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Ñîçäàíèå íà îñíîâå íàíîãèäðîêñèàïàòèòà (ÃÀÏ)
îïòèìàëüíîé íàíîòåõíîëîãèè ëåêàðñòâåííûõ è òðàíñ-
ïîðòíûõ ôîðì, â òîì ÷èñëå è íîâîãî ïîêîëåíèÿ ãèá-
ðèäíûõ îðãàíî-ìèíåðàëüíûõ ìàòåðèàëîâ, ïðèçâàííûõ
ðåøàòü ïðîáëåìû ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíèÿ êîñòíûõ
çàáîëåâàíèé, îñòåîïîðîçà è îáùåãî êàëüöèåâîãî äå-
ôèöèòà (áîëåçíÿìè, ñâÿçàííûìè ñ íåäîñòàòêîì ýòîãî
ýëåìåíòà, åæåãîäíî ñòðàäàåò îêîëî 1 ìëí ÷åëîâåê
[1]), òðåáóåò èíôîðìàöèè î ìåõàíèçìàõ è çàêîíîìåð-
íîñòÿõ ïðîöåññîâ, ïðîòåêàþùèõ â ÷åëîâå÷åñêîì
îðãàíèçìå ñ ó÷àñòèåì ÃÀÏ [2]. Ïîýòîìó èññëåäîâà-
íèå îñîáåííîñòåé âçàèìîäåéñòâèÿ íàíî÷àñòèö ãèäðî-
êñèàïàòèòà ñ áèîìàêðîìîëåêóëàìè, â ÷àñòíîñòè áåë-
êàìè, ïðèîáðåòàåò â íàñòîÿùåå âðåìÿ îñîáóþ àêòó-
àëüíîñòü.

Âëèÿíèþ àëüáóìèíà (îäíîãî èç âàæíåéøèõ äëÿ ôóí-
êöèîíèðîâàíèÿ ÷åëîâå÷åñêîãî îðãàíèçìà áåëêîâ) íà çà-
ðîæäåíèå è ðîñò ÃÀÏ èëè åãî ïðåäøåñòâåííèêîâ (îêòà-
êàëüöèé ôîñôàòà, òðèêàëüöèéôîñôàòà) ïîñâÿùåíî ìíîãî
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé, â òîì ÷èñëå è îðèåí-
òèðîâàííûõ íà âûÿñíåíèå ìåõàíèçìà ôèçèîëîãè÷åñêîé
ìèíåðàëèçàöèè êîñòíîé òêàíè [3, 4]. Â ðàáîòàõ [5, 6]
àëüáóìèí ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê áåëêîâàÿ ìàêðîìîëåêóëà,
ñïîñîáñòâóþùàÿ îáðàçîâàíèþ ÃÀÏ íà êîëëàãåíå. Àâòî-
ðû ïîëàãàþò, ÷òî îí ìîæåò äåéñòâîâàòü êàê ñïåöèôè-
÷åñêèé èíãèáèòîð ðîñòà, êîãäà íàõîäèòñÿ â ðàñòâîðå, è
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Ìåòîäàìè ðàäèîíóêëèäíî-ìèêðîñêîïè÷åñêîé äèàãíîñòèêè âûÿâëåí ìíîãîñòóïåí÷àòûé õà-
ðàêòåð èçîòåðìû àäñîðáöèè ñûâîðîòî÷íîãî (÷åëîâå÷åñêîãî è áû÷üåãî) àëüáóìèíà íà íàíî÷à-
ñòèöàõ ãèäðîêñèàïàòèòà â âîäíîì ðàñòâîðå. Òàêîé âèä èçîòåðì îòðàæàåò ñëåäóþùèå ôèçèêî-
õèìè÷åñêèå ïðîöåññû: 1) îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ ìàêðîìîëåêóë áåëêà ñ íàíî÷àñòèöàìè
ãèäðîêñèàïàòèòà; 2) èõ ïîñëåäóþùóþ àãðåãàöèþ êàê â æèäêîé, òàê è â òâåðäîé ôàçå. Äàííûå
ðåíòãåíîôàçîâîãî àíàëèçà è äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ ïîäòâåðæäàþò ñäåëàííûå ïðåä-
ïîëîæåíèÿ. Ïðè ñèíòåçå ãèäðîêñèàïàòèòà â ðàñòâîðå àëüáóìèíà îáðàçîâàíèå ïîäîáíûõ êîì-
ïëåêñîâ ñîïðîâîæäàåòñÿ ìîðôîëîãè÷åñêèìè è ñòðóêòóðíûìè èçìåíåíèÿìè ñàìîãî ãèäðî-
êñèàïàòèòà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àëüáóìèí, ãèäðîêñèàïàòèò, ðàäèîíóêëèäíî-ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ
äèàãíîñòèêà, ñîðáöèÿ.

êàê íóêëåàöèîííàÿ ìàòðèöà ïðè àäñîðáöèè íà òâåðäîì
ñóáñòðàòå.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû – èññëåäîâàòü îñîáåííîñ-
òè âçàèìîäåéñòâèÿ ìàêðîìîëåêóë àëüáóìèíà (â ïðî-
öåññå ñîðáöèè áåëêà èç âîäíûõ ðàñòâîðîâ) ñ èíäèâè-
äóàëüíûìè íàíîêðèñòàëëàìè ÃÀÏ, èõ àãðåãàòàìè è
èåðàðõè÷åñêèìè òåêñòóðàìè, à òàêæå âëèÿíèå àëüáó-
ìèíà íà ñòðóêòóðó è ìîðôîëîãèþ ñàìîãî ãèäðîêñèà-
ïàòèòà â ïðîöåññå åãî ñèíòåçà. Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ
èññëåäîâàíèÿ âûáðàíû ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ÷åëî-
âåêà (ÑÀ×) êàê âàæíåéøèõ áåëîê ÷åëîâå÷åñêîãî
îðãàíèçìà è áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (ÁÑÀ)
êàê àíàëîã ÑÀ×, èñïîëüçóåìûé âî ìíîãèõ ïðåïàðàòàõ
ìåäèöèíñêîãî íàçíà÷åíèÿ. Â ðàáîòå áûëà ïîñòàâëåíà
çàäà÷à âûÿâèòü ñõîäñòâî è ðàçëè÷èå â ïîâåäåíèè
ÑÀ× è ÁÑÀ ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ ÃÀÏ, à òàêæå âîç-
ìîæíîñòü îáðàçîâàíèÿ îðãàíî-ìèíåðàëüíûõ êîìïëåê-
ñîâ ÃÀÏ–áåëîê êàê îñíîâû äëÿ ñîçäàíèÿ ãèáðèäíûõ
ìàòåðèàëîâ äëÿ ìåäèöèíû. Â êà÷åñòâå îñíîâíîãî ìå-
òîäà èññëåäîâàíèÿ áûë âûáðàí ìåòîä ðàäèîíóêëèä-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêîé äèàãíîñòèêè [7], êîòîðûé ïîçâî-
ëÿåò ïîëó÷àòü îáøèðíóþ èíôîðìàöèþ î êèíåòè÷åñêèõ
è ñòðóêòóðíî-ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðàõ âçàèìî-
äåéñòâèÿ îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ, äîïîëíåííîãî ðåíò-
ãåíîôàçîâûì àíàëèçîì (ÐÔÀ) è ìåòîäîì äèíàìè÷åñ-
êîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ.
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Ìåòîäèêà ýêñïåðèìåíòà
Â êà÷åñòâå ñîðáåíòîâ â ðàáîòå âûñòóïàëè: âîäíàÿ

ñóñïåíçèÿ íàíîêðèñòàëëîâ ÃÀÏ (5,5%), ïîëó÷åííàÿ ïî
ìåòîäèêå [8], è èçãîòîâëåííûé èç íåå ïîðîøîê ñ ðàç-
ìåðàìè ÷àñòèö 45–63 ìêì è óäåëüíîé ñâîáîäíîé ïî-
âåðõíîñòüþ, ðàâíîé 62 ì2/ã. Ñîðáåíòû õàðàêòåðèçîâà-
ëè ìåòîäàìè ÐÔÀ, ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè è ìåòî-
äîì ïîðîìåòðèè ÁÝÒ («Quantachrom Nova», ÑØÀ).

Ìåòîäèêà èññëåäîâàíèÿ ñîðáöèîííûõ ïðîöåññîâ ñ
ïðèìåíåíèåì ìå÷åííûõ òðèòèåì ïðåïàðàòîâ îïèñàíà
â ðàáîòàõ [7, 9]. Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (295±2 Ê).

Ââåäåíèå ðàäèîàêòèâíîé ìåòêè â àëüáóìèí îñóùå-
ñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà òåðìè÷åñêîé àêòèâàöèè
òðèòèÿ â âàðèàíòå, îïèñàííîì â ðàáîòå [10]. Ìå÷åíûé
ïðåïàðàò ïîäâåðãëè î÷èñòêå îò ëàáèëüíîé ìåòêè è ïî-
áî÷íûõ ïðîäóêòîâ ñ ïîìîùüþ äèàëèçà ÷åðåç ìåìá-
ðàíû MWCO 14 êÄà â ñîëÿíîì ôîñôàòíîì áóôåðå
(ðÍ 7,2), à òàêæå ìåòîäîì ýêñêëþçèîííîé õðîìàòî-
ãðàôèè íà êîëîíêå 1,2×35 ñì Sephadex 75F. Êîíöåíò-
ðàöèþ áåëêà â ðàñòâîðå îïðåäåëÿëè ïî ñïåêòðàì ïî-
ãëîùåíèÿ â äèàïàçîíå 240–290 íì (ñïåêòðîôîòîìåòð
«Shimadzu», ßïîíèÿ). Óäåëüíàÿ ðàäèîàêòèâíîñòü ïî-
ëó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ [3Í]–ÁÑÀ è [3Í]–ÑÀ× ñîñòàâè-
ëà 0,26 ÒÁê/ììîëü.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êèíåòèêè ñîðáöèè è êîëè÷åñòâà
ñîðáèðîâàííîãî àëüáóìèíà ê ðàñòâîðó ìå÷åíûõ ìàê-
ðîìîëåêóë â ñîëÿíîì ôîñôàòíîì áóôåðå (ðÍ 7,2) äî-
áàâëÿëè íàâåñêó ÃÀÏ, ñèñòåìó âûäåðæèâàëè ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå (295±2 Ê) è ïîñòîÿííîì ïåðåìå-
øèâàíèè ñ ïîìîùüþ âîðòåêñà «Reaxtop»
(«Heidolph», Ãåðìàíèÿ) â òå÷åíèå âðåìåíè, íåîáõîäè-
ìîãî äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ñòàöèîíàðíîãî ðåæèìà. Ïîñëå
ýòîãî ïðîâîäèëè ðàçäåëåíèå ôàç ñ ïîìîùüþ öåíòðè-
ôóãèðîâàíèÿ (3000g) è îòáèðàëè ïðîáû èç ïðîçðà÷íîé
æèäêîé ôàçû äëÿ èçìåðåíèÿ ðàäèîàêòèâíîñòè, êîòî-
ðîå ïðîâîäèëè íà æèäêîñòíîì ñöèíòèëëÿöèîííîì
ñïåêòðîìåòðå «RackBeta 1215» (Ôèíëÿíäèÿ).

Òàê êàê ïðè ïðîâåäåíèè ñîðáöèîííûõ ýêñïåðèìåí-
òîâ ðàñòâîð ìå÷åíîãî áåëêà ðàçáàâëÿëè íîñèòåëåì,
òî äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ èäåíòè÷íîñòè ñîðáöèîííûõ
ñâîéñòâ èñõîäíûõ è ìå÷åííûõ òðèòèåì ìîëåêóë àëü-
áóìèíà áûëî ïðîâåäåíî íåñêîëüêî ýêñïåðèìåíòîâ, â
êîòîðûõ êîíöåíòðàöèþ áåëêà â ðàñòâîðå îïðåäåëÿëè
ïî ñïåêòðàì ïîãëîùåíèÿ. Â ðåçóëüòàòå áûëè ïîëó÷å-
íû îäèíàêîâûå ðåçóëüòàòû. Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî íà ðåçóëüòàòû îïûòîâ íå âëèÿåò èçìåíåíèå
óäåëüíîé ðàäèîàêòèâíîñòè èñïîëüçóåìûõ ðàñòâîðîâ è

ñîîòíîøåíèÿ «êîëè÷åñòâî ñîðáåíòà/îáúåì ðàñòâîðà
áåëêà».

Ñèíòåç ÃÀÏ â ðàñòâîðå ÁÑÀ ðàçëè÷íîé êîíöåíòðà-
öèè (5 ã/ë (0,5%) è 40 ã/ë (4%)) îñóùåñòâëÿëè ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ìåäëåííîì äîáàâëåíèè
H3PO4 â èíòåíñèâíî ïåðåìåøèâàåìóþ ñìåñü ñóñïåí-
çèè Ñà(ÎÍ)2 ñ ðàñòâîðîì àëüáóìèíà (ëîïàñòíàÿ ìå-
øàëêà, 4000 îá/ ìèí) ñ ðÍ-ìåòðè÷åñêèì êîíòðîëåì
(â íà÷àëå ñèíòåçà ðÍ 12, â êîíöå – ðÍ 7).

Èñõîäíûå îáðàçöû ÃÀÏ è êîìïîçèöèè ñ àëüáó-
ìèíàìè, ïîëó÷åííûå ïðè ñèíòåçå è â àäñîðáöèîí-
íûõ ýêñïåðèìåíòàõ, èññëåäîâàëè ìåòîäàìè ÐÔÀ
(ÄÐÎÍ-3).

Ðàçìåð àãðåãàòîâ ìàêðîìîëåêóë â æèäêîé ôàçå
êîíòðîëèðîâàëè ìåòîäîì äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿ-
íèÿ íà ïðèáîðå «Malvern Nanosither» (ÑØÀ).

Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ÷àñòèö òâåðäîé ôàçû
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ñêàíèðóþùåé
(«CamScan», ßïîíèÿ) è òðàíñìèññèîííîé («Jeol»,
ßïîíèÿ) ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.

Ñîðáöèîííûå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè â (2–3)-
êðàòíîé ïîâòîðíîñòè äëÿ ïðîâåðêè âîñïðîèçâîäèìîñòè
ðåçóëüòàòîâ. Òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ âåëè÷èíû ñîðáöèè
ñîñòàâëÿëà 10–20 %.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Äàííûå ïî êèíåòèêå ñîðáöèè ÑÀ× áûëè ïîëó÷åíû

äëÿ ïîðîøêà ÃÀÏ. Îêàçàëîñü, ÷òî âðåìÿ äîñòèæåíèÿ
ñòàöèîíàðíîãî ñîñòîÿíèÿ âîçðàñòàëî ñ 60 äî 270 ìèí
ñ óâåëè÷åíèåì íà÷àëüíîé êîíöåíòðàöèè áåëêà â ðà-
ñòâîðå îò 6 äî 50 ã/ë (ðèñ. 1). Äàëüíåéøåå óâåëè÷å-
íèå âðåìåíè ýêñïåðèìåíòà äî 3 ñóò íå ïðèâîäèëî ê
ñóùåñòâåííîìó èçìåíåíèþ ñòàöèîíàðíîé êîíöåíòðàöèè
áåëêà. Êèíåòèêà ñîðáöèè ÁÑÀ íà ÃÀÏ îïèñûâàåòñÿ

Ðèñ. 1. Êèíåòèêà ñîðáöèè àëüáóìèíà íà ÃÀÏ ïðè ðàçëè÷-
íîé íà÷àëüíîé êîíöåíòðàöèè áåëêà (ã/ë): 1 – 6, 2 – 50
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àíàëîãè÷íûìè êðèâûìè. Â äàëüíåéøåì ñîðáöèþ ÑÀ×
è ÁÑÀ íà ÃÀÏ ïðîâîäèëè íà ïðîòÿæåíèè 24 ÷.

Èçîòåðìû àäñîðáöèè ÑÀ× è ÁÑÀ â äèàïàçîíå ðàâ-
íîâåñíûõ êîíöåíòðàöèé íàñûùàþùåãî ðàñòâîðà îò 0,2
äî 84 ã/ë ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Èçîòåðìû èìåþò
ñëîæíûé âèä è ñîäåðæàò â ðàññìîòðåííîì äèàïàçîíå
êîíöåíòðàöèé äâà ïëàòî. Ïåðâîå ïëàòî äîñòèãàëîñü â
äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 10–20 ã/ë. Âåëè÷èíà àäñîðá-
öèè ÑÀ× è ÁÑÀ â îáëàñòè ýòîãî ïëàòî ñîñòàâëÿëà
0,5±0,1 ã íà 1 ã ÃÀÏ  èëè 8±1 ìã/ì2, ÷òî ñîîòâåò-
ñòâóåò ìîíîñëîéíîìó ïîêðûòèþ ÃÀÏ ìîëåêóëàìè
íàòèâíîãî áåëêà. Ïðè áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèè
áåëêà àäñîðáöèÿ íà÷èíàëà ñíîâà ðàñòè, ïîêà íå äîñ-
òèãàëà ñëåäóþùåãî ïëàòî. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî
îíî ðàñïîëîæåíî â îáëàñòè çíà÷åíèé ðàâíîâåñíûõ
êîíöåíòðàöèé, ñîîòâåòñòâóþùèõ ôèçèîëîãè÷åñêîé êîí-
öåíòðàöèè àëüáóìèíà â êðîâè. Ïðè ýòîì äîñòèãàëàñü
âåëè÷èíà ñâÿçûâàíèÿ 1 ã ÑÀ×  è 1,6 ã ÁÑÀ íà 1 ã
ÃÀÏ (ïðåäåëüíàÿ àäñîðáöèÿ 16±3 è 26±4 ìã/ì2 ñîîò-
âåòñòâåííî). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò èëè î ïîëèñëîéíîì
ïîêðûòèè ÷àñòè÷åê ÃÀÏ áåëêîì, èëè îá óâåëè÷åíèè
äîñòóïíîé ïîâåðõíîñòè ñîðáåíòà (âñëåäñòâèå âçàèìî-
äåéñòâèÿ åãî ñ ìîëåêóëàìè áåëêà). Äëÿ ÑÀ× áûëî
îáíàðóæåíî äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå ñâÿçûâàíèÿ ñ
ÃÀÏ ïðè ðàâíîâåñíîé êîíöåíòðàöèè áåëêà â ðàñòâîðå

âûøå 50 ã/ë. Îäíàêî âîñïðîèçâîäèìîñòü ðåçóëüòàòîâ
çíà÷èòåëüíî óõóäøàëàñü. Âåðîÿòíî, â îáëàñòè ýòèõ
êîíöåíòðàöèé ïðîèñõîäÿò ïðîöåññû, ïðèâîäÿùèå ê ñó-
ùåñòâåííîé òåêñòóðíîé ïåðåñòðîéêå ÷àñòè÷åê ÃÀÏ è
îáðàçîâàíèþ ìèíåðàëüíî-áåëêîâîãî êîìïëåêñà ñëîæ-
íîãî ñòðîåíèÿ. Èíòåðåñíî, ÷òî äëÿ ÁÑÀ ïëàòî íà èçî-
òåðìå àäñîðáöèè íàáëþäàëîñü âïëîòü äî ðàâíîâåñíîé
êîíöåíòðàöèè (84 ã/ë). Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ ïðåäåëü-
íîé àäñîðáöèè áîëåå ÷åì íà ïîðÿäîê ïðåâûøàþò âå-
ëè÷èíó ïðåäåëüíîé àäñîðáöèè àëüáóìèíîâûõ ìàêðî-
ìîëåêóë íà êðóïíîêðèñòàëëè÷åñêîì ÃÀÏ, èñïîëüçóå-
ìîì â õðîìàòîãðàôèè [11].

Áûëè ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû ïî äåñîðáöèè áåë-
êà â ñîëÿíîì ôîñôàòíîì áóôåðå, êîòîðûå ïîêàçàëè,
÷òî â äàííûõ óñëîâèÿõ ñîðáöèÿ ÑÀ× (ÁÑÀ) íà ÃÀÏ
ïðîèñõîäèò ïðàêòè÷åñêè íåîáðàòèìî. Ýòî îçíà÷àåò,
÷òî àëüáóìèí îáðàçóåò ïðî÷íîñâÿçàííûé õåìîñîðáè-
ðîâàííûé ñëîé íà ïîâåðõíîñòè ñîðáåíòà. Êðîìå òîãî,
áûëî îáíàðóæåíî ÿâëåíèå àäñîðáöèîííîé èíàêòèâà-
öèè, ïðè êîòîðîì àëüáóìèí ïîñëå êîíòàêòà ñ ÃÀÏ
ìåíÿë ñâîè ñâîéñòâà è íå ó÷àñòâîâàë â äàëüíåéøåé
ñîðáöèè ïðè äîáàâëåíèè íîâîé ïîðöèè ñîðáåíòà.

Áîëüøèå âåëè÷èíû àäñîðáöèè ÑÀ× è ÁÑÀ íà
ÃÀÏ, à òàêæå èçìåíåíèå ñâîéñòâ èõ ðàñòâîðîâ ïîñëå
êîíòàêòà ñ ñîðáåíòîì ñâèäåòåëüñòâóþò î ñïåöèôè÷åñ-
êîì âçàèìîäåéñòâèè ìàêðîìîëåêóë áåëêà ñ íàíîêðèñ-
òàëëàìè ÃÀÏ. Ïðåæäå âñåãî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ïðè àäñîðáöèè àëüáóìèíà íà ÃÀÏ ïðîèñõîäèò
÷àñòè÷íàÿ èëè ïîëíàÿ äåíàòóðàöèÿ áåëêà. Êðîìå
òîãî, âîçìîæíî îáðàçîâàíèå â ðàñòâîðå ÷àñòèö, ñî-
ñòîÿùèõ èç êîìïëåêñîâ àëüáóìèíà ñ ÃÀÏ è/èëè ñ èç-
áûòî÷íûìè èîíàìè Ñà2+, ïðèñóòñòâóþùèìè â æèäêîé
ôàçå çà ñ÷åò ïîâûøåííîé ðàñòâîðèìîñòè íàíîãèäðîê-
ñèàïàòèòà. Åñëè òàêèå ÷àñòèöû èìåþò íåáîëüøîé
ðàçìåð, òî îíè ìîãóò îñòàâàòüñÿ â ðàñòâîðå è ïîñëå
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýòîãî ïðåäïî-
ëîæåíèÿ áûë ïðîâåäåí àíàëèç ðàçìåðà ÷àñòèö, íàõî-
äÿùèõñÿ â ðàñòâîðàõ àëüáóìèíà (ÁÑÀ) äî è ïîñëå
ïðîâåäåíèÿ ñîðáöèîííîãî ýêñïåðèìåíòà, ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ. Îêàçàëîñü,
÷òî â èñõîäíîì ðàñòâîðå îáíàðóæåíû ïðåèìóùåñòâåí-
íî ÷àñòèöû ðàçìåðîì îêîëî 6 íì (ìîíîìåðíûå áåë-
êîâûå ìàêðîìîëåêóëû) è èõ àãðåãàòû ðàçìåðîì ïî-
ðÿäêà 100 íì. Ïî îêîí÷àíèè ñîðáöèîííîãî ïðîöåññà â
ðàñòâîðå ñòàëè ïðåîáëàäàòü àãðåãàòû ðàçìåðîì ïî-
ðÿäêà 300 íì (ðèñ. 3), äîëÿ ÷àñòèö ðàçìåðîì 6 íì
ñóùåñòâåííî óìåíüøèëàñü, è ïîÿâèëèñü ÷àñòèöû ðàç-
ìåðîì 3–4 ìêì.

Ðèñ. 2. Èçîòåðìà àäñîðáöèè àëüáóìèíîâ (à – ÑÀ×, á – ÁÑÀ):
1 – íà ïîðîøêå ÃÀÏ (ÁÑÀ), 2 – íà ñóñïåíçèè ÃÀÏ (ÁÑÀ)
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Ðèñ. 3. Ðàçìåðû áåëêîâûõ ÷àñòèö â ðàñòâîðå àëüáóìèíà (5 ã/ë) ïî äàííûì äèíàìè÷åñêîãî ñâåòî-
ðàññåÿíèÿ: à – â èñõîäíîì ðàñòâîðå; á – â ñòàöèîíàðíîì ðàñòâîðå ïîñëå ñîðáöèè

Ðèñ. 4. Ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ àãðåãàòîâ àëüáóìèíîâûõ êîìïëåêñîâ ðàçëè÷íûõ èåðàðõè÷åñêèõ
óðîâíåé (à, á) è èõ èíòåãðàëüíûå ôóíêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ðàçìåðàì (â):  1 – ïåðâè÷íûå àãðåãàòû

êîìïëåêñîâ ÃÀÏ-àëüáóìèí; 2 – âòîðè÷íûå ôëîêóëÿðíûå àãðåãàòû

á

â

                                                 à
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Ðèñ. 5. Íàíî÷àñòèöû ÷èñòîãî ÃÀÏ (à) è ñèíòåçèðîâàííîãî â 4%-ì ðàñòâîðå ÁÑÀ (á) (äàííûå
ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè) è èõ ôóíêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ ïî äëèíå l (â) è
øèðèíå h (ã): 1 – ñèíòåç ÃÀÏ â 4%-ì ðàñòâîðå ÁÑÀ; 2 – ñîðáöèÿ ÁÑÀ íà ÃÀÏ; 3 –  ÷èñòûé

ãèäðîêñèàïàòèò; 4 – ÷àñòèöû ãèäðîêñèàïàòèòà, îáíàðóæåííûå â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà

                                                 à

Ïîäîáíûå àãðåãàòû îáíàðóæåíû è ïðè ìîðôîëîãè-
÷åñêîì àíàëèçå ñ ïîìîùüþ ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêò-
ðîííîé ìèêðîñêîïèè (ðèñ. 4, à, á). Âûÿâëåíî êàê ìè-
íèìóì òðè óðîâíÿ èåðàðõè÷åñêîé îðãàíèçàöèè àãðåãà-
òîâ áåëêîâûõ ìîëåêóë. Â åå îñíîâå ëåæàò ÷àñòèöû,
îáðàçîâàííûå êîìïëåêñàìè ÃÀÏ ñ àëüáóìèíîì, ñðåä-
íèé ðàçìåð êîòîðûõ äëÿ ñóõèõ îáðàçöîâ ñîñòàâëÿåò
~130 íì, â ðàñòâîðå îíè ñîîòâåòñòâóþò ôðàêöèè 200–
300 íì. Äàëåå îíè ñîáèðàþòñÿ â ïðîäîëãîâàòûå ôëî-
êóëû ñ ðàçìåðîì ïîðÿäêà 0,5–0,7 ìêì, êîòîðûå âïîñ-
ëåäñòâèè ñïîñîáíû ñêëàäûâàòüñÿ â áîëåå ñëîæíûå
ñòðóêòóðû äåíäðèòíîãî òèïà. Ðàñïðåäåëåíèå òàêèõ
÷àñòèö ïî ðàçìåðàì ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 4, â.

Â ñëó÷àå ñèíòåçà ÃÀÏ â ðàñòâîðå ÁÑÀ ïî äàííûì
òðàíñìèññèîííîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè  îáíàðó-
æåíî ñóùåñòâåííîå èçìåíåíèå ôîðìû íàíîêðèñòàë-
ëîâ, à òàêæå ôóíêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ èõ ïî ðàçìåðàì
(ðèñ. 5). Åñëè â ïðîöåññå ñîðáöèè íàíîêðèñòàëëû

ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿþò ñâîé ðàçìåð, òî èõ ñèíòåç â
ðàñòâîðå áåëêà ðåçêî óìåíüøàåò øèðèíó è äëèíó íà-
íîêðèñòàëëîâ, ïðèáëèæàÿ èõ ðàçìåð ê ðàçìåðó «íàòèâ-
íîãî ÃÀÏ» (ò.å. ÷àñòèö ÃÀÏ, îáíàðóæåííûõ â êðîâî-
òîêå ÷åëîâåêà [12]).

ÐÔÀ-àíàëèç (ðèñ. 6) ïîêàçàë íåñèììåòðè÷íîå óøè-
ðåíèå ïèêîâ ÃÀÏ ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè
ÁÑÀ è èõ ñòàáèëüíîå ïîëîæåíèå ïî ñðàâíåíèþ ñ ïî-
ëîæåíèåì ïèêîâ ÷èñòîãî ÃÀÏ. Êðîìå òîãî, ñóùå-
ñòâåííî óâåëè÷èëñÿ óðîâåíü ôîíà. Ýòî îçíà÷àåò
óìåíüøåíèå ðàçìåðîâ êðèñòàëëèòîâ, ÷òî è íàáëþäà-
åòñÿ ïðè àíàëèçå äàííûõ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, è,
âîçìîæíî, àíèçîòðîïíîå èçìåíåíèå ñòðóêòóðû ÃÀÏ
ïðè îáðàçîâàíèè îðãàíî-ìèíåðàëüíûõ êîìïëåêñîâ, à
òàêæå ÷àñòè÷íóþ àìîðôèçàöèþ íàíîêðèñòàëëîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âçàèìî-
äåéñòâèå ìåæäó íàíîãèäðîêñèàïàòèòîì è àëüáóìèíîì
íå ÿâëÿåòñÿ ôèçè÷åñêîé àäñîðáöèåé, à ïðåäñòàâëÿåò

á
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Ðèñ. 6. ÐÔÀ-ñïåêòðû ÷èñòîãî ÃÀÏ (à) è ÃÀÏ, ñèíòåçèðîâàííîãî â 0,5% ÁÑÀ (á)

ñîáîé ìíîãîñòóïåí÷àòûé ôèçèêî-õèìè÷åñêèé ïðî-
öåññ, ïðè êîòîðîì ñíà÷àëà îáðàçóåòñÿ ìîíîñëîé áåë-
êà íà ïîâåðõíîñòè ÃÀÏ (äî êîíöåíòðàöèè, ðàâíîé
10–20 ã/ë), à çàòåì ïðîèñõîäèò õèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ
(èëè õåìîñîðáöèîííîå âçàèìîäåéñòâèå) ìåæäó ÷àñ-
òèöàìè ÃÀÏ è àëüáóìèíîì ñ èçìåíåíèåì êîíôîðìà-
öèîííîãî ñîñòîÿíèÿ áåëêà è îáðàçîâàíèÿ ïðî÷íîñâÿ-
çàííîãî îðãàíî-ìèíåðàëüíîãî êîìïëåêñà (ïðè êîíöåí-
òðàöèè áåëêà 40–90 ã/ë), êîòîðûå ìîãóò àãðåãèðî-
âàòü ìåæäó ñîáîé, îñòàâàÿñü â ðàñòâîðå, èëè óõî-
äèòü â òâåðäóþ ôàçó. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ìàêðîìîëåêóëà áåëêà (èëè íåñêîëüêî ìàêðîìîëåêóë)
çàêëþ÷àåò íàíîêðèñòàëë ÃÀÏ âíóòðü ñâîåé òðåòè÷-
íîé ñòðóêòóðû, îáðàçóÿ ñ íèì ïðî÷íóþ õèìè÷åñêóþ
ñâÿçü ÷åðåç ìîëåêóëû âîäû íà ïîâåðõíîñòè íàíîêðè-
ñòàëëà è èîíû Ca2+ è PO4

3–. Î âîçìîæíîñòè òàêîé
ñâÿçè è îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñîâ íàíî÷àñòèöû ñ áåë-
êîâîé ìàêðîìîëåêóëîé ãîâîðÿò äàííûå ßÌÐ-èññëå-
äîâàíèÿ êîìïëåêñîâ ÃÀÏ–êîëëàãåí [13]. Ïðè ýòîì
âíåøíþþ îáîëî÷êó òàêîé ñòðóêòóðû, ñêîðåå âñåãî,
áóäóò îáðàçîâûâàòü ãèäðîôîáíûå ÷àñòè áåëêîâîé
ìîëåêóëû, íå ñïîñîáíûå âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ãèä-
ðîôèëüíîé ïîâåðõíîñòüþ íàíîêðèñòàëëîâ, ÷åì è
îáúÿñíÿåòñÿ ÿâëåíèå ñîðáöèîííîé èíàêòèâàöèè èñ-
ñëåäóåìîé ñèñòåìû. Ìíîãîñòóïåí÷àòîñòü èçîòåðìû
àäñîðáöèè â ýòîì ñëó÷àå îòðàæàåò ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ñòàäèé õèìè÷åñêîé ðåàêöèè, êîòîðàÿ èäåò äî
ïîëíîé ñòåõèîìåòðèè ìåæäó íàíîêðèñòàëëàìè ÃÀÏ
è áåëêîâûìè ìàêðîìîëåêóëàìè, ïîýòîìó òàêàÿ òðàê-
òîâêà ïðåäñòàâëÿåòñÿ íàì íàèáîëåå îáîñíîâàííîé.

Áîëåå ïîäðîáíîå èçó÷åíèå è îáñóæäåíèå ïðèðîäû
õèìè÷åñêîé ñâÿçè ìåæäó íàíî÷àñòèöàìè ÃÀÏ è àëü-
áóìèíîì ïðåäïîëàãàåòñÿ îñóùåñòâèòü â ïîñëåäóþ-
ùèõ ðàáîòàõ íà îñíîâàíèè àíàëèçà ßÌÐ-ñïåêòðîâ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ îáðàçöîâ.

Â ñëó÷àå ñèíòåçà ÃÀÏ â àëáóìèíîâîì ðàñòâîðå
ìîëåêóëû áåëêà ÿâëÿþòñÿ, ñêîðåå âñåãî, íóêëåàöèîí-
íûìè ìàòðèöàìè [6]. Â óñëîâèÿõ ñèíòåçà ìîæåò ïðî-
èñõîäèòü ÷àñòè÷íàÿ èëè ïîëíàÿ äåíàòóðàöèÿ áåëêà,
ïîäîáíàÿ òîé, êîòîðàÿ âîçìîæíà ïðè ñîðáöèè àëüáó-
ìèíà íà íàíî÷àñòèöàõ ÃÀÏ. Îäíàêî ýòî íå ïðåïÿò-
ñòâóåò (à ìîæåò, íàîáîðîò, ñïîñîáñòâóåò) ôîðìèðîâà-
íèþ íàíî÷àñòèö ÃÀÏ, áëèçêèõ ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì
õàðàêòåðèñòèêàì ê «íàòèâíîìó» ÃÀÏ è ãèäðîêñèàïà-
òèòó êîñòíîé òêàíè. Òàêàÿ ìîðôîëîãè÷åñêàÿ ìîäèôè-
êàöèÿ ïðîñëåæèâàåòñÿ è ïðè ñèíòåçå ÃÀÏ â ñðåäå
êîëëàãåíà è íåêîòîðûõ äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ ìàêðî-
ìîëåêóë. Ñëåäîâàòåëüíî, ñóùåñòâóåò âîçìîæíîñòü ðå-
àëèçàöèè åäèíîãî ìåõàíèçìà îáðàçîâàíèÿ è ýâîëþöèè
ÃÀÏ â áèîëîãè÷åñêîé ñðåäå, âûÿâëåíèþ êîòîðîãî (â
òîì ÷èñëå àíàëèçó èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû àëüáóìèíà)
ïîñâÿùåíà íàøà äàëüíåéøàÿ ðàáîòà.

Òàêèì îáðàçîì, îáðàçîâàíèå îðãàíî-ìèíåðàëüíûõ
êîìïëåêñîâ ìåæäó àëüáóìèíîì è ãèäðîêñèàïàòèòîì â
ïðîöåññå ñîðáöèè áåëêà èëè ñèíòåçà íàíîôàçû ìîæåò
ñëóæèòü ñïîñîáîì õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ÃÀÏ.
Ýòè ïðåïàðàòû ìîãóò ñòàòü áàçîâûì ìàòåðèàëîì äëÿ
ñîçäàíèÿ íîâîãî ïîêîëåíèÿ ëåêàðñòâåííûõ íàíîôîðì,
íàïðàâëåííûõ íà ëå÷åíèå êîñòíûõ çàáîëåâàíèé, îñòå-
îïîðîçà è ëèêâèäàöèè êàëüöèåâîãî äåôèöèòà.
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STUDYING THE NATURE OF INTERACTION BETWEEN
NANOHYDROXYAPATITE AND ALBUMINS BY RADIONU
CLIDE-MICROSCOPY DIAGNOSTICS.

A.V. Severin, G.A. Badun, M.G. Chernysheva
(Division of Radiochemistry)

Multistage character of adsorption isotherms of human and bovine serum albumins on
hydroxyapatite nanoparticles from aqueous solution have been developed by radionuclide-
microscopy method. Such isotherms character indicated the number of physicalchemical
processes: formation of the peptide-nanohydroxyapatite complex and following by aggregation in
liquid and solid phases. This hypothesis was confermed by X-ray and dynamic light-scattering
analysis. It was shown, that when hydroxyapatite is formed in albumin solution the peptide-
nanohydroxyapatite complex formation is followed by morphology and structure exchange of
hydroxyapatite nanocrystals.

Key words: adsorption, albumin, hydroxyapatite, radionuclide-microscopy diagnostic.
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