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КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: наноаэрозоли, наночастицы, липидный монослой, электронапыление, метод стоячих рентгеновских волн, рентгенофлуоресцентный анализ  
Фундаментальная задач проекта - смоделировать условия первичного контакта наноаэрозольных лекарств с липидным слоем  на поверхности лёгкого c  целью выявления факторов, контролирующих  поведение таких частиц на поверхности липидного слоя, проникновение через слой в условиях, близких к физиологическим.  Для выполнения поставленных задач в ходе выполнения проекта сконструированы и изготовлены специальные установки для исследования взаимодействия наноаэрозольных частиц с поверхностью липидных монослоев. В результате проведённой работы нами открыто и детально изучено явление кинетического переноса липида из монослоя в субфазу при электронапылении (ЭН) заряженных наноаэрозольных частиц различной природы (белки, глюкоза, ДНК, красители, твердые наночастицы)  на поверхность монослоя дипальмитоилхолина (ДПФХ) и Сурфактанта-БЛ. Установлено, что эффективность переноса липида в субфазу определяется в основном размером и зарядом частиц. При наличии заряда, близкого к пределу Рэлея, для проникновения через монослой размер наноаэрозольной частицы должен превышать 100 нм. Открытое явление может быть практически использовано для разработки способов  внедрения лекарственных веществ в живые клетки  через их плазматическую мембрану и в других практических целях.

При ЭН наночастиц с гидрофобным покрытием на монослой ДПФХ обнаружен новый эффект: встраивание заряженных гидрофобных наночастиц в липидный монослой. Рентгеновские исследования обнаружили существенное увеличение толщины слоя   ДПФХ  (от 2.6 нм до 5-7 нм) и образование трех слоёв одинаковой толщины, но разной электронной плотности,  при  электронапылении  наночастиц золота, покрытых углеводородными радикалами С16. Резкое падение коэффициента зеркального отражения в области малых углов,  свидетельствующее о большой шероховатости поверхности, и наличие дифракционных пиков, типичных для мицелл, свидетельствуют о  значительные искажениях  в структуре монослоя в результате такого встраивания. 
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ВВЕДЕНИЕ


Использование для лечения лёгочных заболеваний лекарств в наноаэрозольной форме, способных  проникать в глубокие отделы лёгких,  представляет большой интерес для практической медицины. Однако решение этой задачи требует изучения действия наноаэрозолей биогенного происхождения на клеточном уровне и, в целом, на организм человека и животных. В первую очередь, это касается взаимодействия наноаэрозольных частиц со слоем сурфактанта, выстилающего поверхность лёгких, имеющего в основном липидный состав. Так, в Сурфактанте-БЛ, получаемом зкстракцией размолотых легких животных, содержание дипальмитоилфосфатидилхолина (ДПФХ) составляет около 60%. При этом только малую часть (около 2-4%) составляют белки. В последние годы в лаборатории Наноструктур и нанотехнологий ИТЭБ РАН (рук. Морозов В.Н.) разработан новый тип генератора, способного производить  биологические наноаэрозоли с разными размерами частиц [1,2]. Задача данного проекта состояла в исследовании механизмов взаимодействия наноаэрозольных частиц, генерируемых в процессе электрораспыления растворов веществ различной природы, с липидной мембраной (ДПФХ и Сурфактант-БЛ) в условиях, близких к физиологическим.  В рамках проекта были объединены возможности современных рентгеновских методов, разрабатываемых сотрудниками НИЦ «Курчатовский Институт», с  методами и технологиями генерации и анализа наноаэрозолей, разрабатываемыми в ИТЭБ РАН. Для выполнения Проекта были сконструированы и изготовлены специальные установки для исследования взаимодействия наноаэрозольных частиц с поверхностью липидных монослоев: (1) ванна Лэнгмюра-Блоджетт площадью 100 кв.см с приспособлениями для электронапыления (ЭН) и сбора  слабо заряженного наноаэрозоля на поверхности, (2)  приспособления для сбора и анализа наночастиц  в субфазе для дальнейшего анализа методом атомно-силовой микроскопии, (3) установка, позволяющая проводить ЭН на липидный монослой, нанесённый  на микрокаплю воды, с возможностью  периодического его растяжения, имитирующего дыхание. Разработан специальный алгоритм, позволяющий по фотографии капли определять поверхностное натяжение монослоя, вычислять объем и площадь поверхности капли. При разработке технологии ЭН ДНК выявлено существенное повреждение и фрагментация больших линейных молекул ДНК, в связи с чем было проведено дополнительное исследование факторов, влияющих на этот процесс. В результате проведённой работы нами открыто и детально изучено явление кинетического переноса липида из монослоя в субфазу при ЭН сильно заряженных наноаэрозольных частиц различной природы (белки, глюкоза, ДНК, красители, твердые наночастицы)  на поверхность монослоя модельного липида (ДПФХ) и Сурфактанта-БЛ. Показано геометрическое соответствие между площадью поверхности распылѐнных частиц и площадью удаляемого липидного слоя. Установлено, что эффективность переноса липида в субфазу определяется размером и зарядом частиц и мало зависит от поверхностного давления в монослое. Для исследования влияния степени гидрофобности поверхности частиц изготовлены наночастицы золота с гидрофильным  и гидрофобным  покрытием. При ЭН таких наночастиц на монослой ДПФХ обнаружен новый эффект: встраивание заряженных гидрофобных наночастиц в липидный монослой. Периодические двукратные изменения площади поверхности монослоя, имитирующего дыхание, не приводят к проникновению гидрофобных наноаэрозольных частиц в субфазу. При этом рентгеновскими методами также показано  увеличение толщины слоя   ДПФХ и образование трех слоёв одинаковой толщины, но разной электронной плотности. Резкое падение коэффициента зеркального отражения в области малых углов,  свидетельствующее о большой шероховатости поверхности, и наличие дифракционных пиков, типичных для мицелл, свидетельствуют о  значительные искажениях  в структуре монослоя в результате такого встраивания. В то же время электрораспыление наночастиц, образованных из гидрофильных веществ, не задерживаются на поверхности липидного слоя, а тут же проникают в водную субфазу.

.  . 

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ 

В рамках проекта выполнены следующие разработки и исследования.

1.1. Разработка установок для исследования взаимодействия наноаэрозольных частиц с липидным монослоем.  

1. Для нанесения сильно заряженных наноаэрозольных частиц на липидный монослой  изготовлена тефлоновая камера, отличающаяся от стандартной ванны Ленгмюра-Блоджетт уменьшенной площадью (100 кв. см) с целью увеличения чувствительности поверхностного натяжения к небольшим локальным изменениям давления в слое. Установка снабжена датчиком поверхностного натяжения на основе пластинки Вильгельми. Измеритель силы изготовлен на основе кремниевого изгибного датчика,  AE-800, компании SensorOne Technologies Corporation (Norway), мостовая схема регистрации силы изготовлена в лаборатории.  Подробное описание установки и условий проведения эксперимента приведено в работе [3].
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Рис. 1. Установка для ЭН на липидный монослой.
2. Для контролируемого переноса  липидного монослоя на поверхность твердой подложки (слюды или пиролитического графита) разработано устройство, представленное на рис. 2. Устройство включает держатель, на котором закреплён электрический мотор с редуктором, направляющая и червячная передача. Устройство позволяет извлекать образец слюды или пиролитического графита с регулируемой скоростью  0.5-60 мм/мин.
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Рис. 2. Устройство для переноса липидного монослоя на поверхность слюды или пиролитического графита.
3. В установке для нанесения слабо заряженных наноаэрозольных частиц на поверхность липидного монослоя на ванну помещается металлизированный колпак так, что между поверхностью монослоя и поверхностью колпака образовался зазор величиной 8-10 мм. Верхняя часть колпака имеет ряд входных и выходных отверстий, через которые в зазор подается наноаэрозоль от генератора. При приложении высокого напряжения между  металлизированой поверхностью и водным раствором в ванне заряженные частицы соответствующей полярности притягиваются и осаждаются на липидном монослое. 
4. На Рис. 3 представлена установка для ЭН наночастиц на липидный монослой, нанесённый  на микрокаплю воды, расположенной на специальном пьедестале. Устройство позволяет проводить  периодическое  растяжение липидного слоя, имитирующее дыхание. Небольшая поверхность капли (1 см2) обеспечивает значительно большую плотность частиц при ЭН, чем при использовании ванной Лэнгмюра-Блоджетт.  Особенность данной установки заключается в том, что она позволяет измерять изменения поверхностного натяжения липидного монослоя в ответ на нанесение наночастиц малого диаметра (20-30 нм), получаемых при электронапылении сильно разбавленных растворов. Для исследования влияния периодических растяжений липидного монослоя  сконструирована дифференциальная мишень, состоящая из двух одинаковых по размерам капель, из которых только одна подключена к устройству, обеспечивающему периодическое изменение объема и поверхности капли.
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Рис. 3. Установка для ЭН на микрокаплю, вид сбоку.

1.2.  Влияние ЭН на поверхностное давление в монослое.

Показано, что при электронапылении различных веществ: белков  (ферритин, цитохром С, гемоглобин человека), глюкозы, ДНК на монослой ДПФХ и Сурфактанта-БЛ наблюдается увеличение поверхностного натяжения, свидетельствующего об уменьшении количества липида в монослое.  Контрольное напыление воды, а также коронный разряд при том же значении тока не вызывали таких изменений. На Рис. 4 приведены типичная зависимость поверхностного давления в слое от  массы распылённой ДНК λ-фага. 
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Рис. 4.  Зависимость поверхностного давления монослоя ДПФХ от массы распылённой ДНК λ-фага.  Ток - 100 нА. Скорость ЭН - 10-20 нг/мин.
С целью изучения формы и размеров частиц липида, перенесённых при ЭН в субфазу, разработана методика сбора таких частиц на поверхности пиролитического графита и слюды для последующего анализа методом атомно-силовой микроскопии (Рис. 2).   Подробный анализ  изображений приведён в работе [3]. Показано, что после ЭН глюкозы на слюде остаются частицы ДПФХ. При детальном исследовании открытого нами явления кинетического переноса липида из монослоя в субфазу  при ЭН сильно заряженных наноаэрозольных частиц показано, что эффективность переноса липида в водную фазу практически не зависит от поверхностного давления в монослое  в диапазоне 15-35 мН/м, а зависит в значительной степени от размера (пороговое значание оценивается в 100 нм) и заряда частиц. При этом наблюдается геометрическое соответствие между площадью поверхности частицы и площадью слоя, которую она выбивает. 
Для изучения влияния природы поверхности частиц изготовлены наночастицы золота, диаметром 5-6 нм, с гидрофильной (ПЭГ-800 на поверхности) и гидрофобной (углеводородные остатки из С16) поверхностями. При ЭН таких наночастиц на монослой  ДПФХ обнаружен новый эффект: встраивание сильно заряженных золотых наночастиц с размером менее 10 нм в липидный монослой (Рис. 5).. Встраивание гидрофобных частиц золота в липидный слой ДПФХ подробно изучен рентгеновскими методами, описанными ниже (раздел 1.4 ). 
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Рис. 5. Зависимость поверхностного давления монослоя ДПФХ от массы распылённых гидрофобных наночастиц золота, покрытых углеводородными остатками С16.
1.3. Исследование сохранения целостности  фрагментов ДНК при ЭН.
 При разработке методики по ЭН длинных молекул ДНК обнаружено, что при электрораспылении примерно половина молекул ДНК фага λ подвергается деструкции. В работе изучен механизм повреждения ДНК, представляющий отдельный научный интерес. При электрофоретическом анализе образцов ДНК после ЭН наблюдаются два эффекта: образование непрерывного "шлейфа" с подвижностью большей, чем у нативной ДНК (как следствие её фрагментации с образованием смеси фрагментов различной длины) и смещение полосы нефрагментированной ДНК в сторону большей подвижности (Рис 10). Показано, что степень фрагментации ДНК возрастает с уменьшением скорости распыления и уменьшается с уменьшением длины распыляемой ДНК (Рис.4). Предложен способ генерации заряженных кластеров ДНК без повреждения структуры молекул за счёт конденсации под действием иона гексамминкобальта (3). Показано, что в процессе ЭН заряженные наночастицы ДНК также вызывают понижение поверхностного давления и приводят к удалению части липидного слоя (Рис. 2). Таким образом, продемострирована возможность проникновения ДНК через липидный слой с переносом части липида в водную субфазу. Подробное описание деталей экспериментов приведено в работе [4].

1.4. Теоретические оценки возможности проникновения заряженных наночастиц через монослой липида.
Мы полагаем, что перенос  липида из монослоя в водную фазу при столкновении сильно заряженных кластеров с монослоем является результатом значительной кинетической энергии таких кластеров, приобретаемой за счёт притяжения к поверхности раздела фаз. Оценки показывают, что при приближении к поверхности наночастицы с диаметром  около 100 нм и зарядом, близким к предельному Рэлеевскому (Z(1000), энергия взаимодействия с зеркальным зарядом составляет U= (Ze)2/8((o H= 0.1 /H(nm) пДж. Таким образом, на расстоянии в Н=50 нм частица диаметром d=100 нм и массой m = 5x10-19 кг приобретёт скорость  Vo= (2U/m)1/2 = 90 м/сек. В среде с вязкостью воды частица пройдёт расстояние S = (Vom/3((d)=50 нм. Таким образом, кинетической энергии достаточно, чтобы частица прошла в водную фазу, увлекая за собой часть липида с поверхности монослоя, как схематически иллюстрирует Рис. 6. Оценка предсказывает, что уменьшение заряда в 10 раз приведёт к 10-кратному уменьшению скорости, что сделает перенос липида маловерятным.  Действительно, при уменьшении заряда наночастиц аэрозоля до 1-10, характерного для наночастиц на выходе наноаэрозольного генератора, изменений поверхностного натяжения слоя и перехода липида не наблюдается.  
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Рис. 6. Схематическое изображение  проникновения сильно заряженной частицы водорастворимого вещества через монослой с переходом части липидного слоя в водную фазу. 
1.5. Изучение структурных изменений в липидных монослоях при нанесении наноаэрозольных частиц с использованием синхротронного излучения.


Для изучения структурной реорганизации липидных монослоев при нанесении наноаэрозольных частиц использованы (1) метод поверхностной дифракции и (2) метод стоячих рентгеновских волн (СРВ). При использовании метода поверхностной дифракции рентгеновский пучок направляют на поверхность пленки под углом меньше критического угла полного внешнего отражения, что позволяет многократно повысить соотношение сигнал/шум. Измерение дифракционной картины в плоскости пленки (qxy– сканирование в обратном пространстве) позволяет получить полную карту рассеяния, которая содержит информацию о структурной организации органического слоя. По количеству и положению пиков на дифракционной картине можно судить о параметрах решетки и наклоне хвостов молекул, а по полуширинам – о размерах областей когерентного рассеяния. Метод СРВ базируется на одновременной регистрации рентгеновского отражения и вторичных излучений. Рентгенофлуоресцентные измерения СРВ  дают спектрально-селективную структурную информацию  о структуре и элементном составе нанослоев. Измерения методом СРВ позволяют напрямую с ангстремной точностью определять местоположение примесных атомов в элементарной ячейке или отдельных атомных слоев в тонких пленках. В случае белково-липидных пленок измерения методом СРВ дают возможность определить положение и ориентацию белковой молеклы в липидном слое. Такие исследования позволят получать уникальную информацию о структурной организации и композиционном составе белково-липидных моделей клеточных мембран в условиях, наиболее приближенных к естественным условиям их функционирования. 
Для проведения ЭН синхротронная станция «Ленгмюр» КИ была дополнена необходимыми техническими элементами. Как иллюстрирует Рис. 7, над поверхностью ванны на расстоянии 3-4 см над поверхностью липидного слоя закрепили эмиттер наночастиц. К субфазе ленгмюровской ванны через платиновую проволоку подводится отрицательный потенциал. Положительно заряженный наноаэрозоль движется под действием электрического поля  к поверхности субфазы и осаждается на монослое. В процессе опыта записываются показания датчика поверхностного натяжения и положения барьера ленгмюровской ванны. 
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Рис. 7. Конфигурация элементов ванны Ленгмюра-Блоджетт  с устройством для ЭН наночастиц на липидный слой. А. Со снятым колпаком ванны. (1) Вывод пучка синхротронного излучени. (2) Датчик поверхностного натяжения. (3) Платиновый контакт для подключения положительного потенциала к субфазе ленгмюровской ванны. (4) Пластина Вильгельми. (5) Носик с капилляром для ЭН. (6) Субфаза со сформированным липидным слоем. Б. (1) Колпак ленгмюровской ванны. (2) Датчик поверхностного натяжения. (3) Распылитель. (4) Измеритель тока цепи распылителя. (5) Источник высого напряжения. (6) Субфаза со сформированным липидным слоем.

Для формирования ленгмюровского монослоя ДПФХ на поверхность водной субфазы наносили раствор ДПФХ в хлороформе в концентрации 0,6 мг/мл. После испарения хлороформа монослой поджимали до давления π~25 мН/м, которое поддерживалось постоянным в процессе рентгеновских измерений. В работе использовалось рентгеновское излучение с длиной волны 0,97Å. При измерении картин двумерной дифракции угол падения пучка на поверхность воды составлял 0,7 от критического угла полного внешнего отражения (ПВО) для воды. Сбор интенсивности дифракционного отражения осуществлялся в плоскости, параллельной поверхности образца точечным детектором. Для горизонтальной коллимации дифрагированного пучка использовались щели Соллера с угловой апертурой 2 мрад. Интенсивность флуоресцентного излучения регистрировалась кремневым дрейфовым детектором VORTEX, который располагался над поверхностью жидкости. Характеристические спектры флуоресцентного излучения записывали для углов падения, меньших критического угла ПВО для воды. Для уменьшения рассеяния на воздухе, а также испарения жидкости из ленгмюровской ванны все измерения проводились в атмосфере увлажненного гелия с использованием герметичного защитного колпака над ленгмюровской ванной. Водный раствор ферритина с концентрацией 2 мг/мл, напыляли при  токе в 150 нА в течение 30 мин на монослой ДПФХ. Угловые зависимости выхода флуоресценции записывали в течение 12 час с интервалом 1 час. На характеристических спектрах ( рис. 19) виден интенсивный пик FeKα от ионов железа, входящих в состав ферритина, а  также  пик от фосфора, входящего в головки молекул фосфолипида ДПФХ. 
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Рис. 8. Характеристический спектр флуоресцентного излучения от монослоя фосфолипида ДПФХ спустя 11 часов после напыления раствора ферритина.
Угловые зависимости выхода флуоресценции от железа и фосфора для измерений, проведенных сразу и спустя 11 часов после напыления, представлены на рис. 9. Видно, что кривые, записанные сразу и спустя 12 часов после напыления, не отличаются. Это позволяет сделать вывод о том, что сразу после напыления раствора ферритина у поверхности водной субфазы сформировался слой из продуктов электрораспыления ферритина, причем эта система оставалась неизменной в течение всего времени дальнейших измерений (12 час).
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Рис. 9. Угловые зависимости выхода флуоресценции от монослоя ДПФХ после напыления раствора ферритина. Точки – экспериментальные данные, сплошные линии – расчёт. (А) угловая зависимость выхода флуоресценции от железа спустя 1 час и 11 час после напыления. Кривая 1 – наилучшее совпадение; кривая 2 – расчет выхода флуоресценции из слоя толщиной 250 Å; кривая 3 – расчет для случая, когда атомы-источники флуоресценции равномерно распределены в объеме водной субфазы. (Б) угловая зависимость выхода флуоресценции от фосфора спустя 11 час после напыления. Для сравнения приведена угловая зависимость выхода флуоресценции от железа. Кривая 4 – расчет для случая, когда атомы-источники флуоресценции присутствуют в слое толщиной 5 Å, расположенном на расстоянии 22 Å от границы раздела воздух/пленка. 

Наилучшее совпадение между расчетными и экспериментальными кривыми выхода флуоресценции от железа наблюдается, если ионы железа присутствуют в слое ~250 Å, расположенном на расстоянии 27 Å от границы раздела воздух/пленка. Принимая во внимание размеры молекулы ферритина (120 Å) можно предположить, что молекулы белка располагаются под слоем ДПФХ в два ряда. Хорошее совпадение между расчетом и экспериментальными данными для фосфора получено в предположении нахождения атомов-источников флуоресценции в слое толщиной 5 Å, расположенном на расстоянии 22 Å от границы раздела воздух/пленка, что согласуется с размерами молекулы ДПФХ. Полученные данные позволяют сделать заключение, что при напылении раствора ферритина на монослой ДПФХ, молекулы белка быстро проникают сквозь монослой фосфолипида в водную субфазу, адсорбируясь из субфазы на монослой. В результате под монослоем ДПФХ формируется слой ферритина толщиной в две молекулы. В дальнейшем эта система остается неизменной. Данная картина хорошо согласуется с результатами измерений поверхностного натяжения при напылении ферритина и других белковых молекул, свидетельствующими о быстром проникновении сильно заряженных частиц через монослой липида. Из данных рентгенофлуоресцентного анализа следует, что часть молекул не уходит в субфазу, но концентрируется на границе  монослоя липида со стороны водной фазы.  

Исследования структуры монослоя ДПФХ после ЭН гидрофобных наночастиц золота, покрытых углеводородными радикалами С16, проводили на синхротронном источнике ESRF в г. Гренобле.  Обнаружено существенное увеличение толщины слоя   ДПФХ  (от 2.6 нм до 5-7 нм) и образование трех слоёв одинаковой толщины, но разной электронной плотности. Резкое падение коэффициента зеркального отражения в области малых углов,  свидетельствующее о большой шероховатости поверхности, и наличие дифракционных пиков, типичных для мицелл, свидетельствуют о  значительные искажениях  в структуре монослоя в результате такого встраивания. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В рамках гранта получены результаты, важные для дальнейших фундаментальных исследований и для практического приложения. Сконструированы  приборы для исследования  взаимодействия сильно заряженных наноаэрозолей  со слоями липидов , в частности,  с возможностью периодического растяжения монослоев для имитации условий при дыхания.  В опытах по электронапылению на монослои липидов и легочного сурфактанта открыто ранее не известное явление баллистического переноса липида в субфазу при электронапылении на монослой сильно заряженных наноаэрозольных частиц различной природы ( белки, глюкоза, ДНК, красители, твердые наночастицы). Показано, что эффективность  переноса определяется, в основном, зарядом, размером наночастиц  и площадью их поверхности.  Открытое явление может быть практически использовано в биотехнологии при разработке способов внедрения генетического материала и лекарственных веществ в живые клетки через плазматическую мембрану.
Рентгеновские исследования позволили уточнить характер взаимодействия гидрофильных и гидрофобных наноаэрозольных частиц с липидным монослоем. Показано, что при ЭН гидрофильные  частицы проникают сквозь монослой, не нарушая двумерной упаковки липидных молекул. Методом СРВ установлено, что после распыления молекулы белка ферритина адсорбируются под монослоем липида. При этом после электрораспыления наночастицы золота с гидрофобным покрытием они остаются на поверхности липидного слоя ДПФХ и Сурфактанта-БЛ даже при двукратном растяжении слоя.

СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ИСТОЧНИКОВ


1. Morozov, V. N., Kanev, I. L., Mikheev, A. Y., Shlyapnikova, E. A., Shlyapnikov, Y. M., Nikitin, M. P., Nikitin, P. I., Nwabueze, A. O., and van Hoek, M. L. Generation and delivery of nanoaerosols from biological and biologically active substances. Journal of Aerosol
Science, 69 (2014), 48–61.
2. Morozov, V. N., and Kanev, I. L. Knockdown of fruit flies by imidacloprid nanoaerosol. Environmental Science and Technology, 49 (2015), 12483–12489.
3. V.N. Morozov, Y.M. Shlyapnikov, I.L. Kanev, E.A. Shlyapnikova (2017) Ballistic penetration of highly charged nanoaerosol particles through a lipid monolayer. Langmuir. - 33(32):7829-7837.
4. Y.M. Shlyapnikov, E.A. Shlyapnikova, V.N. Morozov (2016) Damaging of linear DNA upon electrospraying. Anal. Chem., 88, 7295-7301.
СПИСОК ОПУБЛИКОВАННЫХ РАБОТ 


1. V.N. Morozov, Y.M. Shlyapnikov, I.L. Kanev, E.A. Shlyapnikova (2017) Ballistic penetration of highly charged nanoaerosol particles through a lipid monolayer. Langmuir. - 33(32):7829-7837.

2. Y.M. Shlyapnikov, E.A. Shlyapnikova and V.N. Morozov (2016) Damaging of linear DNA upon electrospraying. Anal. Chem, 88, 7295-7301.

3. Новикова Н.Н., Якунин С.Н., Морозов В.Н., Шляпникова Е.А., Канев И.Л., Шляпников Ю.М., Степина Н.Д., Рогачев А.В., Ковальчук М.В. (2018) Первый кристаллографический конгресс.  Исследования молекулярных механизмов взаимодействия наноаэрозольных частиц с модельной мембраной. Кристаллография, 63(2), 248-253. English version N. N. Novikova, S. N. Yakunin, V. N. Morozov, E. A. Shlyapnikova, I. L. Kanev, Yu. M. Shlyapnikov, N. D. Stepina, A. V. Rogachev, and M. V. Koval’chuk (2018) Studying the Molecular Mechanisms of Interaction of Nanoaerosol Particles with a Model Membrane. Crystallography Reports, 63(2), 228–233.

4.  V. N. Morozov, I. L. Kanev.(2015) Knockdown of Fruit Flies by Imidacloprid Nanoaerosol. Environ Sci. Technol. 49:12483-12489.

5.  В.Н. Морозов, Н.Н. Новикова, М.В. Ковальчук, С.Н. Якунин, А.В. Рогачёв, Е.А. Шляпникова, И.Л. Канев, Ю.М. Шляпников. Исследование молекулярных механизмов взаимодействия наноаэрозольных частиц с модельной мембраной. Первый Российский кристаллографический конгресс «От конвергенции наук к природоподобным технологиям». 21-26 ноября 2016 г., Москва. Сб. тезисов, стр. 249. http://www.issp.ac.ru/ebooks/conf/Cryst_Congress_1.pdf

6. Шляпников Ю.М., Шляпникова Е.А., Морозов В.Н. Обратимое и необратимое механическое повреждение линейной ДНК при электрораспылении.Теоретическая и экспериментальная биофизика. Материалы конференции «Теоретическая и экспериментальная биофизика», посвященной 65-летию ИТЭБ РАН. 2017, стр. 25. Пущино: Синхробук (Synchrobook TM).                                                   http://web.iteb.psn.ru/conf-iteb.htm
?





1





2





3





4





6





5





5





4





2





3





6





1





А





Б








4

