaleH H dQMEKTHBEH AT
TIOJIy4CHHST BOJIOKOH ¢ JHAMETPAMH OT CYOMHKPOHIHOTO 10 HAHOMETPOBOTO Pa3MEPOB.

2.6 Mcnonp3osanne HayqHO-TEXHHYECKOH NpPOJIYKIHM OCymlecTBseTca: Venoanutensem u
3aKazuuKom,
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2.7 Bun HCHONB30BaHHS Pe3yJIbTaTa HAYIHON U (MIIH) HAYYHO-TEXHHYECKOH AESTENBHOCTH:

nosyyeHsble  00pasitbl (MaTpulbl) MOryT GbITh MCHOJB30BaHbl B MEIMUMHCKHX LEMAX JUIL
anpecHoll JOCTARKM JIEKAPCTBEHHBIX IPEHApaTOR MOcNe X JOKIMHHYECKHX U KIMHHYECKHUX

uceneoBanuit (invivo).

3. Hanmenosanue pﬂOUl', CPUKH HX PCAJIH3ALHH H PE3YJIbTATbL

Iugp Haumenopanue pa6or no CpOK BBINOJ-HEHHS O)KHIaeMBIii pe3yabTaT
3anaHusL TOB 19}
A JloroBopy H OCHOBHEIE ITAII saians | owoie
, oTama €T0 BBIIOMHEHHA
HaHHe
2021 roa
1 HUcenenoranue napamMeTpoB | Maii moHe | BymyT MCCIenoBaHEI  mapameTpel,

nporecca snekTpodopmosanus | 2021 . | 2021 .
MHKpPO- H HAHOPa3MePHEIX BOJIO-
KOH, ONITHMH3AIlHsI IPOLecca

BJIMSIOIME Ha 371eKTpodopMoBaHue
MHKPO- ¥  HAHOPAa3MEPHBIX BOJIO-
KOH, ONTHMH3HPOBAHA 3aBHCHMOCTS
PasMEpPOB BOJIOKOH OT MapaMeTpoB

npouecca

2 OnektpoopmoBaHHEe OHONOrH-|  Mail HIOHDB
9ECKM PacTBOPMMBIX Matpui Ha| 2021r. | 2021 r.
OCHOBE IOJIMMEPHBIX BOJOKOH H

JIeKapCTBEHHBIX Tpenaparos
NPHAX MEXAHHYECKOM CMELiIH-
BaHHH

|

| Metozom 2MeKTPODOpPMOBAHHs
OymyT moayueHbl GHOMOTHYECKH
PAacTBOPHMEBIE MATPHIIBI HA OCHOBE
TIOJIMMEPHBIX  BOJIOKOH ¥ JieKap-
CTBEHHBIX ~NPENApaTOB [OPH  HX
MEXaHHYCCKOM CMEIUHBAHHH

3 Hccnenopanue GU3MKO-XMMHYe- | HIONL | CEHTSOPb
CKHX CBOMcTB ¥ Mopdomnorun | 2021r. | 2021T.
NOBEPXHOCTH  OHONOTHYECKH
PAaCTBOPHMBIX ~ MaTpull  Ha
OCHOBE TOIHMEPHBIX BOJIOKOH H
JIEKAPCTBEHHBIX  MPENaparoB,
MOTYYEHHBIX METONOM MEXaHH-
MECKOTO CMENHBANHA BEMECTD ¢
MOCTENYIOUHM  3MEKTPOGopMO-
BaHHEM

Meronamu COM, POA, TTA u
bO5T-anammsom Gyayr wuccnenosa-
HEI (PH3HKO-XHMHYECKHE CBOHCTBA H |
MOp(oNorHs  NOBEPXHOCTH  GHO-
JIOTHYECKH PACTBOPHMBIX MATPHIL |
TOMYYEeHHBIX TIPH  MeXaHHYECKOM
CMelMBaHuH  OuomonuMmepa W
JIEKAPCTBEHHOTO  Mpemapara ¢

MOCIEAYIOIHM  IeKTPohopMoBa-
HHEM

4 Hccnenopanne  KMHETHKH M |CeHTSOps| o 1

MHKpoOHONOrHuecKkas  omenxa | 2021 r. | moabpa
a¢eKTHBHOCTH  BEICBOGOMKIE- 2021 r.
HHSA JISKApCTBEHHBIX [IPENapaToB
MONYYEHHBIMH  OHOJIOrHYECKH
PacTBOPUMBIMH MaTpHIaMu
(invitro) |

byner wusyueHa KMHETHKAa BBIC-
BOGOIKICHILA JICKAPCTBCHHBIX MPCTia-
patoB paspabOTaHHBIMH OHOJIOTH-
YEeCKH PaCTBOPHMBIMH MAaTpHIIAMH 1
[POAHATH3HPOBAHO BIIUSHHE
ocobeHHOCTEeH  HX CTP)/KT)’PI,I Ha
XapaKTep BBICBOOOMNIECHHS JIeKap-
CTBEHHOrO  mnpenapara.  DBymer
onyOIMKoBaHa, MO0 MPUHATA WU
nozana 1 CTaTes B peleH3HpyeMoe
HAy4HOe H3JAHHe IO  HAyYIHOMY
HAIIPABIICHIIO [IPOEKTa, BXOLIEE B
1 (uepseiit). 2 (Bropoi) auGo 3
(rperuii) kBapruis B Gaze Web of
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YTBEPKJIAIO
T'eHepasIbHBIA 1MPEKTOP

0 x HeTuTy T npobaem

A\ T.A. Kererenos

BBITINCKA 5 u3 npot
3acenannst Hayuno-Texnnueckoro Coreta
ot 1 okta6ps 2021 roga

NPUCYTCTBOBAJIU:

uneHbl Hayuno-texunuueckoro Cosera (0 SBOYHOMY IMCTY): TeHepaTbHBIH AHPEKTOP.
A-p  xum.Hayk. mpo¢. Kererenos T.A.. COBETHHK TIeHEpalbHOIO AUPEKTOPA-HAYUHbIIT
PYKOBOAHTEb, A-p XHM.HayK, mpod. Mancypos 3.A.. 3aM. IeH. JMPEKTOpa MO HayKe.
kannxum.Hayk  TanmpGeprenosa C.K.: 3am. reH. JUpeKTOpa MO  MEKIYHAPOIHOMY
COTPYJAHMYECTBY U o0umM BompocaM. Kaumtop. Hayk Ceutoe T.B.: yuemmbiii cexperaps
KaHz1.xuM.HayK Keuibibaesa H.K.; 3aB. 1a6.. 1-p xum. nayk Ourapbaes E.K.. 3as. 1a0., 1-p xuw.
nayk [puxompko H.I'., 1-p Texn. Hayk Meccepae B.E.: 3aB. 126, PhD Jlockanos E.O.: 3as. 1a6..
kaui. xuMm. Hayk Eprasmesa I'.E.. 3aB. 1al.. xaun. xum.nayk @omenxo C.M.; 3as. 1af..
KaHx.xuM.Hayk Edpemos B.JL: 3aB. mab. PhD Cwmarynosa I'.T.: 3aB. n1a6. PhD Cyaranos @.P.:
anpekrop LIKUT Canaxos P.X.: mpescenarens MOTOIBIX yUeHBIX COBeTOB Batkan A.: T1. Gyxr.
Kanesckas K. M. n corpynunkn UuCTHTYTA (1-p XUM.Hayk AGaynkapumosa P.I'.; PhD [lasienko
B.B.: PhD MsunreikGaesa JL.K.: PhD Atamanos M.K.).

Beero 21 genosek.

Ipeacenarens 3acenanus — 1-p XuMm. Hayk, npod. Kererenos T.A.
CekpeTapsp 3acenaHus — Kau/1.XuM. Hayk JKblibiGaesa H.K.

ITOBECTKA IHS

1. 3acaymuBanue 3aK/IIOUHTEIBHBIX 0T4eTOB 110 ['D co cpokoM peatusaiuu 12 Mecsues.

CJYIIAJIU:
Joxnan mayysoro pykosoautess npoekta PhD. accou. npod., B.u.c.. Cyntanosa @ .P. o
TeMe «MnTeHcndukarst aJIpecHol JOCTAaBKH JIeKapCTBEHHBIX IpernapaTos

HAHOCTPYKTYPHUPOBAHHBIMH OHO-COBMECTHMBIME MATPHIIAMHE »

[Tocne BrICTyIICHNS OBLIM 331aHBI BOIPOCHI.

1. 3ap. 1a6.. kana. XuM. Hayk Eprasuesa [.E.: C uem cBs3aHO pe3koe CHH/KeHHe
BBUKHBAEMOCTH KIETOK npu BosaeHcTeun AT OI' n koMnosuTa Ha UX OCHOBE MPH yBEIHUEHIH
UX KOHLEHTpauuu?

OtseT: DTO cBA3aHO ¢ M3MeHeHMeM pH cpexbr mpu noGasnenun [All koTopoe B CBOIO
0Yepe/b MPUBOJUT K PE3KOMY CHIKEHHIO MPOTH(Epani KICTOK.

2. zaB. nab.. a-p xmM. Hayk OwurapGaes E.K.: Kakum o6pasom Ol npossiser
aHTHOAKTepHATLHEIE CBOICTBA?




image30.jpeg
OtBer: DTO OOBACHSETCS BBICOKOH yIenpHOH miomansio nosepxuoctu Ol koTopas
ofecrieunBaeT BBICOKYKO aJICOPOIHOHHYI0 aKTHBHOCTB. K TOMy ke Hanmwuue JIed)eKTHOI
CTPYKTYpPBI IPHBOJNT K MEXAHHUECKOMY PA3pYyLICHHIO KJICTOYHBIX MeMOPaH BbI3bIBAs TEM CaMbIM
HX paspylieHHe i rudeb.

3. 3aB. ma6, PhD Jlocxkamos E.O.: Kakme mpemmyimecTBa B NpPHUMEHEHHH IOIHMEPHbIX
KapkacoB B OHoMennunte?

Otset: IlpuMeHeHHe MOAMMEPHBIX KapKacoB ¢ 100aBIeHHEM Pa3IH4HOI0 POIa MATEePHAI0B
Takux Kak rpaden, OI'. YHT. a takke GHOJIOrHYecKH COBMECTHMBIX MATEPHAIOB. MPEICTABISICT
co0oif OrpoMHBIH MHTEpPec B TKAHEBOH HHKCHEPHH. DTH KOMMO3UTHBIC KapKachl MOIYT OblTh
UCHOIb30BaHbl B KAYeCTBE BHEKJICTOUHOIO MATPHKCA. 00ECHeYHBas HE TOIBKO MEXAHHYECKYIO
TOUIEPKKY KJIETOK. HO M 00pa3oBBIBATH C MATEPHATOM MaTpHKCA MEKKICTOUHbBIC KOHTAKTHI U
CBA3H, >((EKTHBHO BUsAs Ha MHIPALHIO KaK [HTATEIbHBIX BEIICCTB, TAK M OTASIBHBIX
KOMIIOHEHTOB.

MOCTAHOBWJIN:

1. VYTBepauth 3aKIOYMTENbHBI oTueT 3a 2021 ron CynranoBa @®.P. no teme
«MrTeHcnpuKanns anpecHON TOCTABKH JIEKAPCTBEHHBIX MPENApaTtoB HAHOCTPYKTYPHPOBAHHBINI
OHO-COBMECTHMBIMH MaTPHLAMH .

2L
IMpexncenarens HTC i S T.A. Kererenos

V4eHbIii cekpeTapb H.K.Kp11e16aesa
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