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Актуальной проблемой, связанной с терапевтическим использованием L-аспарагиназ (L-АСП) 
для лечения опухолевых заболеваний, является ограниченный период их действия вследствие 
быстрой инактивации. Одним из подходов к улучшению терапевтических свойств ферментов, в 
том числе L-АСП, является их иммобилизация на различных типах биосовместимых полимеров. 
Бактериальная целлюлоза  (БЦ) является перспективным носителем для различных лекарств 
благодаря своей биосовместимости, нетоксичности и высокой способности сорбции биоактив-
ных соединений. Поскольку нативная БЦ имеет ряд недостатков, связанных со структурой и 
стабильностью, модифицированная БЦ часто рассматривается в качестве потенциального носи-
теля для белков. В  нашем исследовании для иммобилизации L-АСП был предложен композит 
БЦ–хитозан, в котором хитозан сшит глутаровым альдегидом. Такая модификация увеличивала 
сорбционную ёмкость плёнки. Было показано, что плёнки из БЦ–хитозана обладают улучшен-
ными физико-химическими характеристиками по сравнению с нативными плёнками БЦ, что 
позволило увеличить время высвобождения L-АСП с  8 до  24  ч в бесклеточной системе. Такие 
плёнки обладали пролонгированной токсичностью в отношении клеток меланомы до 10  ч. 
Предложенная стратегия иммобилизации L-АСП на плёнках БЦ–хитозан является перспектив-
ным подходом, потенциально применимым для терапии поверхностных типов рака, в част-
ности меланомы.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: L-аспарагиназа, бактериальная целлюлоза, хитозан, кинетические модели, 
цитотоксичность, меланома.
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Принятые сокращения: L-АСП  – L-аспарагиназа (L-asparaginase); БЦ  – бактериальная целлюлоза; ПЭГ  – 
полиэтиленгликоль; СЭМ  – сканирующая электронная микроскопия; EcA, ErA и EwA  – терапевтические 
формы  L-АСП.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

L-Аспарагиназа (L-АСП, EC  3.5.1.1)  – фермент, 
который гидролизует аспарагин с образованием 
аммиака и L-аспарагиновой кислоты. Различные 

типы фермента широко используются в фарма-
цевтической и пищевой промышленности  [1–6]. 
Нативная L-АСП Escherichia coli (EсAII), аспара-
гиназа E.  coli, конъюгированная с полиэтилен-
гликолем (ПЭГ–аспарагиназа) и L-АСП Erwinia 
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chrysanthemi (ErA) успешно применяются для лече-
ния острого лимфобластного лейкоза [7–9]. Недав-
ние исследования показали, что L-АСП, которые 
используются в терапии острых лейкозов, имеют 
клинический потенциал для лечения нескольких 
агрессивных подтипов солидных опухолей, вклю-
чая рак молочной железы  [10], глиобластому, рак 
поджелудочной железы и гепатоцеллюлярную 
карциному  [11]. Использование L-АСП связано 
со множественными побочными эффектами, 
коротким временем полувыведения и токсично-
стью  [12]. Период инактивации циркулирующей 
L-АСП резко сокращается с 18–24  ч до 2,5  ч из-за 
системного появления нейтрализующих антител 
и протеолитической деградации  [13]. Терапевти-
ческая эффективность наиболее часто используе-
мой формы L-АСП – EcAII [9] снижена из-за относи-
тельно высокой глутаминазной активности  [14]. 
Глутаминазная активность является причиной 
развития таких побочных эффектов, как тромбоз, 
панкреатит, гипергликемия и токсичность  [9,  15]. 
По  сравнению с нативной EcAII, ПЭГ-форма дан-
ного фермента имеет более длительный период 
полувыведения и сниженную частоту возникно-
вения побочных токсических эффектов  [9], тем 
не менее у 30%  пациентов возникает реакция 
гиперчувствительности [16, 17]. Фермент ErA и её 
гомолог из Erwinia carotovora  (EwA) создавались 
как препараты второго ряда терапии при воз-
никновении гиперчувствительности к EcA  [17]. 
ErA и  EwA обладают меньшей токсичностью за 
счёт меньшей специфичности к глутамину, и, 
как следствие, меньшим числом побочных эффек-
тов  [18,  19]. Однако EwA менее активна и менее 
стабильна по сравнению с EcA  [19,  20]. Таким об-
разом, разработка способов пролонгировать дей-
ствие L-АСП  [21,  22], в частности EwA, и умень-
шить побочные эффекты является актуальной 
задачей. Одним из основных подходов для реше-
ния этой задачи является поиск новых источни-
ков L-АСП, а также создание менее иммуногенных 
и более стабильных вариантов L-АСП с помощью 
генетической инженерии  [6,  23].

Иммобилизация L-АСП на различных носи-
телях является другим подходом для увеличения 
стабильности, времени полувыведения и сниже-
ния токсичности  [24,  25]. Иммобилизация позво-
ляет оптимизировать каталитическую активность 
и минимизировать побочные эффекты  [26,  27]. 
Для иммобилизации различных L-АСП применя-
лись синтетические носители (ПЭГ, полиимид, 
полиакриламид), гибридные носители (ПЭГ–аль-
бумин, ПЭГ–хитозан, полиметилметакрилат–крах-
мал, ПЭГ–полиэтиленимин), природные носители: 
углеводы (целлюлоза, декстран, крахмал, хитозан, 
хитин) и белки (альбумин, желатин, коллаген, 
волокна шёлка и фиброин шёлка)  [12,  28,  29]. 

Одна из стратегий иммобилизации заключается в 
модификации ферментативной структуры L-АСП, 
например, ковалентное связывание (конъюгация) 
с ПЭГ  [24,  25] или хитозаном  [30,  31]. Другой под-
ход направлен на захват фермента внутрь защит-
ной структуры, или инкапсуляцию  [32]  – это по-
зволяет снизить токсичность, продлить период 
его полужизни in  vivo, повысить стабильность, 
обеспечить целевую доставку и контролируемое 
высвобождение фермента  [12]. Для инкапсуляции 
L-АСП использовали эритроциты, твердые липид-
ные наночастицы, липосомы, полимеры (поли 
(молочно-ко-гликолевая) кислота), полиакрил-
амид, полианилин и  др.)  [12]. Преимущества обе-
их стратегий заключаются в том, что иммобили
зация защищает ферменты от дезактивации и 
деградации  [32]. На  данный момент наиболее по-
пулярным подходом иммобилизации стала хими-
ческая модификация L-АСП путём ковалентного 
связывания с  ПЭГ  [33]. Модификация позволила 
увеличить период полувыведения, но, к сожале-
нию, не снизила побочные эффекты  [21,  34].

Системы доставки лекарств на основе бак-
териальной целлюлозы  (БЦ) привлекают внима-
ние  [35] благодаря её уникальным характеристи-
кам. БЦ  обладает высокой чистотой (отсутствуют 
лигнины, характерные для растительной целлю-
лозы), механической прочностью  [36], высокой 
пористостью, биосовместимостью, большой удель-
ной поверхностью и высокой плотностью сетки 
фибрилл, т.е.  характеристиками, которые влияют 
на адсорбцию и высвобождение лекарственного 
средства из матрицы  [37]. БЦ не токсична  [38].

Недостатком немодифицированной БЦ явля-
ется низкая водоудерживающая способность, и 
адсорбированные на таком типе БЦ соединения 
со временем склонны к выщелачиванию. Поэтому 
для достижения пролонгированного высвобож-
дения лекарственного средства БЦ подвергают 
различным химическим модификациям  [39–42]. 
Одним из перспективных соединений для моди-
фикации  БЦ является хитозан  [43]. Высокая реак-
ционная способность аминогрупп хитозана спо-
собствует сшиванию с линкерами, такими как 
глутаровый альдегид. Ранее было показано  [44–
48], что сшивка целлюлозы и хитозана повышает 
их сорбционную способность за счёт поверхност-
ной доступности реакционных гидроксильных 
групп целлюлозы и аминогрупп хитозана  [49]. 
Введение поперечных связей в сетку биополи-
мера изменяет текстурные, гидратационные и 
механические свойства, а также химическую 
устойчивость к биоразложению  [50]. Примени-
мость данного подхода подтверждена работами 
по получению композитов хитозана и БЦ для им-
мобилизации липазы  [51,  52], альбумина и фиб-
ронектина  [53], контролируемого высвобождения 



КОМПОЗИТ БЦ ДЛЯ ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ L-АСП 1651

БИОХИМИЯ том 89 вып. 10 2024

кверцетина  [54], кветиапин фумарата  [55] и ибу-
профена  [43].

Основным преимуществом использования БЦ 
является её способность к локальной доставке 
лекарств к опухолям с контролируемым высво-
бождением, в результате чего минимизируются 
системные побочные эффекты  [40,  56]. В  этом ис-
следовании мы разработали композит БЦ и хито-
зана для иммобилизации L-АСП Erw.  carotovora 
для увеличения времени её действия на опухоле-
вые клетки меланомы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение бактериальной целлюлозы. 
Для получения биоплёнок использовали штамм 
Komagataeibacter  hansenii (ВКПМ №  В-11239). Штамм-
продуцент культивировали в среде Хестрина–
Шрамма следующего состава (в расчёте на литр): 
10  г глюкозы («Sigma», США); 5  г пептона («Диаэм»,  
Россия); 5  г  дрожжевого экстракта («PanReac 
Applichem», Испания); 1,15  г  моногидрата ли-
монной кислоты («Merck Millipore», Германия); 
2,7  г  Na2HРO4·2  H2О («PanReac Applichem»). Среду 
готовили на деионизированной воде, доводили 
до pH  4,5 и автоклавировали в колбах. Затем 
на  200  мл среды добавляли 1  мл 90%-ного этано-
ла и 15  мл среды, содержащей K.  hansenii В-11239, 
разливали по  2  мл в стерильные 24-луночные 
планшеты («Wuxi NEST Biotechnology», Китай) и 
культивировали в статичных условиях при 27  °С. 
Мембраны БЦ выращивали в течение 48, 72 и 96 ч 
для получения мембран различной толщины. Для 
лизиса и удаления бактерий полученные мем-
браны БЦ обрабатывали смесью 0,1 M NaCl («Диа-
эм») и 1%-ного додецилсульфата натрия («Merck 
Millipore») в течение 72  ч, а затем промывали 
деионизированной водой для удаления остатков 
клеток и нейтрализации  pH.

Подготовка композитов БЦ–хитозан. Компо-
зит БЦ–хитозан получали с помощью стратегии 
ex  situ  [37,  57,  58]. Раствор хитозан · HCl со средней 
молекулярной массой 7  кДа (степень деацилиро-
вания  – 80%; предоставлен Федеральным иссле-
довательским центром «Основы биотехнологии» 
РАН, Москва, Россия) готовили в концентраци-
ях  0,05; 0,1; 0,5  или  1%. Для этого хитозан раство-
ряли в 1%-ном растворе CH3COOH и выдерживали 
1  ч на водяной бане при 50  °С до полного рас-
творения. Влажные мембраны БЦ подсушивали  
20  мин при  60  °С для удаления избытка влаги и 
погружали в 1  мл раствора хитозана на 1, 2, 3 
или 6  ч при постоянном перемешивании со ско-
ростью 100  об./мин при 37  °С. Далее, к мембранам 
БЦ добавляли 0,5  мл водного раствора 1%-ного 
глутарового альдегида (рН  7,0) («neoFroxx», Гер-

мания) и  инкубировали при 23  °С в течение 1, 
2, 3 или  4  ч. Лиофильное высушивание плёнок 
БЦ проводили для определения их физических 
характеристик. Плёнки замораживали в жидком 
азоте и лиофилизировали в течение 24  ч при тем-
пературе −50  °С и давлении 0,07  мбар в сублима-
ционной сушилке Alpha 2-4 LD типа  101042  Lab 
(«Christ»,  Германия).

Определение содержания воды в плёнках, 
их пористости и адсорбционной способности. 
Содержание воды в плёнках оценивали по изме-
нению их веса до и после лиофильного высушива-
ния. Процент воды рассчитывали по уравнению:

Содержание воды (%) = 
A − B

A  · 100%,	 (1)

где А  – вес влажного образца; B  – вес сухого об-
разца.

Пористость рассчитывали по уравнению 
Kitaoka  et  al.  [59]. Сначала БЦ взвешивали, пред-
варительно удалив избыток влаги с помощью 
фильтровальной бумаги. Затем образцы лиофи-
лизировали, и плёнку инкубировали в деионизи-
рованной воде 12  ч при комнатной температуре, 
после чего снова измеряли вес. Пористость опре-
деляли по уравнению:

P (%) = 
Q0 − Q1

Q0 − Q2
 · 100%,	 (2)

где P  – пористость мембраны; Q0  – вес влажного 
образца  (г); Q1  – вес сухого образца  (г); Q2  – вес 
образца  (г) после инкубации (12  ч) высушенного 
образца в воде.

Адсорбционную ёмкость плёнок измеряли по 
методике, предложенной Wu  et  al.  [60], путём ин-
кубации лиофильно высушенного образца плёнок 
в буфере HEPES (50  мМ (pH  8,0); «Serva», Германия) 
в течение 24  ч при 37  °C. Для расчёта использо-
вали следующее уравнение:

Адсорбционная ёмкость (%) = 
Wt − W0

W0
 · 100%,	 (3)

где W0 и Wt  – вес образцов до и после инкубации 
в буфере соответственно.

Определение химического состава методом 
инфракрасной (ИК) спектроскопии. ИК-Спектры 
лиофильно высушенных образцов регистриро-
вали на ИК-Фурье-микроскопе МИКРАН-3 («Си-
мекс», Россия). Спектры записывались в режиме 
поглощения. Проводили 36 сканов с разрешением 
4  см−1 при 22  °С. Спектральный диапазон состав-
лял 4000–900  см−1.

Морфология. Морфологию лиофильно высу-
шенных БЦ и композитов БЦ–хитозан изучали с 
помощью сканирующей электронной микроско-
пии (СЭМ). Образцы плёнок покрывали золотом и 
исследовали с помощью сканирующего электрон-
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Рис. 1. Схема эксперимента для определения высвобождения L-АСП из плёнок БЦ и БЦ–хитозан. Плёнки БЦ 
и БЦ–хитозан с иммобилизованным ферментом инкубировали в 25  мл 50  мМ  HEPES. Происходило высво-
бождение L-АСП из плёнок и её накопление в буфере. Каждый час отбирали 300  мкл пробы (одновременно 
добавляли 300  мкл свежего буфера для поддержания объёма) и определяли активность фермента по детек-
ции количества ионов аммония методом прямой несслеризации после инкубации с субстратом

ного микроскопа MAJA3 («Tescan», Чехия)  [61]. 
Изображения образцов были получены при уско-
ряющем напряжении 7  кВ и увеличении  20  000.

Иммобилизация L-АСП на БЦ. L-АСП EwA из 
продуцента Erw. carotovora (595 МЕ/мг; молекуляр-
ная масса – 37 кДа; 349 аминокислотных остатков; 
чистота  – 98,1%; изоэлектрическая точка  – 8,1; 
GenBank  ID: AAP92666.3) была получена в лабо-
ратории медицинской биотехнологии ИБМХ  [62]. 
L-АСП была иммобилизована на БЦ методом фи-
зической адсорбции в 50  мМ  HEPES (pH  8,0). Для 
этого мембраны БЦ погружали в 0,5  мл раствора 
фермента в концентрации 0,05  мг/мл (28  МЕ/мл) и 
инкубировали при 4  °С в течение 12  ч. Количество 
иммобилизованной L-АСП определяли с помо-
щью UV-VIS-спектрофотометрии (Aquarius CE 7400 
Spectrophotometer; «Cecil Instruments Ltd.», Велико-
британия) по методике Dawson et al. [63]. Процент 
адсорбированной L-АСП определяли как разницу 
между начальным количеством белка и количе-
ством в супернатанте после инкубации.

Оценка высвобождения L-АСП. Высво-
бождение L-АСП из мембран БЦ–хитозан и БЦ 
определяли путём инкубации плёнки в 25  мл 
50  мМ  HEPES (рН  8,0) без субстрата в течение 
24  ч. Через каждый час отбирали 300  мкл пробы, 
в которой проводили определение активности 
фермента. Для этого к пробе добавляли 100  мкл 
L-аспарагина (40  мкМ; «Диаэм») и инкубировали 
5  мин при 37  °С, после чего определяли концен-
трацию ионов аммония методом прямой нессле-

ризации, используя реактив Несслера («PanReac 
Applichem», Испания)  [64,  65]. За  единицу актив-
ности принимали количество фермента, которое 
катализирует высвобождение 1  мкмоль аммония  
за  1  мин при  37  °С. После отбора проб каждый 
раз добавляли 300  мкл свежего буфера для под-
держания объёма реакции. Схема эксперимента 
по определению высвобождения фермента пред-
ставлена на  рис.  1.

Данные скорости высвобождения фермента 
использовали для построения кинетических мо-
делей высвобождения: модель нулевого порядка, 
модель первого порядка, модель Хигучи, модель 
Корсмейера–Пеппаса и модель Хиксонa–Кроу-
эллa  [66]. Для описания механизма высвобожде-
ния применяли модель Корсмейера–Пеппаса и 
определяли коэффициент диффузии  (n), харак-
теризующий различия в высвобождении L-АСП 
из  матриц  БЦ.

Оценка цитотоксичности. Клетки линий ме-
ланомы человека A375, A875 и MelJuso, а также 
меланомы мыши  B16F10 (получены из коллек-
ции клеток Российского онкологического науч-
ного центра имени Н.Н.  Блохина) культивировали 
на среде RPMI-1640 («ПанЭко», Россия). В  каче-
стве условно-нормальных использовали клетки 
фибробластов линии  WI-38 («ATCC», США), куль-
тивированные в среде DMEM («ПанЭко»). Среда 
для культивирования содержала 5%  эмбриональ-
ной телячьей сыворотки («Capricorn Scientific», 
Германия) и 1%  пирувата натрия («ПанЭко»).  
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Клетки выращивали в атмосфере 5%  CO2 в CO2-
инкубаторе при температуре 37  °C. Перед экс-
периментом клеточные линии тестировали на 
загрязнение микоплазмой с помощью набора 
для обнаружения микоплазмы PlasmoTest™ 
(«InvivoGen»,  Калифорния).

Для определения значения IC50 (концентрация 
фермента, при которой жизнеспособность кле-
ток снижается на  50%) клетки культивировали 
в течение 72  ч в 96-луночном планшете («Wuxi 
NEST Biotechnology») в присутствии свободной 
EwA в диапазоне концентраций 0,01–10  Ед./мл. 
Цитотоксичность определяли путём измерения 
превращения тетразолиевой соли, 3-(4,5-диме-
тилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид 
(«Serva»), в формазан (МТТ-тест)  [67]. Определяли 
поглощение формазана при длине волны 540  нм 
при помощи планшетного ридера SuPerMax3000 
(«Flash Spectrum», Китай). Значения IC50 были рас-
считаны по уравнениям зависимости жизнеспо-
собности клеток от концентрации фермента  [68].

Для определения наиболее чувствительной к 
EwA линии клеток, иммобилизованной на компо-
зите БЦ–хитозан, клетки инкубировали в присут-
ствии композита в 24-луночном планшете («Wuxi 
NEST Biotechnology») в течение 24  ч. Цитотоксич-
ность определяли МТТ-тестом через 48  ч после 
начала инкубации с плёнками.

Для определения продолжительности дей-
ствия иммобилизованного фермента клетки уве-
альной меланомы линии  А875 или условно-нор-
мальные фибробласты линии  WI-38 высеивали 
в 24-луночный планшет с плотностью посева 
5  ×  104  клеток на лунку и выращивали в течение 
24  ч. Затем плёнки БЦ или БЦ–хитозан с иммоби-
лизованной L-АСП помещали в лунки с клетками 
и инкубировали с течение 3  ч с последующим 
переносом в новые лунки планшета с клетками. 
Цитотоксичность оценивали через 48  ч после 
окончания инкубации с плёнками МТТ-тестом. 
Оптические изображения морфологии клеток че-
рез 72  ч инкубации получали с помощью инвер-
тированного микроскопа «Биомед  3И» («Биомед», 
Россия) в режиме светлого поля.

Статистический анализ. Количественные 
данные представлены как среднее  ±  стандартное 
отклонение и получены в трёх независимых экс-
периментах. Все данные были проанализирова-
ны с использованием программного обеспечения 
MS Office Excel 2016 («Microsoft  Inc.», США). Значе-
ния p < 0,05 считались статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Подбор оптимальных условий создания 
композита БЦ–хитозан. Для подбора оптималь-

ных условий по созданию композита БЦ–хитозан 
были проведены эксперименты по подбору вре-
мени культивирования плёнок, времени сшивки 
хитозана глутаровым альдегидом, концентрации 
хитозана и времени инкубации хитозана с  БЦ. 
Оптимальным условием считали таковое, при 
котором активность фермента на плёнке БЦ–
хитозан не отличается от активности фермента 
на БЦ через 24  ч, т.е.  нет значительной потери 
активности.

На рис.  2 представлена кинетика высвобож-
дения L-АСП из плёнок БЦ и БЦ–хитозан. Ско-
рость высвобождения L-АСП, иммобилизованной 
на плёнки БЦ–хитозан (концентрация хитозана 
0,05%), зависела от времени культивирования 
продуцента  БЦ, т.е.  толщины и пористости плё-
нок  (рис.  2,  а). Максимальной скоростью высво
бождения фермента обладали плёнки, выращен- 
ные в течение 72  ч. Плёнки, выращенные в тече-
ние 48 и 96  ч, продемонстрировали скорость вы-
свобождения в 2 раза ниже. Такое различие мож-
но объяснить различием внутренней структуры 
плёнок. При добавлении хитозана в БЦ образуется 
новая сетчатая трёхмерная структура, в результа-
те чего изменяется размер пор и адсорбционная 
ёмкость плёнок. Известно, что включение экзо-
генной молекулы, как правило, макромолекулы, 
изменяет структуру фибрилл  БЦ, влияющих на 
размер и объём пор  [69]. Таким образом, плёнки, 
выращенные в течение 72 ч, обладали оптималь-
ными характеристиками пористости для иммоби-
лизации и высвобождения  L-АСП.

Концентрация хитозана в композите не 
влияла прямо пропорционально на скорость вы-
свобождения фермента  (рис.  2,  б). Композиты с 
концентрацией хитозана 0,1, 0,5 и  1% показали 
более низкую скорость высвобождения фермента, 
чем композит с концентрацией  0,05%. Оптималь-
ное время инкубации БЦ и хитозана (в концен-
трации  0,05%) составило 2  ч  (рис.  2,  в), так как 
наблюдали максимальную активность иммобили-
зованной L-АСП. Эти различия можно объяснить 
небольшим временем инкубации БЦ в хитоза-
не  (2  ч). В  других работах  [70–72] использовали 
более продолжительное время инкубации хитоза-
на или другой компонент с  БЦ, и было показано, 
что проникновение хитозана в БЦ значительно 
увеличивается в промежутке с  5 до  20  ч, а затем 
практически не изменяется  [73]. Таким образом, 
концентрация хитозана при времени инкубации 
БЦ с хитозаном 1–2  ч не влияет на скорость вы-
свобождения  L-АСП.

В ходе подбора оптимального времени инку-
бации композита БЦ–хитозан и глутарового аль-
дегида наилучшие показатели активности L-АСП 
через 24  ч были получены для плёнок с хитоза-
ном, инкубированных с глутаровым альдегидом 
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Рис.  2. Влияние условий создания композита БЦ–хитозан на высвобождение фермента в течение 24  ч. 
а  –  Влияние времени выращивания плёнок; б  –  влияние концентрации хитозана. Активность фермента, 
иммобилизованного на плёнки БЦ, показана для сравнения на панели. в  –  Влияние времени инкубации 
с  хитозаном; г  –  влияние времени инкубации с глутаровым альдегидом

Рис.  3. Графическое изображение кинетических моделей высвобождения для L-АСП, иммобилизованной 
на  БЦ–хитозан или БЦ. а  –  Модель нулевого порядка. б  –  Модель первого порядка. в  –  Модель Хигучи.  
г  –  Модель Корсмейера–Пеппаса. д  –  Модель Хиксона–Кроуэлла

в  течение 1  ч  (рис.  2,  г). Увеличение времени 
инкубации до 4  ч вызывало значительное сни-
жение активности фермента, а через 24  ч актив-
ность фермента снижалась практически до нуля.

После подбора условий получения компози-
тов БЦ–хитозан было установлено, что оптималь-
ное время выращивания плёнки составляет 72  ч, 
концентрация хитозана – 0,05%, время инкубации 
с хитозаном  – 2  ч, время инкубации БЦ–хитозан 
с глутаровым альдегидом  – 1  ч. С  данными плён-
ками БЦ–хитозан проводили дальнейшие экспе-
рименты.

Кинетические модели высвобождения. 
Данные динамики высвобождения L-АСП, изме-
ренные по активности фермента, использовали 
для моделирования кинетических параметров 
высвобождения из БЦ или композитов БЦ–хито-
зан. Высвобождение из композита БЦ–хитозан бо-
лее всего соответствует модели Хигучи  (рис.  3,  в; 
табл.  1), при которой высвобождение лекарствен-
ного средства контролируется диффузией и имеет 
зависимость первого порядка от градиента кон-
центрации  [74]. Высвобождение из немодифици-
рованной БЦ соответствует кинетической модели 
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Таблица 1. Коэффициенты регрессии  (R2) для 
кинетических моделей высвобождения L-АСП в 
течение 8  ч из БЦ и БЦ–хитозан

Кинетическая модель БЦ БЦ–хитозан

Нулевого порядка 0,960 0,928

Первого порядка 0,959 0,948

Хигучи 0,937 0,971

Хиксона–Кроуэлла 0,962 0,915

Корсмейера–Пеппаса 0,985 0,961

Таблица 2. Характеристики плёнок БЦ–хитозан и БЦ

Параметр БЦ–хитозан БЦ

Масса влажной 
плёнки, мг 401,8 ± 0,7 402,0 ± 0,9

Масса лиофи-
лизированной 
плёнки,  мг

5,3 ± 0,6 3,7 ± 0,6

Масса плёнки 
после инкубации 
в  воде, мг

154,3 ± 18,2 63,7 ± 23,1

Содержание 
воды,  % 98,67 ± 0,14 99,09 ± 0,14

Пористость, % 160,77 ± 11,47 119,52 ± 7,95

Адсорбционная 
ёмкость, % 2794 ± 341 1745 ± 630

Корсмейера–Пеппаса  (рис.  3,  г; табл.  1), для кото-
рой высвобождение лекарственного средства ре-
гулируется процессами релаксации и перестрой-
ки матрицы  [75].

За первые 8  ч из плёнок БЦ высвободи-
лось 52%  L-АСП, а из плёнок БЦ–хитозан  – 
лишь  29%  (рис.  2,  б; рис.  3,  а). Через 24  ч из плё-
нок БЦ высвободилось 65% фермента, а из плёнок 
БЦ–хитозан  – 63%  фермента. Эти данные указы-
вают на то, что для немодифицированной плён-
ки характерно относительно быстрое высвобож-
дение в течение 8  ч, которое потом замедляется. 
Плёнки, модифицированные хитозаном, имеют 
более медленное, пролонгированное высвобож-
дение фермента без резкого скачка в первые 8  ч.

Кроме того, плёнки БЦ и БЦ–хитозан отлича-
лись характером диффузии. В  течение первых 8  ч 
для композита БЦ–хитозан рассчитанный коэффи-
циент диффузии  (n) составил 0,246  ±  0,029, а для 
БЦ  – 0,743  ±  0,142 (p  <  0,05). В  первом случае ха-
рактер диффузии L-АСП из матрицы подчиняется 
закону Фика  (n  <  0,45), при котором скорость про-
цессов диффузии гораздо меньше, чем скорость 
релаксации матрицы полимера  [76]. Во  втором 
случае высвобождение фермента характеризуется  
нефиковской диффузией (0,45  <  n  <  0,89). Фиков-
ская диффузия относится к процессу переноса 
растворённого вещества, в котором время ре-
лаксации полимера намного превышает время 
диффузии растворителя. Когда время релакса-
ции полимера соответствует времени диффузии 
растворителя, макроскопическое высвобождение 
лекарства становится аномальным или нефиков-
ским  [77], что было характерно для L-АСП, иммо-
билизованной  на  БЦ.

Влияние модификации БЦ на характери-
стики плёнок. Анализ водоудерживающей спо-
собности плёнок БЦ до и после модификации 
показал, что модификация хитозаном практи-
чески не влияет на водоудерживающую способ-
ность  (табл.  2). Однако адсорбционная ёмкость 
воды плёнок БЦ–хитозан после лиофильного 
высушивания была в 1,6  раза выше, чем у  БЦ.  

Также было выявлено увеличение пористости 
внутренней структуры композита БЦ–хитозан в 
1,34  раза по сравнению  с  БЦ.

Улучшение адсорбционной ёмкости и пори-
стости модифицированной БЦ после лиофиль-
ной сушки может быть связано с более высокой 
температурой плавления связанной воды вслед-
ствие меньшей доступности и лучшей способно-
стью удерживать воду по сравнению с контролем. 
Образование пор зависит от количества кристал-
лов льда, образующихся из воды, связанной с 
материалом. Кристаллы льда полностью сублими-
руются в процессе сушки, а объём, занимаемый 
льдом, остаётся для образования пор  [78]. Более 
высокие соотношения площади поверхности к 
объёму у более тонких немодифицированных плё-
нок  БЦ приводят к более высоким скоростям об-
разования несвязанной воды и её испарения  [79] 
и вследствие этого пониженной адсорбционной 
ёмкостью для воды.

ИК-Спектры состава плёнок. Для идентифи-
кации химического состава плёнок БЦ–хитозан 
или БЦ с иммобилизованной L-АСП были полу-
чены их ИК-спектры  (рис.  4).

В спектрах, соответствующих БЦ, присутству-
ют общие пики, соответствующие целлюлозе: ши-
рокий пик при 3335  см−1  (рис.  4,  а), характерный 
для валентного колебания –ОН; пик при 2876 см−1, 
характерный для алифатических валентных ко-
лебаний CH2-групп, и пик при 1435  см−1, относя-
щийся к деформационным колебаниям  –CH  [80]. 
Пики, наблюдаемые при волновых числах 1618, 
1435, 1323, 1155 и  1066  см−1, соответствовали раз-
ным группам целлюлозы: деформационным коле-
баниям –СН2, деформационным колебаниям –СН, 
асимметричному растяжению гликозидной связи 
С–О–С и растяжению С–О соответственно (рис. 4, б).
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Рис. 4. ИК-спектры плёнок БЦ–хитозан и БЦ. а  –  Диапазон 1000–4000  см–1; б  –  диапазон 1000–2000  см–1

Рис. 5. Морфология плёнок. а  –  Внешний вид плёнки БЦ, выращенной в лунке 24-луночного планшета. 
б  –  СЭМ-изображения продольного среза плёнок БЦ–хитозан; в  –  СЭМ-изображения продольного среза плё-
нок  БЦ

Спектр БЦ–хитозан был подобен спектру БЦ, 
поскольку большинство функциональных групп 
являются общими как для целлюлозы, так и для 
хитозана  [81,  82]. Наблюдали пики валентных 
колебаний –OH при 3359  см−1, –CH при 2837  см−1 
и пик деформационных колебаний при 1435  см−1, 
характерный для α-CH2  (рис.  4,  а)  [83]. В  отличие 
от спектра БЦ, в спектре БЦ–хитозан присут-
ствует пик группы N–H хитозана (деацилирован-
ные аминогруппы) при 1589  cм−1  – первичный 
амин  (рис.  4,  б). Также на спектре для композита 
БЦ–хитозан присутствовал характерный пик груп-
пы –CH=N–, полученный при ~1682  см−1, который 
указывает на образование основания Шиффа  [84]. 
На  спектре БЦ–хитозан L-АСП видны  (рис.  4,  б) 
характерные пики амида  I  (1500–1600  см−1), ами-
да  II  (1600–1700  см−1), амида  III  (1200–1350  см−1). 
Таким образом, в композите БЦ–хитозан при до-
бавлении глутарового альдегида наблюдали его 

реакцию с первичными аминогруппами хитозана 
с образованием ковалентных сшивок  [85].

Морфология плёнок. Культивирование 
штамма продуцента K.  hansenii в 24-луночном 
планшете позволяет получать биоплёнки 16  мм 
в диаметре  (рис.  5,  а). Анализ СЭМ проводили 
для определения морфологических изменений 
каркаса  БЦ до и после модификации. В  процессе 
лиофилизации в БЦ образуются пустоты, которые 
определяют финальную пористую структуру  [71]. 
Микроструктуры БЦ и БЦ–хитозан показаны 
на  рис.  5. У  плёнок БЦ–хитозан  (рис.  5,  б) фор-
мируется более упорядоченная пористая послой-
ная структура и большее количество пор мень-
шего диаметра по сравнению с  БЦ  (рис.  5,  в). 
Нановолокна БЦ более плотно переплетены и 
свернуты по сравнению с более рыхло распо-
ложенными волокнами  БЦ. Таким образом, раз-
личная степень плотности трёхмерной сети БЦ  
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Таблица 3. Значение IC50 свободной EwA и 
выживаемость клеток после инкубации с EwA, 
иммобилизованной на плёнки БЦ–хитозан

Клеточная 
линия

Значение IC50, 
Ед./мл

Выживаемость, 
% от контроля

A875 0,04 11,49 ± 6,93

MelJuso 0,12 22,89 ± 2,66

B16F10 0,24 34,26 ± 6,92

A375 0,38 50,81 ± 10,51

WI-38 8,22 93,61 ± 17,24

и БЦ–хитозан будет влиять на набухание, адсорб-
ционную ёмкость плёнок и скорость высвобож-
дения L-АСП.

Пролонгированное цитотоксическое дей-
ствие L-АСП, иммобилизованной на плёнки БЦ–
хитозан. Для выбора наиболее чувствительных к 

действию L-АСП клеток определены значения IC50 
для нативного фермента EwA. Среди линий мела-
номы наиболее чувствительными оказались клет-
ки А875, а наименее чувствительными  – клетки 
А375  (табл.  3). Контрольные фибробласты  WI-38, 
ожидаемо, были наиболее устойчивыми к дей-
ствию фермента.

Токсичность L-АСП, высвобождаемой из мем-
бран, определяется скоростью высвобождения и 
скоростью деградации фермента, т.е. количеством 
активного фермента в среде. Для определения 
линии клеток, наиболее чувствительной к EwA, 
иммобилизованной на композите БЦ–хитозан, 
определяли выживаемость клеток после 24-часо-
вой инкубации с плёнками. Данные выживае-
мости хорошо согласовались со значением  IC50. 
Наиболее чувствительными клетками мелано-
мы были  А875, а наименее чувствительными  – 
А375  (табл.  3). Условно-нормальные фибробласты 
WI-38 были наиболее устойчивыми и показали 
наивысшую жизнеспособность.

Рис. 6. Продолжительность цитотоксического действия L-АСП, иммобилизованной на плёнки БЦ и БЦ–хито-
зан на клетки меланомы  А875. а  –  Жизнеспособность клеток, измеренная методом MTT-теста, после инку-
бации с плёнками и последовательных переносов каждые 3  ч. Микрофотографии в режиме светлого поля 
клеток, синтезирующих кристаллы формазана, после инкубации с плёнками БЦ–хитозан (б) или БЦ (в) с им-
мобилизованной L-АСП. * p ≤ 0,05 по отношению к контрольным клеткам, инкубированным с пустыми плён-
ками БЦ или БЦ–хитозан

Рис. 7. Продолжительность цитотоксического действия L-АСП, иммобилизованной на плёнки БЦ и БЦ–хи-
тозан, на условно-нормальные фибробласты линии  WI-38. а  –  Жизнеспособность клеток, измеренная мето-
дом MTT-теста, после инкубации с плёнками и последовательных переносов каждые 3  ч. Микрофотографии 
в  режиме светлого поля клеток, синтезирующих кристаллы формазана, после инкубации с плёнками БЦ–
хитозан  (а) или БЦ  (б) с иммобилизованной L-АСП. *  p  ≤  0,05 по отношению к контрольным клеткам, инку-
бированным с пустыми плёнками БЦ или БЦ–хитозан
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Для оценки продолжительности действия 
L-АСП, иммобилизованной на БЦ или БЦ–хитозан, 
на клетки меланомы А875 или условно-нормаль-
ные фибробласты было проведено исследование, 
в котором плёнки последовательно переносили 
каждые 3 ч в новые лунки с клетками (рис. 6 и 7). 
Фермент на модифицированных хитозаном БЦ со-
хранял цитотоксическую активность даже после 
четырёх последовательных инкубаций с клетка-
ми  (рис.  6). Через 6  ч жизнеспособность опухоле-
вых клеток составляла ~50%, а через 12  ч  – 80%. 
В  то же время БЦ не сохраняли цитотоксическую 
активность после первой инкубации и уже через 
3 ч жизнеспособность клеток была на уровне кон-
трольных, не обработанных L-АСП клеток. Таким 
образом, иммобилизация L-АСП на композит БЦ–
хитозан способствует её пролонгированному дей-
ствию на опухолевые клетки меланомы.

Ожидаемо, фермент EwA, иммобилизованный 
на плёнки, практически не вызывал цитотоксиче-
ского эффекта на условно-нормальные фибробла-
сты WI-38 (рис. 7). Наблюдали небольшое пониже-
ние жизнеспособности клеток только при первой 
трёхчасовой инкубации до уровня 66,5–85,4% 
для  EwA, иммобилизованной на БЦ, и до уровня 
71,7–93,0%  – для фермента, иммобилизованного 
на БЦ–хитозан.

Таким образом, иммобилизация L-АСП на 
композит БЦ–хитозан способствует её пролонги-
рованному действию на опухолевые клетки мела-
номы. Пролонгированного действия на условно-
нормальные клетки не обнаружено.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на уникальные свойства нативной 
БЦ, её использование в качестве носителя тера-
певтических агентов ограничено их профилями 
абсорбции и высвобождения лекарственного 
агента. Зачастую высокая скорость этих процессов 
ограничивается несколькими первыми часами 
[37,  70,  86,  87]. В  некоторых ситуациях это может 
привести к первоначальному локальному высо-
кому накоплению препарата и вызывать токсиче-
ские эффекты в клетках нормальных тканей  [88].

На данный момент разработано несколько 
композитов (полупроникающих гидрогелей) на 
основе БЦ и хитозана с улучшенными механи-
ческими и антибактериальными свойствами  [43, 
51, 55,  89]. Гидрогели обычно готовят путём сме-
шивания БЦ с раствором хитозана с последую-
щей сшивкой глутаровым альдегидом. В  такой 
системе один полимер сшит, а другой полимер 
остаётся линейным. Однако линейный полимер 
остаётся физически связанным со сшитым поли-
мером посредством сил Ван-дер-Ваальса, электро-

статических взаимодействий, водородных связей, 
гидрофобных взаимодействий или комбинации 
этих взаимодействий  [89]. Известно, что сшивка 
сети гидрогелей может препятствовать прежде-
временной протеолитической деградации иммо-
билизованных высоколабильных макромоле-
кулярных препаратов (например, антител), что 
может способствовать увеличению времени полу-
жизни препаратов в крови и улучшить стабиль-
ность гидрогелей за счёт увеличения плотности 
поперечных связей  [90].

В нашем исследовании для БЦ, выращенной 
в течение 96  ч, наблюдали более медленное вы-
свобождение L-АСП, по сравнению с 72-часовыми 
плёнками, и сравнимое с тонкими 48-часовыми 
плёнками  (рис.  2,  а). Такой результат соотносит
ся с исследованием Pavaloiu  et  al.  [43], в котором 
композиты поливиниловый спирт–хитозан–БЦ 
применяли для достижения контролируемого вы-
свобождения ибупрофена. Диффузия ибупрофена 
снижалась по мере увеличения концентрации 
БЦ в составе плёнок. В  нашем случае это ука-
зывает на то, что толщина БЦ (которая зависит 
от времени выращивания продуцента) значимо 
влияла на высвобождение L-АСП через 24  ч: ак-
тивность плёнок, выращенных в течение 72  ч, 
была в 2 раза выше, чем у таковых, выращенных 
за  48  или  96  ч.

При анализе высвобождения L-АСП из плё-
нок БЦ и БЦ–хитозан было показано, что концен-
трация хитозана не влияла на активность L-АСП 
(рис.  2,  б; рис.  3). Это можно объяснить тем, что 
частицы хитозана могли агрегировать между 
собой, и хитозан не успевал полностью пропи-
тать плёнки  БЦ. В  подтверждение этому в работе 
Li  et  al.  [72] было показано, что адсорбционная 
способность композита БЦ–гиалуроновая кислота 
не зависела от концентрации последней в первые 
часы инкубации.

Ранее композиты БЦ–хитозан в основном 
разрабатывались как перевязочный материал 
для ран  [91,  92] и БЦ с хитозаном инкубировали 
6–12  ч. Нами было предложено подобрать опти-
мальное время инкубации хитозана и БЦ для 
доставки L-АСП в опухолевые клетки меланомы. 
Длительное время инкубации (6  ч) с хитозаном 
(рис.  2,  в) приводило к уменьшению активности 
L-АСП практически до нуля, в то время как инку-
бация БЦ с хитозаном в течение 1–2  ч не влияла 
на активность L-АСП через 24  ч. Это указывает 
на то, что для иммобилизации нашего фермента 
время инкубации БЦ с хитозаном должно быть 
значительно снижено.

Кроме того, на активность фермента влия-
ло время инкубации БЦ–хитозан с глутаровым 
альдегидом  (рис.  2,  г). Ранее в исследовании 
Monteiro  et  al.  [85] были подобраны условия реак-
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ции глутарового альдегида и хитозана. Реакция 
проводилась в нейтральной среде, а время инку-
бации составляло 1  ч при комнатной температу-
ре. Таким образом, данные условия подходят для 
получения композита БЦ–хитозан для иммобили-
зации L-АСП.

При оценке высвобождения L-АСП для компо-
зита БЦ–хитозан (концентрация хитозана  0,05%) 
был показан более длительный кумулятивный 
релиз в течение 24  ч, чем для нативных плё-
нок  БЦ. Эти данные соотносятся с результатами 
исследования по применению БЦ-хитозановых 
композитных гидрогелевых шариков для иммоби-
лизации липазы из Candida rugosa  [51]. В  резуль-
тате иммобилизации время полужизни липазы 
увеличилось более чем в 3  раза. Хитозан при 
сшивании с глутаровым альдегидом образовывал 
дополнительную трёхмерную структуру на волок-
нах  БЦ, в результате чего происходило утолщение 
волокон (это подтверждается изображениями СЭМ 
на  рис.  5) и более эффективное удержание L-АСП 
в композите.

Данные характера высвобождения L-АСП из 
плёнок БЦ или композита, а также сопоставле-
ние кинетической модели Хигучи и коэффици-
ента диффузии со значением  n  <  0,45 указывает 
на контролируемое диффузией высвобождение 
фермента  [93]. Модель Хигучи предполагает, что 
высвобождение лекарственного средства основа-
но на диффузии Фика, где основным результатом 
является зависимость транспорта лекарства от 
квадратного корня времени  [94,  95]. В  то время 
как для описания высвобождения L-АСП из БЦ 
без модификации наиболее соответствовала мо-
дель Корсмейера–Пеппаса и была характерна ано-
мальная диффузия  (n  >  0,45) с характеристиками 
субдиффузии [96] и более быстрое высвобождение 
L-АСП в первые часы.

Диффузия веществ тесно связана со структу-
рой материала, через который происходит диф-
фузия  [95], поэтому модификация БЦ–хитозаном 
позволила получить пролонгированное высво-
бождение L-АСП. На  степень адсорбции белка 
на БЦ влияют такие характеристики, как её 
пористость и плотность волокон, зависящие от 
времени культивирования и состава среды  [97]. 
В  нашем исследовании пористость композита 
БЦ–хитозан была в 1,6  раза выше, чем немоди-
фицированной БЦ, и включение в матрицу БЦ–
хитозана с последующей сшивкой глутаровым 
альдегидом способствовало уменьшению пор. 
Это создало стерические препятствия для бы-
строго высвобождения фермента из матрицы и 
пролонгировало действие на клетки in  vitro. Наи-
более важной особенностью плёнок является раз-
мер сетки, образуемый фибриллами  БЦ. Размер 
влияет на стерические взаимодействия между 

БЦ и терапевтическим средством и в конечном 
итоге определяет, как средство высвобождается 
из матрицы  [90]. Эффект стерических затрудне-
ний вызывает блокировку средства внутри сети 
до тех пор, пока не произойдёт разрушение сети 
или увеличение размера сетки за счёт набухания 
или деформации  [98].

Данные, полученные на клетках  (рис.  6), со-
ответствовали общей тенденции высвобождения 
L-АСП из БЦ и композитов БЦ–хитозан в растворе. 
Иммобилизованный фермент обладал цитотокси-
ческим действием на опухолевые клетки линии 
увеальной меланомы  А875, а использование ком-
позита БЦ–хитозан увеличило продолжитель-
ность его действия до четырёх последователь-
ных инкубаций. Это указывает на то, что даже 
при нескольких переносах небольшого количе-
ства высвободившейся L-АСП было достаточно 
для цитотоксического эффекта, в то время как 
высвобождение L-АСП из БЦ было практически 
100% после первой инкубации. На  условно-нор-
мальных клетках WI-38 пролонгации цитоток-
сического эффекта не обнаружено. В  недавних 
исследованиях цитотоксическая активность сво-
бодной формы L-АСП была показана на несколь-
ких культурах клеток солидных опухолей  [99],  
а ПЭГ–L-АСП обладала хорошей противоопухоле- 
вой активностью в отношении злокачествен-
ной меланомы в клинических испытаниях 
фазы  I  [100]. Ранее были разработаны конъюгаты 
EwA с ПЭГ  [22], альбумином  [101], гликоль–хито-
заном  [102] и ПЭГ–хитозаном  [103]. Конъюгаты 
EwA и ПЭГ–хитозан имели в 3–5  раз большую 
специфическую активность в отношении кле-
ток К562 и Jurkat, а состав и структура конъю-
гата имели критическое влияние на цитотокси-
ческий эффект  [103]. На  данный момент ведётся 
рандомизированное клиническое исследование 
препарата инкапсулированного в эритроциты 
для терапии тройного негативного рака молоч-
ной железы  [104]. Кроме того, известно, что пе-
реключение на альтернативные типы L-АСП 
рекомендуется для пациентов с реакцией гипер-
чувствительности, иммунной или протеолити-
ческой инактивацией фермента  [105]. Меланомы  
представляют собой поверхностный тип рака, 
который эффективно лечится хирургическим пу-
тём [106]. Однако существуют клинически и гене-
тически различные подгруппы меланомы, для ко-
торых данная стратегия неэффективна  [106,  107], 
что определяет актуальность разработки подхо-
дов к терапии отдельных видов меланом. Именно 
поэтому клетки линии меланомы были выбраны 
для данного исследования.

Некоторые традиционные методы лечения 
меланомы оказались неэффективны, что приве-
ло к исследованию комбинированных подходов 
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для терапии данного заболевания  [106]. Терапия, 
основанная на истощении аминокислот c помо-
щью ферментов, расщепляющих аминокислоты, 
может иметь потенциальное применение для 
лечения некоторых типов опухолей  [108], в том 
числе меланом. Подобный эффект на меланомы 
продемонстрирован для таких ферментов, как 
аргининдеминаза и аргиназа  [109].

Разработано несколько систем для доставки 
лекарств к клеткам с минимальными побочны
ми эффектами. Одним из видов носителей для 
таких систем доставки являются гидрогели с 
использованием натуральных и синтетических 
полимеров  [110]. Трансдермальная доставка име-
ет ряд преимуществ перед инъекцией белков в 
системный кровоток  – это неинвазивность, пред-
отвращение метаболизма первого прохождения, 
пролонгированное и контролируемое действие, 
уменьшение частоты введения лекарства, улуч-
шенная биодоступность, простота самостоятель-
ного применения [111, 112]. Доставка EwA с помо-
щью БЦ позволит увеличить концентрацию EwA 
в месте опухоли, а также может быть альтернати-
вой для пациентов, которые не могут быть опери-
рованы или имеют противопоказания к систем-
ной химиотерапии. Однако для данного подхода 
есть ряд ограничений. Роговой слой действует 
как барьер для больших молекул, в том числе 
белков  [113]. Другим ограничением является то, 
что L-АСП, иммобилизованная на плёнках  БЦ, 
применима только к поверхностным опухолям. 
Также опухолевые клетки могут обходить чув-
ствительность к L-АСП из-за высокой экспрессии 
аспарагинсинтетазы, в результате чего может 
потребоваться терапия более высокими дозами 
L-АСП [114]. Определение уровня экспрессии аспа-
рагинсинтетазы  [109] в клетках перед терапией 
позволит определить потенциальную чувстви-
тельность клеток к ферменту.

Таким образом, локализованное непрерывное 
высвобождение L-АСП EwA может быть перспек-
тивным для терапии солидных опухолей, обеспе-
чивая пролонгированное локальное воздействие 
на опухолевые клетки меланомы при снижении 
частоты применения препарата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Общеизвестным механизмом цитотоксиче-
ской активности L-АСП является гидролиз аспара-
гина. Однако альтернативные механизмы, такие 
как подавление теломеразы  [115–117], высвобож-
дение 2-HS гликопротеина фетуина  [118] и раз-
рушение рецепторов конконовалина  [119], также 
могут быть вовлечены в развитие цитотоксиче-

ских эффектов. Широкий спектр известных L-АСП 
различных продуцентов с индивидуальными 
свойствами, прежде всего термофильных орга-
низмов  [120–122], а также подходы к получению 
рекомбинантных аналогов делают возможным 
создание биоплёнок с заданной характеристи-
кой биологического действия  [6]. Новые компо-
зиты БЦ–хитозан были успешно получены путём 
смешивания суспензии хитозана с мембранами 
БЦ и последующей сшивкой с помощью глута-
рового альдегида. По  сравнению с немодифици-
рованными мембранами, композиты БЦ–хитозан 
показали более высокую пористость, водоудержи-
вающую способность и меньший средний размер 
пор. L-АСП Erw.  carotovora, иммобилизованная на 
композиты БЦ–хитозан, обладала в 3  раза более 
длительным высвобождением и сохраняла цито-
токсические свойства в отношении клеток мела-
номы, но не условно-нормальных фибробластов 
(даже после трёх последовательных переносов), 
в  то время как цитотоксичность при её иммо-
билизации на БЦ сохранялась лишь при первой 
инкубации с клетками.
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A significant challenge associated with the therapeutic use of L-ASNase for the treatment of tumors is 
its rapid clearance from plasma. The effectiveness of L-ASNase is limited by dose-dependent toxicity. 
Therefore, new approaches are being developed for L-ASNase to improve its therapeutic properties. 
One of the approaches to enhance the properties of enzymes, including L-ASNase, is immobilization 
on various types of biocompatible polymers. The immobilization of enzymes on a carrier allows 
for the improvement of enzyme stability and the alteration of enzymatic activity duration. Bacterial 
cellulose (BC) is a promising carrier for various drugs due to its biocompatibility, non-toxicity, high 
porosity, and high drug loading capacity. Therefore, this material has a high potential for application 
in biomedicine. Native BC is known to have a number of disadvantages related to structural stability, 
which has led to the consideration of modified BC as a potential carrier for the immobilization of 
various proteins, including L-ASNase. In our study, a BC-chitosan composite in which chitosan is cross-
linked with glutaraldehyde was proposed for the immobilization of L-ASNase. The physicochemical 
characteristics of BC-chitosan films were found to be superior to those of native BC films, resulting 
in an increase in the release time of L-ASNase in vitro from 8 to 24 hours and from 2 to 10 hours in 
a melanoma cell line upon transfer. Consequently, chitosan-modified BC films exhibit an augmented 
duration of cytotoxic action of immobilized L-ASNase on melanoma tumor cells in comparison to 
BC. This effect is associated with a transformation in the structure of BC due to cross-links between 
chitosan, which altered the physicochemical properties of BC.
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