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Кремний и наночастицы на его основе (SiNP) привлекают внимание исследователей в связи с био-
совместимостью и ассимиляцией кремния тканями организма. Введение железа в состав SiNP
(SiFeNP) позволяет использовать ферромагнитные свойства железа для детекции NP и возможно-
сти терапевтического использования SiFeNP. Целью данной работы являлся анализ взаимодей-
ствия SiFeNP с эпителиальными клетками (ЭК) COLO357 и SW620 и лимфоцитами перифериче-
ской крови (ЛПК) человека. SiFeNP были получены методом лазерной абляции и разделены на NP1
и NP2 размером 100 и 150 нм соответственно. Анализ цитотоксичности, индукции апоптоза, про-
дукции активных форм кислорода (АФК) и влияния на метаболизм лизосом SiFeNP проводили ме-
тодами in vitro. Показали, что ЭК эффективно эндоцитировали оба типа NP, что приводило к уве-
личению гранулярности клеток. NP не вызывали апоптоза или некроза ЭК, накапливались в лизо-
сомах, что приводило к снижению мембранного потенциала лизосом. В свою очередь, снижение
уровня метаболизма ЭК приводило к постепенному (на 24 ч) повышению продукции АФК на 10–15%.
При этом NP1 вызывали больше АФК, чем NP2, и больше накапливались в ЭК, что может быть ре-
зультатом различия в размере частиц. SiFeNP не взаимодействовали с ЛПК. Таким образом, общая
цитотоксичность SiFeNP не превышала 20%, что связано со снижением метаболизма лизосом и не-
значительной продукцией АФК.
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ВВЕДЕНИЕ
Кремний входит в состав различных тканей

организма, где накапливается в местах активного
роста костей, в коже, различных мягких тканях. С
возрастом количество кремния в организме сни-
жается, что ведет к остеопорозу и артрозам. Сни-
жение кремния также наблюдается при опухоле-
вом процессе. В настоящее время разработан ряд
способов получения наночастиц кремния (SiNP),
пригодных для биологических приложений [1–3].
Распространенность и относительно невысокая
стоимость материала, биодеградируемость и био-

совместимость, возможность получения NP раз-
личной структуры делает кремний перспектив-
ным материалом для использования в разных об-
ластях науки, техники и медицины. В медицине
кремний и частицы на его основе используются
для доставки лекарств в опухоли [4–7] или для ре-
генерации костной ткани [8, 9]. Есть исследова-
ния наночастиц кремния с малым содержанием
оксида железа, полученных плазменным абляци-
онным синтезом, показывающие возможность
применения наночастиц кремния в МРТ-диагно-
стике [10].

Показано, что введение некоторого количества
железа позволяет визуализировать NP в клетках.
Так, SiFeNP размером 1.5 нм методом ТЕМ обна-
ружили в мембране митохондрий [11]. Добавка же-

Сокращения: SiNP – нанокремний; SiFeNP – железосо-
держащий нанокремний; NP – наночастицы.
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леза в SiNP также усиливает продукцию АФК [11]
по механизму реакции Фентона.

Одним из спорных вопросов является цито-
токсичность NP различного состава, в том числе
кремния [12]. Анализ литературных данных пока-
зал, что в диапазоне менее 1 мкг/мл SiNP не вли-
яют на функциональную активность клеток; в
диапазоне до 20 мкг/мл SiNP стимулируют про-
лиферацию клеток; при повышении концентра-
ции in vitro до 80–120 мкг/мл наблюдается выра-
женная токсичность [13, 14]. Показано, что при
высоких концентрациях механизм клеточной ги-
бели под действием NP связан с изменением функ-
ции митохондрий, лизосом, эндоплазматического
ретикулума, окислительным стрессом, что закан-
чивается апоптозом клеток [12]. Одним из механиз-
мов токсичности может быть наличие силанольных
групп, возникающих на поверхности SiNP и отве-
чающих за формирование АФК [15].

Анализ токсичности SiFeNP in vivo показал,
что такие частицы в клинически значимых ко-
личествах (10–20 мг/кг) полностью ассимилиру-
ются без признаков токсичности [16]. Отсут-
ствие значительной токсичности SiFeNP пока-

зано и in vitro [17]. Также токсичность может
зависеть от состава NP и их размера [18, 19].

Целью данной работы являлся анализ меха-
низмов цитотоксичности SiFeNP двух размеров
для эпителиальных и лимфоидных клеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Взаимодействие SiFeNP

с эпителиальными клетками

Схема получения наночастиц лазерной абля-
цией приведена на рис. 1а. Общий вид исходных
SiFeNP, содержащих Si : Fe в соотношении 60 : 40,
приведен на рис. 1б. Разделение исходных NP на
частицы NP1 диаметром 96 ± 10 нм и NP2 диамет-
ром 150 ± 25 нм (рис. 1в–1г) провели методом
центрифугирования. Взаимодействие с клетками
анализировали для NP1 и NP2 отдельно.

Для определения общего характера взаимодей-
ствия SiFeNP с эпителиальными клетками исполь-
зовали две линии клеток – рака поджелудочной
железы COLO357 и рака толстой кишки SW620. Ин-
кубация 24 ч клеток с SiFeNP приводила к эндоци-
тозу NP, что выражалось в повышении гранулярно-

Рис. 1. Получение и характеристика наночастиц SiFeNP. (а) Схематичное представление процесса лазерной абляции
в жидкости. 1 – Yb:KGW лазер, 2 – зеркало, 3 – гальванометрический сканатор, 4 – кювета, наполненная жидкостью,
и мишень. (б) ТЕМ изображение наночастиц SiFeNP. (в–г) Размер и полидисперсность NP1 (в) и NP2 (г).

(а)

(в)

(б)

Laser

1

2

3 4

100

75

50

25

0 100 200 500

Ч
ис

ло
 ч

ас
ти

ц,
 %

(г)

100

75

50

25

0 100 200 500

Ч
ис

ло
 ч

ас
ти

ц,
 %

Диаметр, нм Диаметр, нм

SEM HV: 30.0 kV

View field: 0.936 µm

SEM MAG: 222 kx

WD: 5.19 mm

Det: In-Beam 8E

Date(m/d/y): 03/12/20

200 nm MAIA3 TESCAM

Perfomance in nanospace



738

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 6  2020

ШАРОНОВА и др.

сти, но не размера клеток (рис. 2а–2е). На линии
SW620 уровень повышения гранулярности был до-
стоверно выше для NP1, чем для NP2 (рис. 2ж), раз-
личий на линии COLO357 не было (рис. 2з).

Для количественной оценки эндоцитоза эпите-
лиальные клетки после инкубации 24 ч с наноча-
стицами снимали с подложки трипсином, отмыва-
ли физраствором, что позволяло удалить основное
количество частиц с мембраны клеток. Отмытые
клетки разносили по 96-луночному планшету и
оценивали внутриклеточную локализацию нано-
частиц по поглощению видимого света (620 нм)
(рис. 2и). Поглощение NP1 было несколько боль-
ше, чем NP2, но различие было недостоверным. В
то же время, поглощение в культурах с NP1 и NP2
достоверно было выше, чем в контроле, что сви-
детельствует о внутриклеточной локализации на-
ночастиц.

Цитотоксичность SiFeNP оценивали двумя
методами: по оценке количества митохондрий в
клетках после инкубации 72 ч с наночастицами

(МТТ-тест) и по анализу клеток, включающих
йодистый пропидий (PI) методом проточной ци-
тометрии. Анализ методом МТТ предполагает,
что вносимые реагенты не интерферируют с про-
цессом восстановления красителя и не снижают
количества и активности митохондрий в клетках,
что может быть не так для наночастиц. Поэтому
дополнительно использовали метод анализа по
включению красителя PI, который проходит че-
рез мембрану поврежденных (апоптотических и
некротических) клеток и встраивается в ДНК.
Показали методом МТТ, что в широком диапазо-
не концентраций общая токсичность NP не пре-
вышала 20% (рис. 3а–3б). При этом на клетках ли-
нии COLO357 в диапазоне меньше 5 мкг/мл нано-
частицы стимулировали пролиферацию (рис. 3а),
что раньше было показано и другими исследова-
телями для SiNP [12]. Интересно, что пик токсич-
ности наночастиц для клеток SW620 наблюдался
не на максимальной концентрации, а в диапазоне
около 5 мкг/мл (рис. 3б). Метод МТТ требует ин-

Рис. 2. Взаимодействие SiFeNP с эпителиальными клетками. (а–е) Распределение клеток SW620 (а–в) и COLO357 (г–
е) по гранулярности (SSC) и размеру (FSC) до (а, г) и после инкубации 24 ч с NP1 (б, д) и NP2 (в, е). Кругом и овалом
отмечены основные популяции клеток до и после инкубации с наночастицами. (ж–з) Гистограммы распределения по
гранулярности клеток SW620 (ж) и COLO357 (з) до (серая гистограмма) и после инкубации 24 ч с NP1 (черная линия)
и NP2 (серая линия). (и) Оптическая плотность (620 нм) клеток COLO357 и SW620 до (контроль) и после 24 ч инкуба-
ции с наночастицами NP1 и NP2.
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кубации 72 ч для достижения значимых различий
в количестве клеток, поскольку цикл деления эпи-
телиальных клеток составляет около 24 ч.

Раннюю токсичность можно определить уже
через 24 ч методом проточной цитометрии. Ана-
лиз показал, что NP1 и особенно NP2 не только
не вызывали гибели клеток, но и снижали долю
спонтанного апоптоза и некроза в культурах ЭК
(рис. 3в–3г). Соответственно, механизмы выяв-
ленной цитотоксичности не связаны с индукцией
апоптоза в ЭК.

Одним из механизмов спонтанной гибели кле-
ток в культурах является конститутивная продук-
ция определенного уровня АФК. Для анализа
продукции АФК под действием SiFeNP также ис-
пользовали два метода: спектрофлуорометрию и
проточную цитометрию при добавлении красите-
ля DCF, переходящего под действием АФК из
бесцветной во флуоресцентную форму. Показали,
что инкубация ЭК с NP1 4–8 ч приводила к дозоза-
висимому повышению синтеза АФК максимально
на 5% от спонтанного уровня; через 20 ч АФК на-
капливались, но суммарный уровень не превышал
15% спонтанной продукции АФК (рис. 4а–4б). Ин-
кубация ЭК c NP2 4–8 ч снижала спонтанную
продукцию АФК, особенно это очевидно на клет-

ках COLO357 (рис. 4в). Усиление продукции ЭК
на 20 ч не превышало 5% от спонтанного уровня
(рис. 4в–4г). Анализ внутриклеточной продукции
АФК методом проточной цитометрии подтвер-
дил отсутствие значительного эффекта SiFeNP на
продукцию АФК (рис. 4д–4е).

Визуально осадок ЭК после обработки трип-
сином и центрифугирования имел серый цвет в
культурах с SiFeNP в отличие от белого осадка в
контроле, что также регистрировалось по увели-
чению оптической плотности клеток (рис. 2и). Из-
вестно, что дзета-потенциал наночастиц железа,
растворенных в воде, составляет +16–22 мВ [20], а
наночастиц кремния в воде –35 мВ [21]. Дзета-
потенциал SiFeNP составил –16 ± 3 мВ. Ранее на-
ми было показано, что отрицательно заряженные
частицы эффективно транспортируются в лизосо-
мы [22]. Соответственно, SiFeNP после эндоцито-
за ЭК транспортируются, скорее всего, в лизосо-
мы. Заполнение лизосом наночастицами должно
приводить к изменению мембранного потенциа-
ла. Изменение мембранного потенциала лизосом
анализировали с помощью рН чувствительного
красителя LTR. Повышение внутрилизосомаль-
ного рН приводит к снижению мембранного по-
тенциала и пропорциональному снижению све-

Рис. 3. Характеристика взаимодействия наночастиц SiFe с эпителиальными клетками. (а–г) Анализ дозозависимой
цитотоксичности методом МТТ после инкубации 72 ч (а, б) и методом проточной цитометрии с использованием
йодистого пропидия (PI) (в, г) NP1 и NP2 на клетках COLO357 (а, в) и SW620 (б, г) после инкубации 24 ч.
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чения LTR. Показали, что как NP1, так и NP2
вызывали дозозависимое снижение мембранного
потенциала лизосом ЭК (рис. 5). Частицы NP1 в
концентрации меньше 2 мкг/мл вызывали выра-
женный стимулирующий эффект (рис. 5а, 5б);
для NP2 эффект стимуляции был мало выражен
(рис. 5в, 5г). Максимальный эффект наблюдался
уже через 4 ч и достоверно снижался через 8 и 24 ч
(рис. 5). Таким образом, SiFeNP транспортируются
в лизосомы. Накопление наночастиц в лизосомах
изменяет общий метаболизм клеток, что, в свою
очередь, замедляет пролиферацию ЭК, в результате
чего регистрируется снижение пролиферации кле-
ток при определении методом МТТ (рис. 3).

Взаимодействие SiFeNP с лимфоцитами
Лимфоциты периферической крови (ЛПК) не

могут захватывать наночастицы по механизму эн-
доцитоза. В том случае, если есть рецепторное
взаимодействие, наночастицы будут попадать в
ЛПК. Анализ гранулярности и размера ЛПК по-
сле 48 ч инкубации с наночастицами показал от-
сутствие захвата NP1 (рис. 6а, 6б). Аналогичные

данные получены и для NP2. Анализ оптической
плотности клеток в видимом диапазоне также не
показал захвата наночастиц ЛПК (рис. 6в). До-
полнительно оценивали токсичность наночастиц
для ЛПК методом анализа по связыванию аннек-
сина V, для которого характерно связывание с
клетками, находящимися на ранней стадии апо-
птоза. Показали отсутствие индукции апоптоза в
ЛПК наночастицами (рис. 6г–6е). Клетки в ста-
дии раннего апоптоза локализуются в правом
нижнем квадранте, позднего апоптоза – в правом
верхнем квандранте, некротические – в левом
верхнем квадранте. Численные данные указаны
по углам квадрантов. Соответственно, SiFeNP не
взаимодействуют с ЛПК.

Анализ литературы показал, что SiNP разме-
ром 2–16 нм способны взаимодействовать с ЛПК,
что выражалось в повышении на Т-клетках экс-
прессии активационных маркеров CD26 и CD69,
продукции интерферона гамма, но не продукции
интерлейкинов (ИЛ) 2, 4 и 10 [23]. В этой же рабо-
те показано, что FeNP такого же размера не вызы-
вали активации Т-клеток. С другой стороны, в ра-

Рис. 4. Эффект наночастиц SiFe на продукцию активных форм кислорода (АФК). (а–г) Клетки COLO357 (а, в) и
SW620 (б, г) инкубировали с наночастицами NP1 (а, б) или NP2 (в, г) 4, 8 или 24 ч в присутствии реактива DCF и ана-
лизировали внеклеточную продукцию АФК на планшетном ридере. (д–е) Анализ внутриклеточной продукции АФК
методом цитометрии в клетках COLO357 (д) и SW620 (е); штриховой линией обозначен контроль до внесения DCF;
серой гистограммой обозначен контроль; черной и серой линиями обозначены клетки после инкубации 4 ч с
20 мкг/мл NP1 и NP2 соответственно.
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боте Al Soubaihi с соавторами не выявили прямого
действия кремниевых пластинок на ЛПК [24]. В
работе Jiménez-Villarreal с соавторами провели
анализ влияния SiNP и FeNP на фрагментацию
ДНК в ЛПК после перорального введения ча-
стиц. Авторы показали увеличения доли ЛПК с
фрагментированной ДНК [25]. Последние дан-
ные вызывают вопросы, поскольку после перо-
рального введения наночастицы быстро попада-
ют в желудок, откуда выводятся в ЖКТ и из орга-
низма. Нет данных, показывающих способность
таких наночастиц попадать в кровь. В работе Zason-
ska с соавторами анализировали эффект SiFeNP
размером 13 нм на пролиферативную активность
ЛПК и продукцию ими цитокинов. Авторы пока-
зали минимальный эффект наночастиц [26]. Сум-
мируя полученные нами и другими авторами дан-
ные, SiFeNP разного размера не оказывают значи-
тельного эффекта на ЛПК и не проникают в них.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение SiFeNP

Наночастицы SiFeNP были получены методом
фемтосекундной (фс) лазерной абляции в жидко-

сти, ранее разработанным нашей группой и ис-
пользовавшимся для синтеза коллоидных раство-
ров как неорганических [27], так и органических
NP [28]. Схематическое изображение экспери-
ментальной установки для лазерной абляции
представлено на рис. 1а. Мишень из силицида
железа FeSi2 (соотношение материала в мишени
примерно составляло 60 : 40 по Si : Fe) облучалась
излучением, генерируемым Yb:KGW лазером (дли-
на волны 1030 нм, длительность импульса 270 фс,
энергия импульса 30 мкДж, частота следования
импульсов 100 кГц, диаметр пучка 3 мм, модель
TETA 10, Авеста, Москва, Россия) и сфокусиро-
ванным 75 мм линзой на поверхности мишени.
Сама мишень во время лазерной абляции была за-
фиксирована в кварцевой кювете объемом 60 мл,
заполненной ацетоном (“Ясхим”, ГОСТ 2768-84,
чистота 99.5%). Толщина слоя жидкости перед
мишенью составляла 5 мм. Длительность процес-
са абляции составляла 15 минут. Во время синтеза
лазерный луч сканировал поверхность мишени со
скоростью 4 м/с для предотвращения образова-
ния абляционных кратеров и увеличения эффек-
тивности процесса.

Рис. 5. Эффект наночастиц SiFeNP на мембранный потенциал лизосом эпителиальных клеток. Клетки COLO357 (а, в)
и SW620 (б, г) инкубировали с наночастицами NP1 (а, б) или NP2 (в, г) 4, 8 или 24 ч. Потенциал-чувствительный трекер
лизосом LTR добавляли на последние 30 мин инкубации.
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Выбор ацетона в качестве среды для приготов-
ления SiFeNP обусловлен тем эксперименталь-
ным фактом [29], что материалы, склонные к об-
разованию оксидов (в данном случае кремний и
железо) при абляции в ацетоне практически не
окисляются и образуют сферические наночасти-
цы SiFe (рис. 1а), тогда как быстрое окисление
при абляции в воде приводит к формированию
значительного количества неструктурированных
моно элементных оксидов в виде наноразмерных
“хлопьев”.

Для разделения размерных фракций и необхо-
димой для проведения биологических тестов сме-
ны растворителя с ацетона на воду использовался
метод последовательного центрифугирования.
На первом этапе было проведено центрифугиро-
вание (Eppendorf USA) исходного коллоидного
раствора SiFeNP при 200 g в течении 30 минут.
Осадок содержал наночастицы размером 150 нм.
Редиспергирование этого осадка в воде привело к
получению фракции NP2. Супернатант, оставший-
ся после первого шага, повторно центрифугировали
при 2000 g в течении 30 минут. Осадок после второго
шага центрифугирования содержал SiFeNP разме-
ром 100 нм. Редиспергирование этого осадка в воде
привело к получению фракции NP1.

Размерные и морфологические свойства син-
тезированных SiFeNP обеих размерных фрак-
ций были определены с использованием скани-

рующего просвечивающего электронного мик-
роскопа (TESCAN MAIA 3, Чешская республика),
работающего при ускоряющих напряжениях 0.1–
30 кВ. Образцы для электронной микроскопии
были подготовлены путем размещения 1 мкл кол-
лоидного раствора SiFeNP на подложке из гер-
мания и последующей сушки капли при нор-
мальных условиях.

Определение размера
и дзета-потенциала наночастиц

Диаметр NP определяли методом динамиче-
ского светорассеяния (90 Plus Particle Size Analyzer,
Brookhaven Instruments Corporation, Vernon Hills,
IL, США). Все измерения проводились с исполь-
зованием лазера 661 нм при комнатной температу-
ре с углом рассеяния 90°. Дзета-потенциал (ζ)
определяли с использованием идентичного обору-
дования с дополнительным аппаратом ZetaPALS.

Определение внутриклеточной локализации SiFeNP
Для определения внутриклеточной локализации

ЭК после инкубации с наночастицами обрабатыва-
ли трипсином для суспендирования и, одновремен-
но, освобождения от наночастиц, связанных с по-
верхностью ЭК. После центрифугирования осад-
ки клеток в контроле имели белый, а в опыте с
частицами – серый цвет, что показывает внутри-

Рис. 6. Анализ взаимодействия наночастиц SiFe с лимфоцитами периферической крови (ЛПК) человека. (а–б) Грану-
лярность (а) и размер (б) ЛПК до (серая гистограмма) и после инкубации 48 ч с наночастицами NP1. (в) Оптическая
плотность (620 нм) ЛПК до (контроль) и после 24 ч инкубации с наночастицами NP1 и NP2. (г–е) Анализ индукции
апоптоза ЛПК до (г) и после 48 ч инкубации с NP1 (д) и NP2 (е).”
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клеточное накопление наночастиц. Для количе-
ственного определения суспензию в физрастворе
разносили по лункам 96-луночного (Costar, USA)
плоскодонного планшета и анализировали по-
глощение в видимом диапазоне при 620 нм на
спектрофотометре (Multiscan FC, USA). Для ана-
лиза поглощения частиц суспензионными ЛПК
клетки переводили в физраствор и разносили по
лункам планшета для аналогичного анализа.

Клеточные линии
Карцинома поджелудочной железы человека

COLO-357 и карцинома толстой кишки SW620 вы-
ращены в среде DMEM с добавлением 7% феталь-
ной телячьей сыворотки (HyClone, США), пени-
циллин-стрептомицина и L-глютамина (все из
ПанЭко, Москва, Российская Федерация) (куль-
туральная среда). Клетки пассировали путем трип-
синизации с использованием раствора трипсин/
ЭДТА (ПанЭко, Москва, Российская Федерация)
два раза в неделю. ЛПК культивировали в среде
на основе RPMI-1640 с теми же добавками.

МТТ-анализ
Цитотоксический эффект SiFeNP оценивали с

помощью стандартного теста 3-(4,5-диметил-2-
тиазолил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолий бромида
(МТТ, Сигма), описанного ранее [30]. Для поста-
новки теста NP1 и NP2 разводили в широком
диапазоне концентраций, начиная с 20 мкг/мл, в
культуральной среде в 96-луночном плоскодон-
ном планшете (Costar, USA) в 100 мкл. Клетки в
количестве 10 тыс./лунку вносили во все лунки в
100 мкл. Планшеты инкубировали с CO2-инкуба-
торе (37°С, 5% СО2) в течение 72 ч. МТТ добавля-
ли по 10 мкл/лунку (5 мг/мл) на последние 3 часа
инкубации. После окончания инкубации культу-
ральную среду стряхивали и вносили по 100 мл
диметилсульфоксида для растворения формаза-
на. Ингибирующий индекс (II) был рассчитан как
II = [1 − (ODопыт/ODконтроль)], где OD–оптическая
плотность растворенного формазана.

Проточная цитометрия
Все измерения проводили на проточном цито-

метре FACScan (BD, USA). Для оценки количе-
ства мертвых клеток в культурах с наночастицами
клетки снимали с подложки трипсином, перево-
дили в физраствор, в который добавляли 50 мкл
йодистого пропидия (PI) (5 мкг/мл) и анализиро-
вали методами прямого (FSC) и бокового (SSC)
светорассеяния для определения размера и грану-
лярности клеток соответственно в популяции от-
рицательных по PI клеток. Оценку доли мертвых
клеток (положительных по PI) оценивали по све-
чению в красной области контрольных клеток и

клеток после инкубации с наночастицами 24 ч.
Подсчитывали отношение доли PI+ клеток в
опыте к контролю (Индекс PI).

Анализ синтеза АФК проводили с использова-
нием АФК-чувствительного красителя 2',7'-ди-
ацетат дихлордигидрофлуоресцеина (DCFH-DA
или DCF) (Sigma Aldrich, USA). Исходно DCF
бесцветный, в клетках гидролизуется клеточны-
ми эстеразами в присутствии перекиси водорода
до флуоресцентного 2',7'-дихлорфлуоресцеина.
Внутриклеточную продукцию оценивали в кана-
ле FL1.

Анализ апоптоза ЛПК, вызванного наночасти-
цами, оценивали с помощью окраски клеток флу-
оресцеин-меченным аннексином V (BD, USA).
Аннексин V обычно используется для обнаруже-
ния апоптотических клеток благодаря его способ-
ности связываться с фосфатидилсерином, марке-
ром апоптоза, когда он находится на внешней
стороне плазматической мембраны. В пробы так-
же добавляли PI, что позволяет разделить апопто-
тические и некротические клетки. Результаты ана-
лизировали с помощью программного обеспече-
ния WinMDI 2.8.

Анализ секреторных АФК
Для анализа секреторных АФК наночастицы

разводили в широком диапазоне концентраций в
100 мкл культуральной среды на плоскодонных
96-луночных планшетах (Costar, USA). Клетки в
количестве 10 тыс./лунку вносили во все лунки и
оставляли инкубировать 4, 8 или 20 ч. DCF вноси-
ли вместе с клетками. Результат анализировали на
флуоресцентном ридере Glomax Multi (Promega,
USA) с фильтром 488 нм. Данные представлены
как отношение оптической плотности в опыте к
контролю, где 1 означает отсутствие эффекта.

Анализ лизосомального мембранного потенциала
Для анализа потенциала мембран лизосом ис-

пользовали рН-чувствительный трекер лизосом
LysoTracker® Red DND-99 (Life Technologies,
USA). ЭК инкубировали с наночастицами 4, 8 и
24 ч аналогично как описано выше при определе-
нии АФК, трекер вносили на последние 30 мин
инкубации. Результат анализировали на флуорес-
центном ридере Glomax Multi (Promega, USA) с
фильтром 525 нм. Данные приведены как разница
оптической плотности в опыте минус контроль
(Дельта LTR), где 0 означает отсутствие эффекта.

Выделение лимфоцитов
периферической крови (ЛПК)

Кровь с добровольного согласия здоровых до-
норов забирали в вакуумные пробирки с ЭДТА
(Vacplus, Россия). Кровь разводили в 2 раза фи-
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зиологическим раствором (ФР), наслаивали на
градиент фиколла (ПанЭко, Россия) и центрифу-
гировали при 2.3 тыс. об./мин 20 минут. Лимфоци-
ты из интерфазы отмывали 3 раза в ФР, подсчиты-
вали количество клеток на камере Горяева и пере-
водили в культуральную среду. ЛПК инкубировали
с наночастицами в концентрации 10 мкг/мл 48 ч.
Для анализа апоптоза клетки отмывали и переводи-
ли в ФР, метили аннексин V-ФИТЦ и анализирова-
ли на проточном цитометре как описано выше.
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Interaction of SiFe Nanoparticles with Epithelial and Lymphoid Cells
N. V. Sharonova*, **, E. V. Svirshchevska***, A. A. Popov*, N. V. Karpov*, G. V. Tikhonovskiy*,

A. Yu. Zakharkiv*, S. V. Sizova***, V. Yu. Timoshenko*, S. M. Klimentov*, and V. A. Oleinikov*, ***, #
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***Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

Silicon and silicon-based nanoparticles (SiNP) attract scientific attention due to the biocompatibility and as-
similation of silicon by body tissues. Iron-doped SiNP (SiFeNP) allow the use of ferromagnetic properties of
iron for NP detection and the possibility of therapeutic application of SiFeNP. The purpose of this work was
to analyze the interaction of SiFeNP with epithelial cells (EC) COLO357 and SW620 and human peripheral
blood lymphocytes (PBL). SiFeNP were obtained by laser ablation and divided into NP1 and NP2 of 100 and
150 nm size, respectively. Cytotoxicity, apoptosis induction, reactive oxygen species (ROS) production, and
lysosome metabolism were analyzed using in vitro methods. It was revealed that EC efficiently incytosed both
types of NP, which resulted in the increase in the granularity of cells. NP did not cause apoptosis or EC ne-
crosis, but accumulated in lysosomes, which led to a decrease in the membrane potential of lysosomes. In turn,
a decrease in the level of EC metabolism led to a gradual (24 h) increase in ROS production by 10–15%. In this
case, NP1 caused more ROS than NP2, and more accumulated in the EC, which may be the result of a differ-
ence in the particle size. SiFeNP did not interact with PBL. Thus, the total cytotoxicity of SiFeNP did not ex-
ceed 20%, which is associated with a decrease in lysosome metabolism and insignificant ROS production.

Keywords: iron-containing silicon nanoparticles, cytotoxicity, apoptosis, membrane potential of lysosomes, ROS
production



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


