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Наночастицы TiO2 широко применяются в промышленности, фармакологии, медицине. В последнее вре-
мя предлагается использовать наночастицы TiO2 для адресной доставки химиотерапевтических препара-
тов, что может привести к увеличению локальной концентрации TiO2 и оказать влияние на протекающие
в опухоли процессы, в т.ч. на энтоз (внедрение одной опухолевой клетки в другую). В настоящей работе
проведено исследование влияния наночастиц TiO2 (частиц минерала анатаз размером менее 25 нм и ча-
стиц, состоящих из смеси анатаза и рутила, размером менее 75 нм в концентрации 1, 10 или 100 мкг/мл в
течение 72 ч) на процесс энтоза в культуре клеток аденокарциномы молочной железы человека MCF-7.
Культивирование клеток в присутствии разных типов наночастиц TiO2 замедляет пролиферацию и вызы-
вает уменьшение числа энтозов. Элементный анализ с помощью аналитической электронной микроско-
пии выявил присутствие TiO2 в эндосомном компартменте, в цитозоле и во внеклеточном пространстве.
Методом иммунохимического окрашивания показано, что оба типа наночастиц TiO2 в концентрации
10 мкг/мл нарушают образование адгезивных контактов, в т.ч. и на ранних стадиях энтоза. Воздействие
частиц анатаза индуцирует транслокацию белка р53 в ядра клеток. В целом, использованные в работе на-
ночастицы TiO2 ингибируют энтоз в клетках культуры MCF-7, нарушая адгезивные контакты и препят-
ствуя процессу внедрения. Однако можно предположить, что нарушение адгезивных контактов способно
усиливать подвижность опухолевых клеток и метастазирование.
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В настоящее время нанотехнологии являются од-
ним из приоритетных направлений развития науки
и техники. Наночастицы (от 1 до 100 нм) различного
происхождения широко используются в медицине и
в промышленности. К таким наночастицам отно-
сится диоксид титана (TiO2), применяемый в фарма-
кологии при изготовлении оболочек таблетирован-
ных препаратов, при изготовлении декоративной
косметики, в производстве красок и т.д. (Fage et al.,
2016). В природе TiO2 существует в трех формах: ру-
тил, анатаз и брукит (Rossi et al., 2010). Наиболее
инертен среди них рутил. Анатаз, в отличие от всех
остальных форм, является наиболее реакционно-
способным из-за наличия фотокаталитических
свойств (Hurum et al., 2005). Цитотоксичность нано-
частиц TiO2 была показана на различных типах куль-
тивируемых клеток. Наночастицы TiO2 вызывали ге-
нерацию активных форм кислорода и окислитель-
ный стресс (Sayes et al., 2006; Hanot-Roy et al., 2016),
ацетилирование белков (Sund et al., 2014), изменение
фосфопротеома белков, регулирующих процессы
апоптоза, внутриклеточного транспорта, воспале-
ния (Biola-Clier et al., 2020), повреждение ДНК и ак-

тивацию апоптоза (Lagopati et al., 2014; Wang et al.,
2015; Trang et al., 2021), а также нарушение структуры
адгезивных контактов (Setyawati et al., 2013).

Как было показано, при попадании наночастиц
TiO2 в организм при разных способах их введения
они накапливаются в тканях почек, печени, легких,
головного мозга. Наночастицы оказывали кратко-
временный токсический эффект, вызывая воспали-
тельную реакцию в легких (Warheit et al., 2006), ги-
стопатологические и функциональные нарушения в
тканях печени и почек (Wang et al., 2007). Однако
значимого токсического эффекта наночастиц TiO2 in
vivo обнаружено не было. В связи с этим, в последнее
время разрабатываются способы клинического ис-
пользования наночастиц TiO2 в терапии опухолей (в
т.ч. на модели клеток аденокарциномы молочной
железы MCF-7) для адресной доставки химиотера-
певтических препаратов (Zeng et al., 2015; Ding et al.,
2016). Побочным эффектом адресной доставки хи-
миотерапевтических препаратов с использованием
наночастиц TiO2 может являться влияние собствен-
но наночастиц на различные процессы, проходящие
в опухолевых тканях, в т.ч. стимулирующих опухоле-
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вую прогрессию. Одним из таких процессов являет-
ся энтоз.

Энтоз представляет собой внедрение одной клет-
ки эпителиального происхождения в другую клетку.
Внедрение происходит за счет образования адгезив-
ных контактов и работы актомиозиновой системы
внедряющейся клетки. Внедрившаяся клетка может
со временем покинуть энтозную вакуоль или под-
вергнуться лизосомно-опосредованной деградации,
что приводит к уменьшению числа опухолевых кле-
ток. С другой стороны, внедрившаяся клетка может
служить источником питательных веществ для эн-
тозной (наружной) клетки (Overholtzer et al., 2007;
Garanina et al., 2017), способствуя ее выживанию.
Кроме того, и наружная, и внедрившаяся клетка мо-
гут вступить в митоз (Krishna, Overholtzer, 2016; Ки-
сурина-Евгеньева и др., 2018). Наличие крупной ваку-
оли нарушает нормальное завершение митоза энтоз-
ной клетки, что приводит к появлению полиплоидных
клеток и повышению генетической нестабильности
опухоли (Krajcovic et al., 2011; Garanina et al., 2017). Та-
ким образом, энтоз может как способствовать, так и
препятствовать развитию опухоли.

Целью работы является оценка влияния наноча-
стиц диоксида титана (TiO2) на протекание процесса
энтоза в клетках культуры аденокарциномы молоч-
ной железы человека (MCF-7). При этом использо-
вали два типа наночастиц: анатаз, ≤25 нм (далее А25)
и смесь анатаза и рутила, ≤75 нм (далее АР75).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки и наночастицы TiO2. Клетки культуры

MCF-7 (аденокарцинома молочной железы челове-
ка) получены из НИИ канцерогенеза Российского
онкологического научного центра им. Н.Н. Блохина
(Москва). Клетки выращивали в среде DMEM
(ПанЭко Россия), содержащей 10% фетальной сы-
воротки крупного рогатого скота (PAA Laboratories,
Австрия) и 80 мг/мл гентамицина (ПанЭко) при
37°C и 5% CO2. Клетки высаживали в чашки Петри
на покровные стекла в концентрации 200 тыс./мл.
Через 24 ч к клеткам добавляли наночастицы TiO2 в
форме анатаза размером менее 25 нм (далее А25)
(Sigma, 637254, США) или наночастицы, состоящие
из смеси анатаза и рутила, с размером менее 75 нм
(далее АР75) (Sigma, 13463-67-7, США). Культиви-
рование клеток в присутствии наночастиц проводи-
ли в течение трех сут. Концентрация наночастиц
TiO2 составляла 1, 10 или 100 мкг/мл.

Морфологический анализ. Клетки фиксировали
96% этанолом (–20°С) и окрашивали гематоксили-
ном и эозином по стандартной методике. На полу-
ченных свето-микроскопических препаратах по
морфологическим признакам считали число энто-
зов (энтотический индекс, в %), митозов (митотиче-
ский индекс, в %) и апоптозов (апоптотический ин-
декс, в %) (n = 3000 клеток в каждом из 3-х биологи-

ческих повторов эксперимента; на графиках указаны
средние значения и их ошибка). На этих же препаратах
(для концентрации наночастииц 10 мкг/мл) оценива-
ли влияние наночастиц на увеличение числа клеток в
процессе культивирования (до внесения наночастиц и
через 3 сут после внесения). Число клеток считали, ис-
пользуя объектив с увеличением 40× в 10 полях зрения
(в 3-х биологических повторах, по 40 полей зрения в
каждом, на графиках указаны значения среднего и
ошибка среднего).

Иммуноцитохимия и обработка изображений. Для
выявления белков β-катенина и р53 клетки фикси-
ровали 4%-ным формальдегидом (02194047-CF, MP
Biochemicals, Франция), приготовленным на 0.1 M
фосфатно-солевом буферном растворе (PBS) рН 7.2,
обрабатывали 0.1%-ным Тритоном Х100 (Sigma,
США) и отмывали в 0.1 M PBS рН 7.2. Адгезивные
контакты окрашивали мышиными моноклональны-
ми антителами против белка β-катенина (C7207; Sig-
ma, США) в течение 30 мин при 37°C. Для выявле-
ния белка р53 клетки окрашивали мышиными мо-
ноклональными антителами против белка р53
(Р5813; Sigma, США) 30 мин при 37°C. В качестве
вторых антител использовали антитела против им-
муноглобулина мыши, конъюгированные с Alexa
Fluor-488 (Invitrogen, США), окрашивали 30 мин
при 37°C. Ядра клеток докрашивали красителем
DAPI (0.1 мкг/мл) (Sigma, США) 10 мин при комнат-
ной температуре и в темноте.

Препараты анализировали с помощью люминес-
центного микроскопа Axiovert 200M (Carl Zeiss Inc.,
Германия). Для Alexa Fluor-488 и DAPI использова-
ли спектры возбуждения/испускания 496/519 и
358/460 соответственно. Для последующей стати-
стической обработки использовали одинаковое вре-
мя экспозиции в каждом эксперименте. Снимки об-
рабатывали с помощью программ Adobe Photoshop и
ImageJ/Fiji. Измерение длины адгезивных контактов
проводили с использованием программного обору-
дования Vision Bio® Analyze (Россия). На изображе-
нии измеряли общий периметр клеток (Р) и длину L
межклеточного прикрепления по окрашиванию ан-
тителами против белка β-катенина, число измере-
ний n в контроле и в эксперименте составляло 90 и
50 соответственно. Анализировали отношение пери-
метра клетки к протяженности адгезивных контак-
тов (Р/L).

Интенсивность флуоресценции белка р53 в ядрах
также измеряли с использованием программного
оборудования (Vision Bio® Analyze, Россия). Оцени-
вали интенсивность флуоресценции в ядре и в таком
же объеме цитоплазмы (фон). Затем с помощью про-
граммы Excel вычитали фон, значения интенсивности
флуоресценции ядер в усл. ед. ранжировали по возрас-
танию и делили на три группы: слабо-флуоресцирую-
щие (0–30), средне-флуоресцирующие (30–60) и ярко-
флуоресцирующие (60–90). Число проанализирован-
ных клеток в контроле – 1467 шт., в присутствии нано-
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частиц А25 в концентрации 1 и 10 мкг/мл – 538 и 114
соответственно, в присутствии 1 и 10 мкг/мл АР – 184
и 143 соответственно.

Эксперименты по анализу длины адгезивных
контактов и накоплению р53 в ядрах клеток прово-
дили в двух биологических повторах, затем выборки
объединяли. На графиках указывали среднее значе-
ние и стандартное отклонение.

Трансмиссионная электронная микроскопия (ТЭМ).
Для ультраструктурного анализа клеток с помощью
ТЭМ клетки культивировали в присутствии наноча-
стиц TiO2 (А25 или А75 в концентрации 10 мкг/мл
3 сут). Клетки фиксировали 2.5%-ным глутаровым
альдегидом на 0.1 M буфере PBS рН 7.2 30 мин, обез-
воживали и заключали в эпон 812 по стандартной
методике. В процессе проводки клетки дофиксиро-
вали 1%-ным раствором осмия на 0.1 M буфере PBS
рН 7.2 и контрастировали 1.5%-ным раствором ура-
нилацетата в 70%-ном этаноле. Ультратонкие срезы
толщиной 60 нм изготавливали с помощью алмазно-
го ножа на ультрамикротоме LKB II (Швеция). Для
лучшей визуализации наночастиц дополнительное
контрастирование срезов не проводили. Получен-
ные срезы анализировали на трансмиссионном
электронном микроскопе JEM-1011 (JEOL, Япония)
и аналитическом трансмиссионном электронном
микроскопе JEM-2100 (JEOL, Япония). Элемент-
ный анализ наночастиц проводили с использовани-
ем метода энерго-дисперсионной спектрометрии
(ЭДС) характеристического рентгеновского излуче-
ния, основанном на регистрации рентгеновских фо-
тонов, испускаемых образцами при их облучении
пучком электронов, и измерении их энергий энерго-
дисперсионным спектрометром (Oxford Instruments
Inca X-Max 8 mm2, Великобритания). Обработку ре-
зультатов проводили с использованием программ-
ного оборудования Inca (Oxford Instruments, Велико-
британия).

Статистическая обработка. Построение графиков
и гистограмм проводили в программе Microsoft Of-

fice Excel 2007. Для проверки гипотезы о различии
средних в контроле и экспериментальной группе ис-
пользовали критерий Манна–Уитни (для малых вы-
борок) или t-критерий Стьюдента с подтверждением
нормальности распределения. Различие считали
статистически достоверным при p ≤ 0.05. Поскольку
энтоз представляет собой редкое явление, при ста-
тистической обработке данных, полученных при ис-
следовании энтозных клеток, стандартное отклоне-
ние не определяли; при этом указывали число про-
анализированных энтозов.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Распределение наночастиц TiO2 в клетках MCF-7.

Электронная микроскопия. Для того чтобы убедиться
в накоплении наночасти TiO2, как в форме А25, так
и АР75, в клетках MCF-7, было проведено электрон-
но-микроскопическое исследование. В клетках бы-
ли обнаружены скопления электронно-плотных ча-
стиц (рис. 1). Элементный анализ показал, что выяв-
ленные электронно-плотные частицы содержали в
своем составе титан (рис. 2). Наночастицы разной
природы имели разную морфологию: наночастицы
А25 выглядели как мелкие и равномерно распреде-
ленные электронно-плотные частицы, в то время
как АР75 представляли собой гранулы разного раз-
мера (рис. 2).

Наночастицы А25 и АР75 формировали агрегаты
как снаружи, так и внутри клеток (рис. 3). В клетках
наночастицы обнаруживали чаще всего внутри вези-
кул (рис. 3б), что указывает на проникновение их в
клетку путем эндоцитоза. Везикулы на электронно-
микроскопическом уровне характеризовались раз-
ной морфологией. Часть везикул с наночастицами
TiO2 имела однородное содержимое и, по-видимо-
му, принадлежала к компартменту ранних эндосом
(рис. 3б). Другая часть везикул содержала мембран-
ные структуры, и, вероятно, принадлежала к ком-
партменту поздних эндосом (мультивезикулярных

Рис. 1. Электронно-плотные частицы в клетках MCF-7, культивировавшихся в присутствии наночастиц TiO2 А25 (а) и АР75 (б).
Стрелки указывают на электронно-плотные частицы.

5 мкм 5 мкм

а б
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телец) (рис. 3г). В некоторых случаях наночастицы
располагались небольшими агрегатами свободно в
цитоплазме (рис. 3в, д, е). Наночастицы присутство-
вали и в апоптотических клетках (рис. 3д). Кроме то-
го, наночастицы, свободно лежащие в цитоплазме,
были обнаружены в митотической клетке (рис. 3е).

Митотический, апоптотический и энтотический ин-
дексы при воздействии наночастиц TiO2. Для оценки
влияние наночастиц на культивируемые клетки
MCF-7 были измерены митотический, апоптотиче-
ский и энтотический индексы на препаратах, окра-
шенных гематоксилином и эозином (рис. 4а). Воздей-
ствие обеих форм наночастиц TiO2 в концентрации 10
и 100 мкг/мл вызывало уменьшение митотического
индекса и увеличение апоптотического индекса по
сравнению с контролем (p ≤ 0.05 по Манну–Уитни).
Апоптотический индекс в присутствии наночастиц
А25, 100 мкг/мл был выше по сравнению с АР75 в
той же концентрации (p ≤ 0.05 по Манну–Уитни).
Для оценки влияния наночастиц на рост культуры
был проведен подсчет клеток на единицу площади
(рис. 4б). Анализ проводили только для концентра-
ции наночастиц 10 мкг/мл, т.к. именно в этих усло-
виях апоптотический и митотический индексы из-
меняются достоверно. В контроле в течении 3-х сут

число клеток увеличивалось почти в три раза. В при-
сутствии наночастиц (10 мкг/мл) это число возрастало
менее чем в два раза. Таким образом, воздействие на-
ночастиц TiO2, начиная с концентрации 10 мкг/мл,
вызывает уменьшение митотического индекса, воз-
растание апоптотического индекса и, в целом, при-
водит к замедлению роста культуры. Хотя TiO2
(100 мкг/мл) образует агрегаты на поверхности кле-
ток (рис. 5), сохраняется митотическая активность и
нет значительной гибели клеток.

Энтотический индекс при добавлении в среду куль-
тивирования наночастиц А25 и АР75 дозозависимо
уменьшался по сравнению с контролем (рис. 4а). В
присутствии 100 мкг/мл наночастиц и одного, и дру-
гого типа встречались единичные картины “клетка-
в-клетке”, что указывает на подавление процесса
энтоза. 

Влияние наночастиц TiO2 на прохождение энтоза в
клетках MCF-7. В клетках MCF-7 в контроле процесс
энтоза можно подразделить на 5 стадий (Garanina et al.,
2017) (рис. 6). На первой стадии внедряющаяся клетка
плотно контактирует с внешней (энтозной) клеткой.
Признаки деградации внедрившейся клетки не выяв-
ляются. На второй стадии внедрившаяся клетка на-
чинает терять контакты с мембраной энтозной ваку-

Рис. 2. Наночастицы TiO2 (10 мкг/мл) А25 и АР75 в клетках культуры MCF-7 (элементный анализ). а, в – Электронно-мик-
роскопическая фотография наночастиц TiO2 в форме анатаза (25 нм) и анатаза с рутилом (75 нм) соответственно. б, г – Энер-
годисперсионный спектр области (спектр 1 и спектр 2 соответственно); по оси абцисс — энергия рентгеновского излучения,
кэВ, по оси ординат – интенсивность характеристического рентгеновского излучения; стрелками отмечены пики, характер-
ные для TiO2, концентрация наночастиц – 10 мкг/мл.

5 мкм

а б

в г

Спектр 1

Спектр 1

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0
кэВПолная шкала 622 имп. Курсор: 2.810 (1 имп)
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оли. На третьей стадии свободное пространство
внутри энтозной вакуоли четко выражено и внед-
рившаяся клетка более не имеет контактов с ее мем-
браной. Размер внедрившейся клетки уменьшается,
хроматин начинает конденсироваться и ядро дефор-
мируется. На четвертой стадии ядро внедрившейся
клетки значительно сжимается, клетка заметно
уменьшается в размерах, ее содержимое деградирует.
На пятой заключительной стадии внутри энтозной
вакуоли выявляются полностью деградировавшие
остатки внедрившейся клетки. В присутствии нано-

частиц TiO2 морфология клеток на разных стадиях
энтоза была сходна с контролем (рис. 6).

Подсчет числа энтозных клеток, находящихся на
разных стадиях, показал (табл. 1), что в присутствии
наночастиц TiO2 (А25 и АР75) в концентрации 1 мкг/мл
уменьшалась доля клеток на начальных этапах энто-
за, что может указывать на нарушение процесса
внедрения. Кроме того, увеличивалась доля клеток
на III стадии, что может указывать на замедление де-
градации внедрившейся клетки. Необходимо отме-
тить, что энтоз является редким событием, что дела-

Рис. 3. Наночастицы TiO2 в клетках культуры MCF-7, культивировавшихся 3 сут в присутствии частиц АР75 (10 мкг/мл).
Трансмиссионная электронная микроскопия. Локализация наночастиц (стрелки): а – во внеклеточном пространстве, б – в
ранней эндосоме, в – в цитоплазме, г – в поздней эндосоме, д – в цитоплазме апоптотической клетки, е – в цитоплазме ми-
тотической клетки; на врезках д, е представлено малое увеличение клетки.

1000 нм1000 нм1000 нм 1000 нм1000 нм1000 нма г

500 нм500 нм500 нм 1000 нм1000 нм1000 нмб
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ет невозможным полноценную статистическую об-
работку данных. При более высоких концентрациях
наночастиц TiO2 встречались единичные энтозы,
что не позволило провести какой-либо анализ.

Адгезивные контакты клеток в присутствии наноча-
стиц TiO2. Падение энтотического индекса и умень-
шение числа энтозов на I и II стадиях может указы-
вать на нарушение процесса внедрения. По данным
из литературы известно, что для успешного внедрения
необходимо формирование адгезивных контактов
между клетками (Overholtzer, Brugge, 2008; Sun et al.,
2014). Для выявления влияния наночастиц TiO2 на
протяженность адгезивных контактов, было прове-
дено иммуноцитохимическое окрашивание β-кате-
нина.

В контроле адгезивные контакты выявлялись по
всей периферии контактирующих клеток и имели
четкие границы (рис. 7б). В присутствии наночастиц
TiO2 изменялся характер окрашивания антителами к
β-катенину. В монослое клеток присутствовали
участки, в которых окрашивание либо полностью
отсутствовало, либо сохранялось на небольшом про-
тяжении межклеточной границы (рис. 7в, г). Подоб-
ные нарушения были отмечены в присутствии нано-
частиц как А25, так и АР75, начиная с концентрации
1 мкг/мл. Для подтверждения данных имуноцитохи-
мии была измерена длина адгезивных контактов.
Как видно из приведенной на рис. 7а гистограммы,
воздействие наночастиц TiO2 уменьшало протяжен-
ность межклеточных контактов, при этом наночасти-

цы АР75 оказывали большее повреждающее действие,
чем наночастицы А25 при тех же концентрациях.

Анализ протяженности адгезивных контактов на
I и II стадиях энтоза показал нарушение их форми-
рования (рис. 7в, г, врезки) в присутствии наноча-
стиц TiO2, в то время как в контроле адгезивные кон-
такты на начальных стадиях энтоза выявляются на
всем протяжении энтозной вакуоли (рис. 7б, врезка).

Распределение белка р53 при воздействии наноча-
стиц TiO2 в клетках MCF-7. Белок р53 является од-
ним из основных регуляторов клеточного цикла.
При различных повреждениях клеток он перемеща-
ется в ядро и работает в качестве фактора транскрип-
ции генов, вызывающих остановку клеточного цик-
ла и активацию либо систем репарации, либо апо-
птотической гибели клетки (Чумаков, 2007). Так как
воздействие наночастиц TiO2 вызывало уменьшение
митотического индекса и возрастание апоптотиче-
ского индекса, мы проанализировали распределение
р53 в контроле и в присутствии наночастиц TiO2.

Иммуноцитохимическое окрашивание в контро-
ле выявило небольшое количество слабо-флуорес-
цирующих ядер клеток (рис. 8б). При воздействии
наночастиц А25 (10 мкг/мл) наблюдали увеличение
доли ярко флуоресцирующих ядер (рис. 8в). В при-
сутствии наночастиц АР75 (10 мкг/мл) картина рас-
пределения и интенсивности флуоресценции была
сходна с контролем (рис. 8г).

Измерение интенсивности флуоресценции ядер
клеток показало, что в контроле чаще встречались

Рис. 4. Влияние наночастиц TiO2 в разной концентрации в течении 3 сут на пролиферативную активность, выживаемость и
энтоз клеток MCF-7. а – Изменение митотического (МИ), апоптотического (АИ) и энтотического (ЭИ) индексов в клетках;
А25 — наночастицы анатаза размером 25 нм, АР75 — смесь наночастиц анатаза и рутила размером 75 нм; (*) – различия от-
носительно к достоверны при р ≤ 0.05 (критерий Манн–Уитни); б – изменение числа клеток при культивировании в присут-
ствии наночастиц TiO2 (10 мкг/мл); К1 и К2 – количество клеток через 24 ч культивирования перед добавлением наночастиц
и через 3 сут культивирования соответственно; по вертикали указано количество клеток в усл. ед. относительно К2; (*) – раз-
личия относительно К1 достоверны при р ≤ 0.05 (критерий Манн–Уитни); (**) – различия относительно К1 и эксперимента
достоверны при р ≤ 0.05 (критерий Манн–Уитни); указаны значения среднего и его ошибки (n = 3).
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Рис. 5. Общий вид клеток MCF7 в присутствии наночастиц TiO2 (А25 и АР75) в разных концентрациях. Фазовый контраст.
Стрелки указывают на агрегаты наночастиц. Масштабный отрезок: 10 мкм.

A25, 1 мкг/мл A25, 10 мкг/мл A25, 100 мкг/мл

AP75, 1 мкг/мл AP75, 10 мкг/мл AP75, 100 мкг/мл

10 мкм

Рис. 6. Стадии энтоза I–V в контрольных клетках MCF-7 и в присутствие 10 мкг/мл АР75 на стадии II (II: АР75). Световая
микроскопия, окрашивание гематоксилином и эозином. Э – энтозная клетка, В – внедрившаяся клетка. Стрелка указывает
на наночастицы.
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слабо-флуоресцирующие ядра (рис. 8а). В присут-
ствии АР75 увеличивалась доля слабо-флуоресцирую-
щих ядер. В то же время при воздействии наночастиц
А25 в концентрации 1 и 10 мкг/мл было обнаружено
значительное увеличение доли ярко- и средне-флуо-
ресцирующих ядер по сравнению с контролем (p ≤
≤ 0.05 по t-критерию). Таким образом, только нано-
частицы А25 вызывают перемещение фактора тран-
скрипции р53 в ядра клеток, что может приводить к
остановке клеточного цикла и активации програм-
мы апоптоза.

В процессе энтоза р53 обнаруживается как в яд-
рах энтозных клеток, так и в ядрах внедрившихся
клеток. В контроле меньше половины ядер энтозных
клеток содержали р53 (12 из 34). Среди ядер внед-
рившихся клеток (на I, II и III стадиях), наоборот,
преобладали р53-содержащие (16 из 25). В присут-
ствии титановых наночастиц встречаются р53 поло-
жительные ядра как энтозных, так и внедрившихся

Рис. 7. Адгезивные контакты клеток MCF-7 в присутствии 10 мкг/мл наночастиц TiO2 (А25 или АР75). а – Изменение про-
тяженности адгезивных контактов клеток при воздействии наночастиц в разной концентрации; по оси ординат – отношение
протяженности P периметра клетки к протяженности межклеточного контакта L (P/L); указаны среднее значение и стандарт-
ное отклонение выборки (n = 90 и n = 50 соответственно в контроле и эксперименте); (*) – различия относительно контроля
достоверны при р ≤ 0.05 (по t-критерию Стьюдента). б, в, г – Иммуноцитохимическое выявление β-катенина (зеленый сигнал);
энтозы представлены в отдельных врезках, Э – энтозная клетка, В – внедрившаяся клетка, стрелка указывает на адгезивный
контакт между энтозной и внедрившейся клетками; б – контроль, в, г, – воздействие 10 мкг/мл наночастиц TiO2 (А25 или
АР75), ядра клеток докрашены DAPI (синий сигнал).
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Таблица 1. Частота встречаемости различных стадий энтоза
в клетках MCF-7 в контроле и в присутствии 1 мкг/мл нано-
частиц TiO2 (А25 и АР75) в течение 3 сут

Примечание. n – число проанализированных энтозов (100%);
жирным шрифтом выделены наиболее часто встречающиеся
стадии энтоза.

Воздействие
наночастиц

Доля клеток на стадии энтоза, %

I II III IV V

Нет, контроль
(n = 100)

12 25 36 14 13

A25
(n = 68)

1.5 12 54.5 15 18

АР75
(n = 86)

3.5 10.5 50 22 14
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клеток. В связи с небольшим количеством проана-
лизированных клеток выделить какую-либо законо-
мерность распределения р53 не представляется воз-
можным (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенная работа показала, что в присутствии
наночастиц TiO2 в культуре клеток МСФ7 происхо-
дит незначительное увеличение апоптотического
индекса и падение митотического индекса. Начиная
с концентрации 10 мкг/мл, апоптотический индекс
превышает митотический, что приводит к замедле-
нию роста культуры. Увеличение апоптотического
идекса может быть опосредовано выходом погло-
щенных клеткой наночастиц из везикул эндосомно-
го компартмента в цитозоль. Электронно-микроско-
пические данные подтверждает наличие наночастиц в
цитозоле. Выход из эндосомного компартмента по
данным из литературы может быть связан со способ-
ностью наночастиц TiO2 окислять липиды и нарушать
целостность мембран (Sydor et al., 2020). По другим
данным наночастицы TiO2 увеличивают рН внутри ли-

Рис. 8. Распределение белка р53 в ядрах клеток MCF-7 в контроле (К) и в присутствии 10 мкг/мл наночастиц TiO2 (А25 и
АР75). а – Распределение клеток по интенсивности флуоресценции (ИФ, усл. ед.) антител против белка р53; показаны три
группы клеток с ИФ 0–30, 30–60 и 60–90; указаны среднее значение и стандартное отклонение выборки; (*) – различие с К
достоверно при р ≤ 0.05 (t-критерий Стьюдента). б, в, г – Иммуноцитохимическое выявление белка р53 (зеленый цвет) в клет-
ках MCF-7, ядра клеток докрашены DAPI (синий сигнал).
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Таблица 2. Наличие белка р53 в ядрах энтозных (Э) и
внедрившихся (В) клеток в присутствии наночастиц TiO2

Примечание. n – Число проанализированных клеток; р53+ и
р53– – соответственно р53, содержащийся и не содержащийся в
ядрах.

Наночастицы TiO2

Э-клетки
(I и II стадии) В-клетки

р53+ р53− р53+ р53−

Нет, контроль
(n = 34)

12 22 16 9

А25, 1 мкг/мл
(n = 5)

4 1 3 1

А25, 10 мкг/мл
(n = 5)

2 3 2 2

АР75, 1 мкг/мл
(n = 9)

1 8 0 4

АР75, 10 мкг/мл
(n = 5)

0 4 3 1
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зосомы, что приводит к разрыву мембраны в результа-
те осмотического набухания лизосом (Frohlich, 2013). В
дальнейшем такие наночастицы могут перемещаться в
ядро, где они оказывают повреждающее воздействие
на ДНК (Sayes et al., 2006).

Мы предполагаем, что свободно лежащие нано-
частицы, выявляемые нами на электронно-микро-
скопических изображениях, могут быть случайно за-
хвачены в состав ядра при формировании ядерной
оболочки в процессе митоза, или пассивно прохо-
дить через ядерные поры. Наночастицы анатаза об-
ладают меньшими размерами (<25 нм) по сравне-
нию с наночастицами анатаз-рутил (<75 нм), облег-
чающими их проникновение через ядерную пору,
что может объяснять больший апоптотический ин-
декс, наблюдаемый в нашем исследовании. Кроме
того, перемещение р53 в ядра клеток также наблюда-
ется именно в присутствии наночастиц анатаза.

В ядре р53 может активировать транскрипцию
проапоптотических генов, вызывая увеличение апо-
птотического индекса, или генов ингибиторов кле-
точного цикла, что приводит к падению митотиче-
ского индекса (Чумаков, 2007). Более крупные нано-
частицы АР75 возможно не способны проникать
через ядерную пору и повреждать ДНК, поэтому мы
не наблюдаем перемещения р53 в ядро. Тем не ме-
нее, в присутствии этих наночастиц также происхо-
дит увеличение апоптотического индекса и падение
митотического индекса. Возможно, механизм акти-
вации апоптоза и замедления клеточного цикла в
данном случае не связаны с работой р53. В целом
первая часть работы показала, что частицы А25 об-
ладают большей повреждающей способностью, чем
АР75. Повышенное (по сравнению с контролем) на-
копление р53 в ядрах клеток при воздействии ана-
тазных наночастиц может являться механизмом ак-
тивации клеточной гибели.

Воздействие наночастиц TiO2, как А25, так и
АР75, приводит к значительному уменьшению числа
энтозов в клетках MCF-7. Наиболее вероятной при-
чиной является нарушение начальных этапов внед-
рения клеток, о чем свидетельствует уменьшение
числа энтозов, находящихся на I стадии. В литерату-
ре имеются данные, что наночастицы TiO2 связыва-
ются с внеклеточными доменами кадгеринов, вслед-
ствие чего кадгерины удаляются с мембраны путем
эндоцитоза (Setyawati et al., 2013), и адгезивные кон-
такты разрушаются. Таким образом, внедряющаяся
клетка оказывается неспособной взаимодействовать
с энтозной клеткой. Однако если рассматривать дей-
ствие наночастиц TiO2 на опухолевую ткань в целом,
то повреждение адгезивных контактов может приво-
дить к нарушению контактов между клетками, уси-
лению их подвижности и росту метастазирования.

Уменьшение числа энтозов может быть также
связано с падением митотического индекса. Показа-
но, что клетки, закончившие митоз, обладают повы-
шенной способностью к внедрению (Кисурина-Ев-

геньева и др., 2018; Durgan et al., 2018). Так как TiO2
снижает митотическую активность клеток, число та-
ких событий уменьшается.

Увеличение содержания в популяции энтозов на
III стадии может указывать на замедление деграда-
ции внедрившейся клетки в присутствии наноча-
стиц TiO2. Длительное сохранение энтозной вакуоли
увеличивает вероятность вступления наружной
клетки в митоз, проходящий с нарушением цитоки-
неза и заканчивающийся образованием полиплоид-
ной клетки (Krajcovic et al., 2011). Снижение митоти-
ческой активности в присутствии TiO2 может ниве-
лировать этот эффект. При этом важную роль может
играть р53, регулирующий прохождение клеток по
клеточному циклу. Ранее нами было показано, что в
культуре клеток MCF-7 фактор р53 обнаруживается
чаще в ядрах энтозных и внедрившихся клеток, чем
в культуре в целом. При этом позитивно окрашены
были ядра у 26% энтозных клеток и у 22% внедрив-
шихся клеток (Кисурина и др., 2018). В настоящей
работе в контроле р53 чаще выявлялся в ядрах внед-
рившихся клеток, чем в ядрах энтозных клеток. По-
вышенная частота встречаемости р53-положитель-
ных ядер среди внедрившихся клеток может быть
связана с тем, что (по последним данным из литера-
туры) клетки с повреждениями ДНК чаще внедряют-
ся, инициируя процесс энтоза (Liang et al., 2021). В
присутствии А25, по сравнению с АР75, чаще встреча-
ются р53-положительные ядра как среди энтозных, так
и среди внедрившихся клеток, что может указывать на
повреждающий эффект этих наночастиц.

Таким образом, можно заключить, что воздей-
ствие наночастиц TiO2 на культуру опухолевых кле-
ток молочной железы приводит к подавлению энтоза.
Так как наличие энтозов может приводить к полипло-
идизации клеток (Krajcovic et al., 2011), наночастицы
TiO2 оказывают положительное влияние на генетиче-
скую стабильность в популяции. Кроме того, в при-
сутствии наночастиц TiO2, замедляется пролифера-
ция опухолевых клеток. В целом, полученные ре-
зультаты демонстрируют, что наночастиц TiO2 могут
быть использованы в адресной доставке химиотера-
певтических препаратов.
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Titanium Dioxide Nanoparticles Inhibits Entosis in the Human Breast
Adenocarcinoma Cell Line

O. P. Kisurina-Evgenievaa, *, M. A. Savitskayaa, D. S. Smeshnovaa, and G. E. Onishchenkoa

aFaculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: evgengeva@mail.ru

TiO2 is widely used in industry and cosmetics and medicines production. In recent years, to achieve tumor-specific
delivery of anticancer agents, TiO2 nanoparticles have been used in chemo/photodynamic therapy, which may cause
local increase of the TiO2 concentration in tumors. The TiO2 nanoparticles can affect various processes in tumors.
One of such process is entosis. During entosis one tumor cell invades another tumor cell. The aim of this work was
to study the effect of TiO2 nanoparticles (anatase <25 nm and rutil/anatase <75 nm; 1, 10 and 100 μg/mL, 72 hours)
on the entosis in the human breast adenocarcinoma cell line (MCF7). Cultivation of cells in the presence of
nanoparticles lead to a slowdown in proliferation and reduced in the entosis number. These effects were dose-de-
pendent. Elemental analysis (analytical electron microscopy) showed presence TiO2 nanoparticles in the cell vacu-
oles, in the cytosol and in the extracellular space. TiO2 nanoparticles (10 μg/mL) significantly disrupted adhesive
junctions in entotic cells and in cell culture in general (immunocytochemistry staining). The anatase nanoparticles
induced p53 translocation into the nucleus. Thus, the obtained data showed that the TiO2 nanoparticles inhibited
entosis in MCF-7 cells by means of disrupting the adhesive junction formation and preventing cell invasion. How-
ever, failure of adhesive contacts can facilitate tumor metastasis.

Keywords: adherens junctions, nanoparticles, titanium dioxide, р53, entosis
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