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В РАЗВИТИИ
БИОТЕХНОЛОГИИ
Как известно, в прошлом году было опубликовано постановление ЦК КПСС и Совета Министров СССР «О дальнейшем раз​витии физико-химической биологии и биотехнологии и использовании их достижений в медицине, сельском хозяйстве и промышленности». Суще​ственное внимание в нем уделено актуальным вопросам биологической физики. Эти вопросы займут центральное место в работе I Всесоюзного биофизического съезда, который состоится в начале августа текущего года в Москве и будет обсуждать всю программу работ советских биофизиков на пятилетку.

В данной статье затрагиваются задачи, стоящие перед современной технической биофизикой, и на отдельных примерах иллюстрируется ее роль в развитии биотехнологии как одного из непременных условий науч​но-технического прогресса.

Современное значение биотехнологии было широко освещено на недав​нем Общем собрании Академии наук СССР'. В частности, было показано, что в различных технологических процессах для создания самых различ​ных веществ ныне применяются многие виды микроорганизмов. В табл. 1 приведен далеко не полный перечень биотехнологических продуктов, про​изводимых с помощью разных продуцентов, и в первую очередь микроор​ганизмов. Этот перечень свидетельствует, что наряду с биохимией и мик​робиологией в решении биотехнологических проблем активно участвует биологическая физика. Так, особой физико-химической техники требуют работы в области генной и клеточной инженерии, которая лежит ныне в основе новейших биотехнологических процессов. В создание этой техники вносит значительный вклад техническая биофизика. Дело заключается не только в том, чтобы найти или получить методами генной инженерии удач​ный штамм-продуцент, обладающий необходимыми свойствами, но и адап​тировать его к условиям технологического процесса, создать методы и тех​нику управления его работой и ростом, контроля за ними.

В последнее время в биотехнологии наряду с микроорганизмами все шире используются в качестве продуцентов тех или иных веществ клетки животных и растений (см. табл. 1). Работа с ними, управление их ростом

1 См.: Вестник АН СССР, 1982, № 4.
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требуют новых методов, отличных от существующих в микробиологиче​ской промышленности. Создание такой техники — это также одна из задач технической биофизики.

Наконец, важно не только включить биологический объект в техноло​гический процесс, но и найти пути использования результатов физико-хи​мических и технических разработок в биологических системах, в том чис​ле создавать новые искусственные органы, ткани, кровезаменители и т. п. Успех и этих работ во многом определяется достижениями технической биофизики.

Результаты биофизических исследований обеспечивают развитие так​же новых областей биотехнологии, например таких, как получение бессе-ребряпых фотоиосителей, создание датчиков, реагирующих на химические агенты, биофотопреобразователей и т. п.

Все эти направления технической биофизики разрабатываются биофи​зиками Академии наук СССР в соответствии с требованиями развития биотехнологии, и ими уже получен ряд существенных результатов.

2    Вестник АН СССР, Mi 7
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Создание технических средств для генной и клеточной инженерии. Развитие биотехнологии предусматривает создание техники и методов микроопераций на живых клетках, получение информации о физиологи​ческом состоянии клетки. Это, в частности, необходимо, с одной стороны, для исследования степени биологической активности тех или иных соеди​нений, выяснения их влияния на биологические объекты, что имеет важ​ное значение для решения вопроса о целесообразности внедрения этих веществ в практику с лечебной целью или с целью охраны окружающей среды, а с другой — для получения высокопродуктивных линий сельско​хозяйственных животных и растений эмбриолого-генетическими метода​ми селекции 2 и т. п. Для этого нужно иметь возможность оперировать клетку, вводить в нее различные ионы, клеточные органеллы, участки хро​мосом, инъецировать биологически важные макромолекулы, сохранять жизнеспособность клетки во время опыта и т. д. Здесь встают сложные задачи, причем не только методического плана. Возникает необходимость создания специальной аппаратуры, способной обеспечивать стабильные перемещения микроинструментов с точностью до долей микрона, удержи​вать клетку в определенном положении и инъецировать в нее вещества в объеме до 10-и мл; требуются инструменты микронных размеров.
Институтом биологической физики АН СССР и СКВ биологического приборостроения АН СССР разработан многофункциональный комплекс приборов (рис. 1), к серийному выпуску которого приступил Эксперимен​тальный завод научного приборостроения АН СССР в Черноголовке. В со​став комплекса входят 60 различных приборов и устройств (рис. 2), из которых, как из «конструктора», можно создавать разные эксперимен​тальные установки. На основе приборов этого комплекса ведутся работы по биотехнологии более чем в 20 организациях различных министерств и ведомств.
Отвечает потребностям биотехнологии и другой прибор — «Морфо-квант» (рис. 3), созданный биофизиками Научного центра биологических исследований АН СССР в Пущине совместно с работниками народного предприятия «Карл Цейс Йена» (ГДР). При работах, основанных на кле​точной инженерии, нужно контролировать деятельность генетического аппарата клетки, следить за возникающими мутациями, определять чис​ленные и структурные нарушения кариотипа — набора хромосом. Анало​гичные задачи возникают в медицинской генетике. «Морфоквант» — пре​цизионный автоматический оптический сканирующий микроскоп, сопря​женный с управляющей цифровой вычислительной машиной, позволяет за 5—7 мин. построить карту набора хромосом животного или человека и выдать ее в удобной для исследователя форме. Много таких приборов уже работают в учреждениях Советского Союза.
Разработка технологии и аппаратуры для культивирования бактерий и клеток. Уже говорилось о том значении, которое приобретает для био​технологии создание методов и технических средств управляемого куль​тивирования не только микроорганизмов, но и отдельных клеток животных и растений. В настоящее время культивирование тканевых клеток пред​ставляет собой эффективный исследовательский метод в биологии и меди​цине и ответственный этап технологических процессов в производстве раз​личных препаратов медицинского и ветеринарного назначения.
2 См., например: Эрнст Л. К., Газарян К. Г. Разработка эмбриолого-генетических методов репродукции и селекции животных. Научное сообщение.- Вестник АН СССР, 1981, № 8.
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Созданы автоматизированные системы параметрического управления для ускорения выхода биомассы на основе культивирования одноклеточ​ных водорослей, бактерий, простейших, изолированных органов и тканей, конвейерных культур сельскохозяйственных растений. В результате тео​ретических исследований закономерностей развития открытых и замкну​тых экосистем исследована общая картина микроэволюцин популяций микроорганизмов в проточных условиях. Изучено одно из важнейших свойств открытых по веществу (энергии) биологических систем — эффект гомеостаза, или аутостабилизации, заключающийся в том, что стационарный уровень (средняя концентрация) фактора, лимити​рующего    рост    микроорганизмов,   не   зависит   в   широких   пределах   от

2*
Организация и эффективность научных исследований
36
[image: image3.jpg]Pue. 2. Cxema Gagonoro npudo-
pa KOMILICKCA npHGOPOB AR
MUEDOXHPYPITT — MIKPOMART-
nyanTopa

1 — anmsuOpanonnoe
e ¢ nmtrofl, 2 — crom  fan
yeranonwn  MUKpocKona, 3 — MiK-
poNOaNIHANED © MATHITIN DAt
MAKOM, §—0 — CACNHLE MIE)OMA-
HUNYAATORI  PASAMMELY  THIOR,
10—15 — Gaowat ympanacinuE 1§ e
AU AMIEDONAINTIYARTOPOE, 14—
ownIeknl MIEpOCKon





его концентрации на входном потоке (Институт биохимии и физиологии микроорганизмов АН СССР, Институт биологической физики АН СССР, Институт биофизики СО АН СССР, Институт физиологии растений им. К. А. Тимирязева АН СССР и др.).

Работы по управляемому культивированию микроорганизмов уже дали важные практические результаты. Например, разработана технология и создана опытная установка для непрерывного производства биомассы водородокисляющих бактерий на электролизном водороде производитель​ностью 10 кг в сутки (Институт биофизики СО АН СССР). С пуском установки в Сибири начаты производственные испытания биологической ценности этой биомассы в опытах на сельскохозяйственных животных и птице. Показана возможность замены ею (на 30—50%) традиционных белков животного происхождения (сухое молоко, мясо-рыбные продукты) в рационах поросят, бройлеров, песцов и норок. Разработаны технология и аппаратура для непрерывного культивирования железоокисляющих бактерий с сопряженным электрохимическим восстановлением субстрата (тот же институт), что позволило повысить концентрацию их биомассы в культуре и интенсивность окислительных процессов в 100—1000 раз по сравнению с классическим культивированием. Железоокисляющие бак​терии — перспективный продуцент биологически активных веществ и реа​гент в гидрометаллургических процессах.

Что касается культивирования клеток, то здесь важнейшее значение приобретает создание методов обеспечения жизнедеятельности клеток в условиях, близких к условиям их существования в организме. Институтом биологической физики АН СССР совместно с опытным производством Института проблем онкологии им. Р. Е. Кавецкого АН УССР создан спе​циальный прибор «Целлотрон» для управляемого культивирования жи​вотных клеток. Нужно сказать, что клетки в культуре независимо от их видовой принадлежности могут относиться к одному из трех типов, каж​дый из которых требует особых условий культивирования. Это, во-первых, клетки, полученные в результате дезагрегации тканевых эксплантантов. Такие клетки образуют первичную культуру, сохраняют многие важные функции и нуждаются в условиях, наиболее близких к условиям сущест-
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воваиия клеток в организме. Во-вторых, это клетки, адаптированные к условиям культивирования, допускающие многократное деление в куль​туре. Такие клетки образуют клеточные линии и штаммы. Наконец, в-третьих, клетки, синтезированные методами клеточной инженерии; в них искусственно развита какая-либо биосинтетическая функция. В этом слу​чае их культивирование требует специальных методик.

Для успешного развития тех областей, которые базируются на куль​тивировании клеток, еще предстоит решение многих задач, таких, напри​мер, как выяснение механизмов адгезии клеток и субстратов, исследова​ние кинетики культивирования клеток на микроносителях, изучение околоклеточного массообмепа, механизмов специфического управления клеточным ростом.

Для репродукции большинства клеток в культуре они должны быть прикреплены к опорному субстрату; в этом их существенное отличие от культивируемых микроорганизмов. Однако недостаточно изучены причи​ны распластывания клеток при их прикреплении к субстрату, механизмы формирования клеточного образования на субстрате, структурные изме​нения, происходящие в клетке, и т. д. Для данных процессов основное зна​чение имеют связи клетка—субстрат различного происхождения: механи​ческие, химические, электрические. Понимание механизмов этих процессов необходимо для выбора оптимальных видов микроносителей. Дело в том, что для образования в клеточном реакторе развитой ростовой поверхности его рабочий объем наполняется подвижными или неподвижными телами (шарики и кольца из стекла, частицы полимера, пузырьки перфторугле-родов и т. п.). Это достигается, как правило, в условиях перемешиваемой многофазной системы. Задача же дальнейшего повышения эффективности процессов культивирования решается путем применения микроносителей (размер 100-^200 мкм), что обеспечивает еще большее увеличение росто​вой поверхности. В этом случае процесс культивирования тканевых кле-
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ток удается проводить по типу непрерывных микробиологических про​цессов со значительным выходом продукта (рис. 4 и 5).

Большой интерес представляют специфические формы управления репродукцией и дифференцировкой клеток в организме. Их изучение при​водит к идее культивирования клеточных ассоциаций — клеток различного происхождения, биосинтетические функции которых оказывают регули​рующее действие на культуру в целом. Формирование гуморальных связей между клеточными ассоциациями может также осуществляться при помо​щи полупроницаемых мембран.

Все  сказанное  свидетельствует, что  круг вопросов,  которые  должна решать  техническая биофизика   в   интересах   прогресса  биотехнологии,
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весьма обширен. Но к сфере биотехнологии должны быть отнесены и ре​зультаты других биофизических исследований, перспективные в смысле технического их приложения. Это касается, в частности, создания опреде​ленных искусственных материалов и веществ, способных по своим свойст​вам заменить природные, дефицитные по тем или иным причинам.

Создание искусственных веществ и материалов для замены природных биологического происхождения. В настоящее время очень актуальна за​дача создания кровезаменителя с функцией переноса кислорода, что обус​ловлено потребностью в больших количествах крови при ограниченных возможностях ее заготовки и хранения. При потере человеком или живот​ным половины крови необходимо вливание донорской крови, так как в про​тивном случае возникает дефицит кислорода, способный привести организм к гибели. Ни одни из существующих кровезамещающих растворов не в со​стоянии устранить кислородное голодание.

Исследования в этой области ведутся по трем основным направлениям: использование различных препаратов гемоглобина; синтез низкомолеку​лярных соединений — так называемых хелатных комплексов, содержащих металлы; создание синтетической «крови» на основе эмульгированных пре​паратов полностью фторированных органических соединений — ПФОС. В настоящее время наибольшие успехи достигнуты с применением эмуль​сий ПФОС.

Создание «искусственной крови» относится к числу многоаспектных проблем. Для ее решения необходимы совместные усилия специалистов различного профиля. Разработана целая комплексная научно-техническая программа по созданию и выпуску нового класса газопереносящих сред на основе перфторуглеродов (Институт биологической физики АН СССР, Институт элементооргапических соединений им. А. Н. Несмеянова АН СССР). В выполнении этой программы участвуют более 40 институтов и предприятий различных ведомств и министерств. Значительная роль принадлежит здесь технической биофизике.

В итоге комплексных исследований в Институте биологической физики АН СССР была создана технология изготовления эффективных перенос​чиков кислорода и углекислоты на основе ПФОС (табл. 2).

Получены устойчивые, нетоксичные эмульсии (рис. 6), введение ко​торых в кровеносное русло собакам позволяет заменить 70% массы крови и не допустить их гибели. У животных постепенно восстанавливаются бел​ки плазмы, форменные элементы крови, причем побочных эффектов не наблюдается.

Следует отметить, что применение этой эмульсии у нас в стране дало уже успешные клинические результаты при операциях на сердце чело​века для предотвращения ишемии миокарда и при лечении больных с легочной недостаточностью методом длительной впелегочной оксигенации. Конечно, окончательно судить о ценности «искусственной крови» и перс​пективах ее использования можно будет только после широкой клиниче​ской апробации, но экспериментальные работы позволяют уже сейчас от​метить ее определенные преимущества по сравнению с донорской кровью: создается возможность организации массового производства «крови» в неограниченных количествах; снимаются проблемы, связанные с группо​вой и подгрупповой несовместимостью, иммунологическим конфликтом; сохраняется газотранспортная функция в течение длительного периода и, наконец, обеспечивается возможность хранения и транспортировки.

Эти преимущества позволяют рассчитывать, что искусственную кровь можно будет использовать при различных ситуациях: в случае значи​тельной кровопотери или необходимости частичного замещения крови при оперативных вмешательствах, для полной замены крови при тяжелых от-
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равлениях, бактериальных, вирусных интоксикациях, в ветеринарной медицине. Есть основания полагать, что эмульсии ПФОС могут оказаться полезными при лечении ожогов, травматического шока, нарушений кро​вообращения на почве атеросклеротического поражения сосудов, инфарк​та миокарда, расстройств мозгового кровообращения, для повышения эф​фективности противоопухолевой терапии, сохранения органов, подготав​ливаемых к трансплантации, и т. д. Большую роль кровезамещающие эмульсии ПФОС могут сыграть в биологическом и медицинском экспери​менте изучения транспорта гормонов, ферментов, метаболитов, обмена белков и ферментов, а также для разработки новых подходов к изучению физиологии крови и кровообращения

Новое техническое приложение результатов биофизических исследо​ваний — создание бессеребряных фоторегистрирующих материалов, поз​воляющих как производить запись, так и стирать оптическую информа​цию. В основу этих материалов положен ретиналь-белковый комплекс — бактериородопсин, получаемый из суспензии фрагментов пурпурных мемб​ран галофильных микроорганизмов, и его аналоги, получаемые путем химической модификации. Эта работа проводится сейчас совместно не​сколькими институтами (Институт биоорганической химии им. М. М. Ше​мякина, Институт биологической физики, Физический институт им. П. Н. Лебедева АН СССР, Московский институт тонкой химической технологии им. М. В. Ломоносова Министерства высшего и среднего спе​циального образования РСФСР).

Как показали исследования, на основе аналогов бактериородопсина можно создавать фотоматериалы с различным спектром поглощения, то есть получать цветные фотохромные пленки, диапазон чувствительности которых составляет 400—650 нм, что практически перекрывает диапазон
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видимого света. Существенно, что время хранения информации на этих фотоматериалах различно и зависит от применяемых аналогов бактерио​родопсина, но в перспективе намечаются пути доведения этих сроков до нескольких месяцев.

Еще одна особенность этих материалов заключается в том, что моле​кулы бактериородопсина упакованы в мембране в виде гексагональной кристаллической решетки (рис. 7). Ориентация фрагментов мембраны в плоскости пленки не представляет особых трудностей. В результате по​лучается многослойная пленка, в которой расположение фоточувствитель​ных ячеек близко к теоретически идеальному для фотоматериала. Если учесть, что размер каждой ячейки не превышает 40 А, то нетрудно по​нять, что «плотность информации» в такой пленке необычайно высока (пропорциональна 7л3, где X — длина волны света, и при % — 250 нм достигает 1013—1014 бит/см3). Предварительные эксперименты показали, что после УФ-облучения пленок изображение на них может храниться сколь угодно долго.

Несомненно, что дальнейшее расширение работ в области технической биофизики обогатит биотехнологию, вооружит ее новыми важными сред​ствами и позволит внести существенный вклад в решение задач медици​ны, сельского хозяйства и промышленности.
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