
УДК 577.352.3:616-006.04:57.02:661.859

© 2010

Л.С. Рєзнiченко, С. I. Шпильова, Т. Г. Грузiна, С.М. Дибкова,

З. Р. Ульберг, академiк НАН України В.Ф. Чехун

Контактна взаємодiя наночастинок золота

з пухлинними клiтинами: вплив розмiру та концентрацiї

Встановлена виражена концентрацiйна та розмiрна залежнiсть контактної взаємодiї
наночастинок золота з пухлинними клiтинами лiнiї U937 i величини акумуляцiї цих
частинок даним типом клiтин. Процеси характеризуються швидкою кiнетикою: мак-
симум зв’язування наночастинок золота пухлинними клiтинами досягається протягом
3–5 хв. Вiзуальне пiдтвердження цих процесiв отримано методами конфокальної мiкро-
скопiї та трансмiсiйної електронної мiкроскопiї. Концентрацiйний оптимум взаємодiї
наночастинок золота з клiтинами лiнiї U937 знаходиться в дiапазонi ∼ (0,1–1,0) нг
металу/кл. для частинок усiх дослiджених розмiрiв (∼ 10, ∼ 20, ∼ 30, ∼ 45 нм). Най-
активнiшою є акумуляцiя наночастинок золота розмiром ∼ 30 нм.

Аналiз механiзмiв взаємодiї наночастинок металiв iз бiологiчними системами вiдкриває новi
перспективи щодо фундаментального розумiння їх впливу на стан та функцiональну актив-
нiсть бiологiчних клiтин, а також дозволяє ефективно використовувати наночастинки у всiх
сферах дiяльностi людини. Особливо актуальним є їх медичне застосування [1, 2].

Серед усього рiзноманiття синтезованих на цей час наночастинок металiв особливу ува-
гу привертають наночастинки золота, використання яких у створеннi засобiв дiагностики та
терапiї захворювань рiзної етiологiї, як векторiв для цiльової доставки бiологiчних i фарма-
цевтичних речовин та iн., стає все бiльш поширеним [3–5]. Разом з тим особливостi взаємодiї
наночастинок золота з бiологiчними клiтинами, особливо їх розмiрна та концентрацiйна за-
лежнiсть, є недостатньо дослiдженими.

Мета проведеного нами дослiдження полягала у вивченнi особливостей контактної вза-
ємодiї наночастинок золота рiзного розмiру та концентрацiї з пухлинними клiтинами.

Дослiдження проводили з використанням клiтин лiнiї гiстiоцитарної лiмфоми людини
U937 з колекцiї Iнституту експериментальної патологiї, онкологiї i радiобiологiї iм. Р.Є. Ка-
вецького НАН України. Клiтини культивували в середовищi RPMI 1640 (“Sigma”, США),
що мiстило 10% ембрiональної телячої сироватки (“Gibco”, США). Життєздатнiсть клiтин
оцiнювали iз застосуванням 0,4% водного розчину трипанового синього. Кiлькiсть живих
клiтин пiд час проведення експериментiв становила не менш нiж 90%.

Сферичнi частинки золота iз середнiм розмiром 10, 20, 30 та 45 нм синтезованi шляхом
вiдновлення водного розчину золотохлористоводневої кислоти за методом Девiса [6]. Розмiр
отриманих наночастинок обчислено методом лазерно-кореляцiйної спектрометрiї (Zetasi-
zer-3, “Malvern Instruments Ltd”, Великобританiя) та трансмiсiйної електронної мiкроскопiї
(JEM-1230, “JEOL”, Японiя).

Процеси контактної взаємодiї дослiджували методом мембранного фiльтрування (фiль-
три № 4 та № 5 МФА, “Владипор”, Росiя). Вiзуальне пiдтвердження взаємодiї клiтин лi-
нiї U937 з наночастинками золота отримано методами конфокальної мiкроскопiї (LSM 510
META, “Carl Zeiss”, Нiмеччина) та трансмiсiйної електронної мiкроскопiї.

Статистичну обробку результатiв проводили як описано в посiбнику [7] iз застосуванням
критерiю Стьюдента.
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Рис. 1. Контактна взаємодiя наночастинок золота розмiром ∼ 10 нм (а) та ∼ 30 нм (б ) з клiтинами лiнiї
U937

Отриманi результати дозволили встановити виражений вплив концентрацiї та розмiру
наночастинок золота на процеси контактної взаємодiї з клiтинами лiнiї U937 i їх акуму-
ляцiю цими клiтинами. Так, у дiапазонi концентрацiй 101–106 кл./мл, або вiдповiдно до
концентрацiї наночастинок золота 1 ·10−1–1 ·10−6 мкг металу/кл. (кiлькiсть металу на одну
клiтину), є наявними чiткi концентрацiйнi максимуми зв’язування близько 103–104 кл./мл
(10−3–10−4 мкг металу/кл.) для наночастинок усього розмiрного дiапазону.

На рис. 1 наведенi кривi, що характеризують процеси контактної взаємодiї наночастинок
золота розмiром ∼ 10 та ∼ 30 нм з клiтинами лiнiї U937.

Рiзкi змiни ефективностi контактної взаємодiї, якi спостерiгаються щодо всiх розмiрних
дiапазонiв наночастинок золота, найбiльш iмовiрно пов’язанi: в областi малих концентрацiй
клiтин — з токсичним впливом наночастинок золота, в областi високих концентрацiй клi-
тин — iз зменшенням площi активної поверхнi контакту клiтин з наночастинками у зв’язку
з переважною мiжклiтинною взаємодiєю. Тобто iснує певна критична концентрацiя компо-
нентiв у системi “наночастинки золота — клiтини”, яка визначає ефективнiсть зв’язування.
Концентрацiйний оптимум взаємодiї наночастинок золота з клiтинами лiнiї U937 знаходить-
ся в дiапазонi ∼ (0,1–1,0) нг металу/кл. для частинок усiх дослiджених розмiрiв.

Процеси контактної взаємодiї та акумуляцiї наночастинок характеризуються швидкою
кiнетикою: максимум зв’язування наночастинок золота пухлинними клiтинами в усiх до-
слiджених розмiрних дiапазонах частинок досягається протягом 3–5 хв (рис. 2). Найбiльш
ефективне зв’язування наночастинок золота, майже 100%, виявлено у розмiрному дiапазо-
нi ∼ 20 та ∼ 30 нм, ефективнiсть процесу для наночастинок розмiром ∼45 нм становила
близько 80%. Для частинок розмiром ∼ 10 нм пiсля досягнення певного критичного значе-
ння має мiсце зворотний ефект, можливим механiзмом якого є здатнiсть пухлинних клiтин
до активного викиду (“efflux”) токсичних для них речовин (див. рис. 2, а).

Експериментальнi данi, отриманi методами конфокальної та трансмiсiйної електронної
мiкроскопiї (рис. 3, 4), пiдтверджують виражене накопичення наночастинок золота як на
поверхнi, так i в серединi клiтини. Так, найбiльш виражена спорiдненiсть наночастинок
золота до клiтин лiнiї U937 виявляється для розмiру ∼ 30 нм (див. рис. 3, б ). Незначна
кiлькiсть акумульованих наночастинок золота розмiром ∼ 10 нм та збереження цiлiсностi
структури клiтини (див. рис. 3, а) вказують на ймовiрний активний “викид” наночастинок
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Рис. 2. Кiнетика процесу контактної взаємодiї клiтин лiнiї U937 з наночастинками золота розмiром ∼ 10 нм
(а) та ∼ 30 нм (б )

Рис. 3. Контактна взаємодiя наночастинок золота розмiром ∼ 10 нм (а) та ∼ 30 нм (б ) з клiтинами лiнiї
U937 за даними конфокальної мiкроскопiї (LSM 510 META, “Carl Zeiss”, Нiмеччина)

золота цього розмiру даним типом клiтин, механiзм якого подiбний до протидiї пухлинних
клiтин хiмiотерапевтичним препаратам [8].

На користь зробленого припущення свiдчать данi електронної мiкроскопiї (див. рис. 4).
Так, при контактi клiтин з наночастинками розмiром ∼ 10 та ∼ 20 нм виявлено їх пе-
реважне накопичення у вакуолях, бiльш виражене для частинок розмiром ∼ 10 нм, без
помiтних змiн їх зовнiшнього вигляду та форми (див. рис. 4, а). Однак наночастинки роз-
мiром ∼ 30 нм акумулюються переважно лiзосомами — органелами, якi виконують лiтичнi
функцiї та беруть участь у перетравлюваннi екзогенних речовин [9]. Про активну бiотранс-
формацiю наночастинок золота розмiром ∼ 30 нм свiдчать також змiни форми та розмiру
тих частинок, якi контактують з лiзосомами (див. рис. 4, б ).

Таким чином, встановлено чiтку концентрацiйну та розмiрну залежнiсть впливу нано-
частинок золота на клiтини лiнiї U937, а також швидку кiнетику цього процесу з концен-
трацiйним оптимумом взаємодiї наночастинок золота в дiапазонi ∼ (0,1–1,0) нг металу/кл.
для частинок усiх дослiджених розмiрiв. Найбiльш вираженою є акумуляцiя наночасти-
нок золота клiтинами лiнiї U937 у розмiрному дiапазонi ∼ 30 нм. Взаємодiя з пухлинними
клiтинами наночастинок розмiром ∼ 10, ∼ 20 i ∼ 45 нм є значно менш ефективною. Для
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Рис. 4. Контактна взаємодiя наночастинок золота розмiром ∼ 10 нм (а) та ∼ 30 нм (б ) з клiтинами лiнiї
U937 за даними трансмiсiйної електронної мiкроскопiї (JEM-1230, “JEOL”, Японiя)

наночастинок розмiром ∼ 10 нм це може бути обумовлено iснуванням механiзму “викиду”
в пухлинних клiтинах. Наведенi результати є необхiдними при використаннi наночасти-
нок золота у нанотехнологiях створення високоефективних засобiв дiагностики та цiльової
терапiї онкозахворювань.
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Cancer cells—gold nanoparticles contact interaction determined by their

size and concentration

It is shown that the gold nanoparticle size and concentration significantly influence its interacti-
on with and the accumulation by U937 tumor cells. The cell-particle interaction is characterized
by the fast kinetics and the maximum linkage during 3–5 min. The confocal and transmission
electron microscopy methods were used for the visual confirmation of the contact interaction of gold
nanoparticles and their accumulation by U937 cells. The concentration optimum for the interaction
is ∼ (0.1–1.0) ng metal/cell for the particles of all examined sizes. The most effective accumulation
of gold nanoparticles by U937 cells is observed for particles with the average dimension ∼ 30 nm.
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