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Аналiз генотоксичностi наночастинок золота методом

лужного гель-електрофорезу iзольованих

еукарiотичних клiтин

Методом лужного гель-електрофорезу iзольованих клiтин (метод “ДНК-комет”) дослi-
джено генотоксичнiсть наночастинок золота рiзного розмiру та в рiзнiй концентрацiї
на еукарiотичних пухлинних клiтинах (культура U937) та лейкоцитах кровi людини.
Встановлено, що в умовах in vitro наночастинки розмiром 10 та 20 нм є генотоксични-
ми щодо вивчених еукарiотичних клiтин, а наночастинки розмiром 30 та 45 нм не ви-
являють генотоксичних властивостей до цих клiтин навiть в тестах з метаболiчною
активацiєю. Визначено бiобезпечнi розмiри наночастинок золота для їх використання
як носiїв протипухлинних препаратiв у нанобiотехнологiях цiльової терапiї.

Нанотехнологiя — нова галузь науки та виробництва, яка переживає бурхливий розвиток
у всьому свiтi i в Українi зокрема. Особливої уваги заслуговують нанобiотехнологiї i, зокре-
ма, їх розробки в дiагностицi та лiкуваннi онкозахворювань.

Одним iз перспективних напрямкiв на цьому шляху є застосування наночастинок ме-
талiв як носiїв протипухлинних препаратiв [1–4]. У зв’язку з цим актуальним є дослiд-
ження бiобезпеки таких наночастинок. Серед усього арсеналу вiдомих методiв визначення
бiобезпеки наноматерiалiв методи генетичного монiторингу, а саме оцiнка їх генотоксично-
стi, займають особливе мiсце, оскiльки дозволяють безпосередньо проаналiзувати вплив
на генетичний апарат клiтини. Найперспективнiшим та найiнформативнiшим на сьогоднi
в оцiнцi генотоксичностi наночастинок є метод “ДНК-комет” — лужний гель-електрофорез
iзольованих клiтин [5], що є одним з найбiльш високочутливих методiв сучасної генотокси-
кологiї i дає можливiсть визначати первиннi ДНК-пошкодження, патогенетична роль яких
достовiрно встановлена.

Метою проведеного нами дослiдження було вивчення генотоксичних властивостей нано-
частинок золота рiзного розмiру в експериментах in vitro з використанням методу лужного
гель-електрофорезу iзольованих еукарiотичних клiтин.

Як експериментальнi моделi використовували клiтини культури U937 (human hystiocytic
lymphoma cell line) з колекцiї Iнституту експериментальної патологiї, онкологiї i радiобiоло-
гiї iм. Р.Є. Кавецьного НАН України та лейкоцити, видiленi з кровi людини. Клiтини лiнiї
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U937 нарощували на середовищi RPMI-1640 (“Sigma”, США), що мiстило 10% ембрiональної
сироватки великої рогатої худоби (“Gibco”, США) до титру 5 ·10

5 кл./мл. Лейкоцити з кро-
вi людини отримували шляхом дворазової обробки кровi розчином такого складу: 155 мМ
NH4Cl, 5 мМ KHCO3, 0,005 мM Na2EDTA, pH 7,4, з подальшим центрифугуванням при
1000 g протягом 10 хв. Видiленi лейкоцити ресуспендували у фосфатно-сольовому буферi
до концентрацiї 5 · 10

5 кл./мл.
Кiлькiсть живих клiтин, визначених за допомогою забарвлення 0,3% розчином трипа-

нового синього, становила не менш нiж 90%.
Наночастинки золота синтезували шляхом вiдновлення аурату калiю ацетоном або

етанолом методом Девiса [6]. Вихiдною речовиною була золотохлористоводнева кислота
H[AuCl4] · 4H2O, з якої при взаємодiї з карбонатом калiю у водному розчинi утворювався
аурат калiю. Розмiр отриманих частинок обчислювали з використанням методу лазерно-ко-
реляцiйної спектрометрiї. Вимiрювання проводили на лазерно-кореляцiйному спектрометрi
Zetasizer-3 (“Malvern Instruments Ltd”, Великобританiя).

У дослiдженнi були використанi наночастинки (нанопрепарати) золота iз середнiм роз-
мiром 10, 20, 30 та 45 нм у таких концентрацiях: 10 нм — 11,06 мкг/мл, 11,06 · 10−5 мкг/мл;
20 нм — 11,0 мкг/мл, 11,0 · 10−5 мкг/мл; 30 нм — 14,0 мкг/мл, 14,0 · 10−5 мкг/мл; 45 нм —
38,6 мкг/мл, 38,6 · 10

−5 мкг/мл.
Позитивними контролями були клiтини культури U937 та лейкоцити кровi людини, обро-

бленi етидiй бромiдом у концентрацiї 1 мМ протягом 3 год. Як негативний контроль вико-
ристанi тi ж клiтини в розчинi ДМСО.

Обробку еукарiотичних клiтин культури U937 наночастинками золота здiйснювали про-
тягом 5 хв при кiмнатнiй температурi. Час обробки експериментально обгрунтований, вихо-
дячи з кiнетичних кривих акумулювання наночастинок золота клiтинами U937. Лейкоцити
кровi людини обробляли наночастинками золота протягом 30–45 хв.

Визначення генотоксичностi нанопрепаратiв золота здiйснювали в реакцiйних сумiшах,
якi мiстили 67 мкл суспензiї клiтин та 33 мкл нанопрепарату при 37 ◦С.

В експериментах з метаболiчною активацiєю використовували мiкросомальну фракцiю
S9 печiнки щурiв. Реакцiйна сумiш мiстила 2–5% фракцiї S9. Час iнкубацiї становив 3 год
при 37 ◦С.

Генотоксичнi властивостi наночастинок золота методом “ДНК-комет” в лужних умовах
електрофорезу визначали за загальприйнятою схемою [7, 8].

Отриманi мiкропрепарати забарвлювали розчином акридинового жовтогарячого в кон-
центрацiї 20 мкг/мл. Мiкроскопiчний аналiз мiкропрепаратiв здiйснювали за допомогою
флуоресцентного мiкроскопа (“ЛЮМАМ Р8”, Росiя). На кожен мiкропрепарат аналiзували
не менш нiж 100 “ДНК-комет”.

На рис. 1 наведенi типовi зображення “ДНК-комет”, отриманi при генотоксичному впливi
наночастинок золота. Цифровi зображення аналiзували за допомогою комп’ютерної програ-
ми “COMET-CASP”. Визначали такi параметри “комет”: “довжина хвоста”, “% ДНК у хвос-
тi”, “момент хвоста” i т. п.

Статистичну обробку результатiв проводили по кожнiй експериментальнiй точцi шляхом
порiвняння показникiв ушкодження ДНК у дослiднiй та контрольних групах. Критерiєм
позитивного результату вважали статистично достовiрний, вiдтворюваний ефект.

Експерименти виконанi в шести повторах та у двох паралелях.
На рис. 2 наведенi результати визначення генотоксичних властивостей наночастинок

золота розмiром 10, 20, 30 та 45 нм. Показано, що у вивчених концентрацiях наночастинки
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Рис. 1. “ДНК-комети”, якi характеризують пошкодження ДНК клiтин U937 наночастинками золота 10
i 20 нм

Рис. 2. Величина ДНК-руйнiвної активностi наночастинок золота рiзного розмiру та концентрацiї на клi-
тинах культури U937 (а) i лейкоцитах кровi людини (б ).
K− — негативний контроль (клiтини, не обробленi наночастинками); K+ — позитивний контроль (клi-
тини, обробленi етидiй бромiдом). Клiтини, обробленi наночастинками: 1 — 10 нм (11,06 мкг/мл); 2 —
10 нм (11,06 ·10−5 мкг/мл); 3 — 20 нм (11,0 мкг/мл); 4 — 20 нм (11,0 ·10−5 мкг/мл); 5 — 30 нм (14,0 мкг/мл);
6 — 30 нм (14,0 · 10−5 мкг/мл); 7 — 45 нм (38,6 мкг/мл); 8 — 45 нм (38,6 · 10−5 мкг/мл)

розмiром 10 та 20 нм виявляли генотоксичну дiю щодо клiтин лiнiї U937 (див. рис. 2, а).
Так, величина ДНК-руйнiвної активностi для наночастинок золота розмiром 10 нм стано-
вила близько 27% ушкодженої ДНК за показником “% ДНК у хвостi”, що значно пере-
вищує аналогiчну величину негативного контролю та збiгається з величиною позитивного
контролю. Подiбна картина спостерiгається i для нанопрепаратiв золота розмiром 20 нм.
Нанопрепарати золота розмiром 30 та 45 нм не виявляли генотоксичностi щодо пухлинних
клiтин (величина “% ДНК у хвостi” становила 3,4 та 2,9% вiдповiдно, що майже збiгається
з аналогiчною величиною негативного контролю).

Згiдно з результатами визначення ДНК-пошкоджень лейкоцитiв людини (див. рис. 2, б ),
показник “% ДНК у хвостi” при дiї наночастинок золота розмiром 10 та 20 нм становить 33,4
i 41,2% вiдповiдно, а аналогiчний показник негативного контролю — 3,3%, що свiдчить про
значний рiвень генотоксичностi дослiджених нанопрепаратiв. На вiдмiну вiд наночастинок
розмiром 10 i 20 нм, нанопрепарати золота розмiром 30 та 45 нм мали показник “% ДНК
у хвостi” на рiвнi негативного контролю, що засвiдчує вiдсутнiсть їх генотоксичного впливу
на лейкоцити людини.
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Рис. 3. Величина ДНК-руйнiвної активностi наночастинок золота рiзного розмiру та концентрацiї на клi-
тинах культури U937 та лейкоцитах людини з використанням метаболiчної активацiї фракцiєю S9.
K− — негативний контроль (клiтини, не обробленi наночастинками); K+ — позитивний контроль (клiтини,
обробленi етидiй бромiдом); 1 — клiтини U937, обробленi наночастинками розмiром 30 нм (14,0 мкг/мл); 2 —
лейкоцити людини, обробленi наночастинками розмiром 30 нм (14,0 мкг/мл); 3 — клiтини U937, обробленi
наночастинками розмiром 45 нм (38,6 мкг/мл); 4 — лейкоцити людини, обробленi наночастинками розмiром
45 нм (38,6 мкг/мл)

Оскiльки генотоксичнiсть можуть спричиняти метаболiти, якi утворюються в живо-
му органiзмi при бiотрансформацiї таких нанопрепаратiв, доцiльним було їх тестування
з системою метаболiчної активацiї S9. Встановлено, що показник пошкодження ДНК у ре-
зультатi дiї наночастинок розмiром 30 та 45 нм з системою метаболiчної активацiї S9 для
клiтин культури U937 становить 3,4 i 4,5% вiдповiдно, а для лейкоцитiв — 4,2 та 5,1%, що
практично вiдповiдає рiвню негативного контролю (рис. 3). Цi данi свiдчать про те, що
наночастинки золота розмiром 30 i 45 нм i з метаболiчною активацiєю не мають геното-
ксичних властивостей.

Таким чином, результати тестування наночастинок золота рiзних розмiрiв дозволили
виявити розмiрний дiапазон (30 та 45 нм), в якому генотоксична дiя вiдсутня. На пiдставi
отриманих даних можна зробити висновок про можливiсть застосування методу “ДНК-ко-
мет” для визначення бiобезпеки наночастинок металiв, що є важливим та необхiдним при
використаннi таких наночастинок як носiїв протипухлинних препаратiв у нанобiотехноло-
гiях цiльової терапiї.

Робота виконана за фiнансової пiдтримки КПФД НАН України “Наноструктурнi системи,
наноматерiали, нанотехнологiї”, проект № 01080005964.
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Genotoxicity of gold nanoparticles for eukaryotic cells by the

comet-assay method

Genotoxicity of gold nanoparticles (10–45 nm) for tumor cells (human hystiocytic lymphoma cell
line U937) and blood leucocytes is investigated by comet-assay method. It is shown that 10-nm and
20-nm gold nanoparticles but not 30-nm and 45-nm ones possess genotoxic properties for eukaryotic
cells. These data are confirmed by the metabolic activation test. The obtained results allow us to
define the biosafe sizes of gold nanoparticles for their subsequent use as carriers of antineoplastic
preparations in target therapy.
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