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официа-тrьного оппонента на диссертацию Каrryстина .Щмитрия Валерьовича

<Фторполимер- и полиtшилинсодержатrlие композиты как эффективньй инструплент

молекуJuIрной биотехнологии), представленную на соискtlние уrеной степени доктора
химических наук по сrтециальностям 03.01.06 - биотехнология (в том тмсло

бионанотехнологии) и 02.00. 06 - высокомолекулярные соединениJI

Важньпл нiшравлением бионаrrотехнологии явJuIется разработка HoBbD( способов

пробоподготовки, стrособньпс обеспечить высокую чувствительность молекуJuIрно-

диагностичоских методов. В качестве примера можно привести повышение вьD(ода

высокооtмщенньIх препаратов биополимеров, в частности, н)rкJIеиIIовьIх кислот, при их

вьцелении из биологических проб сложного состава. Если ранее в протоколах

пробоподготовки в IIервую очередь формулировались требования к вьD(оду и !Iистоте

вьцеJIяемого биополимера, то сегодня в дополнение к этому требуется сокращение

длитеJIьности и уfiрощение процедуры вьцеления целевого продукта.

Известные методы вьцеления биополимеров из биологических смесей

мЕогостадийны, трудоемки и часто сопровождаются значительными потерями вьцеJuIемого

биополимера. Автором предложен новьй одностадийный способ вьцеления

биопо.тпrмеров, согласно которому образец наЕосится на специчшьно подготовленньш1

сорбент, не взaимодействующий с биополимером. Последний вьтходит в искJIюченном

объеме, при этом протIие комrrоЕенты смеси (образча) удерживЕlются сорбентом и затем

контролируемо удаJIяются при пропускании подхомщего эJIюента (или эrпоентов).

Эффективность вьцелеЕия целевого биополимера может достигать практически 100%.

В ходе выполнеЕия работы автор разработал методы модификации традиционьж

сорбентов полимераNIи, которые обеспечили вьD(од нукJIеиновьIх кислот в искJIюченном

объеме (эффект <<негативной селекции)) в терминологии автора), исследовzrл физико-

химические и сорбциоЕIIые свойства полr{енньж материалов, предложил оптимzlльные

констр}кции биосепарирующих элементов в качестве tlльтернативы хроматографическим

колонкtlIчI и разработа-тl оIIтимttльные протоколы пробоподготовки дJIя работы с

биосепарирующими элемеIIтзlп{и. Сказанное вышs свидетельствует об актуальности темы

работы, оригинаJIьности предложенного эксIIериментt}льного подхода и прzжтическкой

зЕачимости поJryченньD( результатов.

,Щиссертация вкJIючает введение, пять глЕlв с обзором литературы и обсуждением

поJIученньD( tlвтором результатов, выводы и библиографический список из 4З9

нЕlименований; работа изложена на382 страницах и содержит 36 таб.тмци l27 рисуIIков.

В обзоре литературы (Глава 1) рассмотрены методы вьцеления нуклеиновьD( кислот

из биологических образцов и физико-химические процессы, лежащие в основе этих методов.



Обсуждены носители, применяемые для полrIения композиционньD( сорбентов:

традиционные - кремнеземы и синтетические мембраны, и перспективные - стекJIянные

мультикапилJIяры. Особое внимzlние уделено обсуждению методов синтеза комrrозиционньD(

сорбентов дJuI рtх}деления компонентов сложньIх биологических смесей. В целом,

представленньй обзор литературы отражает развитие синтетических методов синтеза

сорбентов, что позвоJIило автору обосновать выбор использовzlЕньIх в работе носителей и

полимерньD( модификаторов.

Полryченные автором результаты представлены в четырех главах. Автор начинает с

описаниr{ объектов исследовtlния) в том число носителей, полимерньD( модификаторов,

исходньD( низкомолекуJIярньIх соединениий и биологических образцов, приводит

разработаrrные им методы синтеза композиционньD( поJIимерсодержащих материалов и

схемы эксперимеЕтaльньж установок. Здесь же дается описание методов исследовzlнпя

физико-химических и сорбционньD( свойств композиционньD( материалов.

В следующей глulве предст:}влеЕы результаты комплексного исследовчlния

сорбционньпr свойств полимерIIьD( покрьrгий. Использовав в качестве полимерЕых

модификаторов р{вличные по химической структуре rrолимеры фторсодержащие,

полиарап{иды и полиzlнилины, автор rrоказал, тго модифицированные этими полимерtll\{и

материалы не удерживtlют двунитевую ДНК, крайне слабо удерживaют однонитевую РНК и

обратимо удерживzlют молекулы белков. Этот принципиа:rьньй результi}т позволил автору

впервые реализовать на прitктике одностадиfiное вьцеление нукJIеиновьD( кислот из

биологических смесей сложного состава. Полимерные покрытиrI были охарактеризов€lны

комплексом coBpeMeHHbD( методов tlllztлиза: рентгеновской фотоэлектронной

спектроскопией, сканирующей зондовой микроскопией, сrrектрЕrльЕо-корреJlяционноЙ

интерферометрией и др. По.гтуrенные данные подтвердили вывод автора о том, что эффект

<<негативной селекции)) в отношении ,ЩНК может бьrгь реализовчlн на покрытиях из

рtr}лиtlньD( по химическому cocTtlBy и структуре полимеров. Сопоставление данньDь

поJIyIенньD( IIри исследовании статической и динаtrлической сорбции биополимеров на

полимерньD( покрытиltх, покi}зtlпо, что эффективность сорбции нуклеиновьD( кислот и бепков

опредеjIяется суммарным вкJIадом различньD( механизмов сорбции, вкJIюч€lя гидрофобные и

дипоJь-дипоJIьные взаимодействиlI, а также образование водородньпr связей.

,Щалее автор подробно оrrисывает работанные им способы сиЕтеза

полимерсодержатцих композитов - сорбентов дJIя разделен}ш смесей биополимеров и

физико-химические свойства полrIенньD( полимерньж покрытий. Автор разделил способы

синтеза композитов на две цруппы. Первая вкJIючаот способы, в которьж композит полrlЕrли

пугем полимеризации по.щодящего мономера в присутствии неtжтивированного носителя. К

их 1мслу относятся получение ПАНИ-содержtшцих композитов через химическое осаждение
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полимерного нzlнопрокрытиJI и нанесение олигомерногоfuолимерного прекурсора на

поверкIость носитеJuI методом (кастингD) с последующей иммобилизацией в результате

химического отверждения. Отдельного внимtшия засJIуживает разработанный автором

споооб фторирования слоя олигобутадиена напометровой толщины, предварительно

нанесенного на поверхность частиц объемно-пористого кремнезема. Для фиксации слоя

исrrользовали его обработку парбми дифторида ксеноца что инициировzrло одновременное

протекшие дв)д процессов: сшивку макромолекул и фторировапие полимерной фазы на

поверхЕости носитеJUI.

Вторая группа вкJIючает способы синтеза композитов на tжтивироваrrной поверхности

IIоситеJIя. ДJIя Еlктивации поверхности ее предваритеJьно модифицироваJIи

полисуrьфокислотап{иили обрабатьвали озоном. Щля полимеризации анилина использовttJIи

носители, модифицировttнные гидрофобизовtlнным фторсодержащим полимером; такой

способ позволил существенно повысить вьIход полиz}нилина и технологичность всего

процесса поJrr{ения полимерсодержilцего композита.

В последней главе рассмотрены рt}зличные варианты практического применения

разработаrтньD( композитов в состtlве разли.IIIьD( биосепарирующих элементов, особенности

конструкций которьпr тzжже обсуждаются. Обсуждены результаты пробоподготовки дJIя

проведения ПЦР-диагностики при одностаJц.rйном вьцелении нукJIеиновьf,х кислот из разIIьD(

источников: бактерий, грибов, вирусов, растений, животньD( и человека, полученЕьIх из

урогенитЕIJьIIьD( мzlзков, лизатов крови и плазмы, пищевьD( и косметических продуктов,

эксц)tжтов поrIвы и проч. В дополнение к этому предстitвлены дч}нные по использовЕlllию

композитов для очистки ПЩР-фрагментов, в качестве носителей для твердофазного синтеза

олигонуклеотидов, сорбентов дJIя оrrределения содержания витilминов в крови человока и

крабочих тел) в масс-спектрометрии HeкoTopblx flептидов. В заключении главы приведена

нагляднzuI таблица, демонстрирующая широту областей применения разработанньтх

фторполимер- и полиzшилинсодержяrцих композитов.

Благодаря комплексному исследованию эффекта низкой сорбционной активности

ряда полимеров (фторполимеры, полиаяилиЕы, полиарамиды) по отношению к .ЩНК при

одновременной высокой сорбционной €жтивности этих поJIимеров по отношению к белкам

irвTopy удалось разработать оригинальные одностад{йные схемы вылеления ДНК,
непосредственно пригодъж для ПЩР-анализа, и предложить широкий спекр применений

поJrучеЕньIх композитов дJIя иньD( биомедицинских целей. Автором полrIена серия

композициоЕньD( сорбентов (фторполимер-, полиtlIIиJIиЕ- и поJIиарап{ид-модифицированньп<)

Еа основе твердьж носителей - пористьIх и непористьD(, неорганиtIеских и органических, и

разработана линейка эффективньпr биосепарирующих элементов разJIиtшой конструкции.
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На множестве примеров ElBTop убедительно подтвердил высокую эффективность и

дЕDке универсirльность применеЕия разработшrньпr им биосепарирующих элементов в

молекулярной диtгностике для односта,щ,Iйного вьцеления нукJIеиIIовьD( кислот из

биологических образцов, различrtющихся по происхождению, источнику и способу

IIодготовки. Кроме того, автору удslлось показать возможность исIIоJьзования

разработанньD( им материалов и методов в других областях биотехнологии.

Таким образом, диссертационнаJI работа Калустина .Щмитрия Ва.rrерьевича,

безусловно, предстr}вляет собой серьезный завершенный наупrый труд, вьшолненньй на

высочайшем экспериментальном и теоретическом уровне. В работе представлен

многоплановьй эксrrериментаrrьньй материаJI, полуrенньй автором в сотрудничестве со

множеством отечественньж и зарубежньD( коллег.

,Щостоверность теоретических и методических тrоложений представленной

диссертационной работы и полrIенньD( €tвтором эксrrориментtшьньD( результатов не

вызьтRает сомнений. она подтверждается уN{елым использованием рitзличIIьD( синтетических

методов в сочетtlнии с чувствительными анаJIитическими и молекул4рно-диtгностическими

методаI\{и исследования. Представленные в диссертации выводы обосноваrrы. Автореферат

поJIностью соответствует содержаЕию диссертации, которое исчерпьтRаIоще отражеЕо в

на}пIньD( публикациях tlBTopa в ведущих зарубежньD( и отечественньD( рецензируемьD(

ж)aрнzlлах, рекомендоваIIньD( для опубликов{lЕия ocHoBHbD( результатов диссертации.

Разработашная в докторской диссертбции ,Щ.В.Капустина стратегия создtlния

полимерсодержащих композиционньD( сорбентов обеспечивает хорошую перспективу для

прtжтического rrрименения тz}ких материarлов, особенно принимая во внимztниJI современную

ситуацию с распространением нового опасного коронавируса. Предложенные в диссертации

rrо.щоды и мето.щI могуг быть использовtlны в лекционньD( курсах и в студенческих

практикумах на профильньп< кафешlах российских университетов и в лабораториях кJIиЕико-

дIЕгностического профиля.

По работе есть IIескоJIько заildечаний:

1. В диссертации было бы уместно дать срЕlвIIительную оценку эффекта от

использования разработанньD. композитов/биосепарирующих элементов и существующих на

рынке диzгностических систем (например, по себестоимости использовiшньD( материа-пов).

2. Прп обсуждении результатов вьцеления ЩНК из образцов поIIв не приведены

исчерпывaющие характеристики использовtlЕньIх образцов и не дiша сравнительнaU{ оценка

эффективн9glц ýьтлоления с помощью разработанной автором системы по срtlвнению с

существующими протоколаI\,Iи.

3. В работе следовtlпо подробнее остзlновиться на чувствительности разработанного

zlBTopoм метода (минимальной концентрации детектируемого вещества).
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Указанные заil{еч€lния нисколько не умztJulют науrной ценности диссертации ,Щ.В.

Катrуотина, не вJIияют на общее впечатлеЕио от работы и Еосят рекомендательный характер.

Таким образом, диссертация Капустина ,Щмитрия Вшrерьевиtlа явJuIется научно-

квалификационной работой, в которой на основчtнии вьшолненньD( ,lBTopoM исследовrtний

решена на)чнм проблема,. имеющая BEDKHoe хозл1ственное значеIrие для развития

бионаяотехнологий, в частности, молекулярной диагностики, в KoTopbD( применяются

полимерсодержащие комrrозиты, а также изложены новые нау{Ео обосноваrrные

техноломческие решения по созд{lнию таких композитов и по методологии их

использования. По своей iжтучtльности, новизне, )фовЕю изложения, теоретическому и

практиtIескому значению диссертациJI .Щ.В.Капустина полностью соответствуют всем

требованиям (в том числе п. 9) кПоложения о порядке присуждения rIеньж степеней>>

(угвержлеЕо постановлением Правительства Российской Федерации от 24.09.2013 г. Jф 842 с

изменениями Постановлений Правительства РФ от 2|.04.20lб г. J\b 335, от 02.08.2016 г. М
748, от 29.05.2017 г. Jllb 650), предъявJIяемым к диссертациям на соискzlние уrеной степени

доктора н&ук, а ее автор Каrrустин .Щмитрий Ва_тlерьевич засJryживает присуждения искомой

уrеной степени доктора химических наук по специirльностям 03.01.0б - биотехнология (в

том rIисле бионанотехнологии) и 02.00.06 - высокомолекуJIярные соединениrI.
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