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Разработка технологий эффективной адресной доставки лекарств для задач онкотерапии требует
развития новых методов для анализа особенностей микро- и наномасштабных распределений про-
тивоопухолевых препаратов в объеме клеток и тканей. В работе представлен новый подход к трех-
мерному анализу внутриклеточных распределений цитостатиков с использованием технологии
флуоресцентной сканирующей оптическо-зондовой нанотомографии. Коррелятивный анализ на-
ноструктуры и распределения введенного доксорубицина в исследуемых клетках аденокарциномы
молочной железы человека MCF-7 позволил выявить особенности проникновения и накопления
препарата в клетках. Разработанная технология с использованием принципов сканирующей опти-
ческо-зондовой нанотомографии применима для исследования особенностей распределений раз-
личных флуоресцентных или флуоресцентно-маркированных препаратов в клетках и тканях.
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Прорывные биомедицинские исследования
требуют развития методик, позволяющих со
сверхвысоким разрешением визуализировать и

анализировать молекулярные и надмолекуляр-
ные структуры клеток для понимания молекуляр-
ных механизмов, ответственных за множество
процессов, таких как механизмы возникновения
патологий или адресной доставки лекарств. Мно-
гие из ныне разработанных аналитических мето-
дов, такие как электронная микроскопия (ЭМ)
[1], сканирующая зондовая микроскопия (СЗМ)
[2] и другие, позволяют исследовать ультраструк-
туру клеточных компонентов с разрешением от
единиц до десятков нанометров. Каждый из по-
добных методов обладает значительным потен-
циалом, однако основным их недостатком явля-
ется отсутствие возможности анализа распреде-
ления флуоресцентных маркеров в объеме
образцов, которые предоставляют, например, ме-
тоды флуоресцентной оптической микроспек-
троскопии (ФОМ), в том числе современные ме-
тоды оптической микроскопии сверхвысокого
разрешения [3]. Таким образом, становится оче-
видно, что наиболее перспективным направлени-
ем являются комбинирование и мультиплициро-
вание разных модальностей ФОМ и различных
методов визуализации ультраструктуры, с воз-
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можностью полноценного 3D-анализа образцов –
корреляционная микроскопия [4].

Одними из важнейших практических прило-
жений методик 3D микроспектроскопии являют-
ся биомедицинские исследования, направленные
на изучение внутриклеточного трафика противо-
опухолевых препаратов. Актуальность таких ис-
следований связана с тем, что ежегодно в мире те-
стируется около 10 000 прототипов противоопу-
холевых лекарств [5]. При этом только 7% от всех
потенциальных противоопухолевых препаратов,
вступивших в первую фазу клинических испыта-
ний, впоследствии внедряется в клиническую
практику [6]. Этот факт может свидетельствовать
прежде всего о недостаточно высокой прогности-
ческой способности существующих методов те-
стирования. На первом этапе длительного пути
лекарства в клинику для изучения цитотоксично-
сти потенциальных терапевтических агентов и
носителей для их доставки в большинстве лабора-
торий используют модели in vitro на основе раз-
личных опухолевых клеточных линий человека и
животных. Понимание взаимодействия носите-
лей лекарств с ультраструктурой клеток и влия-
ния таких взаимодействий на поглощение носи-
телей имеет первостепенное значение для разра-
ботки эффективных средств адресной доставки
лекарств [7]. Важность этой информации обу-
словлена тем, что мишени для многих терапевти-
ческих препаратов против нескольких патологий
локализованы в субклеточных компартментах.
Кроме того, способ ввода лекарственного сред-
ства (прямой или посредством эндоцитоза) часто
определяет эффективность, кинетику и конеч-
ный пункт назначения самого препарата. Не-
смотря на то что классические эндоцитарные пу-
ти, такие как фагоцитоз, макропиноцитоз, кла-
трин-опосредованные и кавеол-зависимые пути,
достаточно хорошо изучены, непосредственное
влияние ультраструктуры клеток на внутрикле-
точный транспорт фармацевтических препаратов
по-прежнему остается неизвестным. Недостаток
этой информации в первую очередь определяется
отсутствием аналитических методик, которые
могли бы картировать по спектральным, или дру-
гим характеристическим признакам трехмерное
распределение лекарственных препаратов во
внутриклеточном пространстве и оценивать
функциональную колокализацию препарата с
клеточными структурами.

Разработанная нами уникальная технология
сканирующей оптическо-зондовой нанотомогра-
фии (СОЗНТ) позволяет объединить возможно-
сти СЗМ и ультрамикротома в рамках одного
приборного комплекса в корреляции с методами
ФОМ [8]. Применение данной технологии позво-

ляет исследовать микро- и наноструктуру клеток
и тканей методами СЗМ в сочетании с корреля-
тивным картированием распределений флуорес-
центных агентов в объеме изучаемых образцов [9].

Однако исследования трехмерных распределе-
ний противоопухолевых препаратов в биологиче-
ских клетках и тканях при помощи технологии
СОЗНТ ранее не проводились.

Ниже представлены исследования внутрикле-
точного распределения цитостатического препа-
рата в опухолевых клетках. В качестве исследуе-
мого объекта использовались клетки аденокар-
циномы молочной железы человека MCF-7.
Средний размер клеток составлял 18 ± 2 мкм.
Клетки были загружены противоопухолевым
препаратом – антрациклиновым антибиотиком
доксорубицином (Doxorubicin hydrochloride, Sig-
ma Aldrich).

Для подготовки образцов клетки MCF-7, куль-
тивированные в культуральной среде DMEM с
добавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (FBS), высаживали в 6-луночный планшет
(300 тыс/лунка) и помещали в СО2-инкубатор.
Через 24 ч в среду в лунках добавляли доксоруби-
цин в концентрации 1 мг/мл и инкубировали в те-
чение 1 ч. Открепление клеток от планшета про-
водили раствором трипсин-ЭДТА, затем перено-
сили клетки в пробирку и центрифугировали
5 мин при 1000 об/мин. Надосадочную жидкость
удаляли, а сухой остаток клеток ресуспендирова-
ли в 1 мл формалина (10%, PBS) или глутарового
альдегида (2.5%, PBS) и инкубировали в течение
2 ч в темноте при +4°С. Затем проводили трое-
кратную отмывку образцов центрифугированием
(1000 об/мин) в натрий-фосфатном буфере по
10 мин.

Для исследований методами сканирующей
зондовой и флуоресцентной нанотомографии об-
разцы суспензии клеток были дегидратированы
при помощи проводки по спиртам с увеличиваю-
щейся концентрацией и затем залиты в эпоксид-
ную среду [9].

Сверхтонкие срезы образцов клеток были по-
лучены с использованием ультрамикротома Re-
ichert-Jung Ultracut с алмазным ножом Diatome
AFM 35 2.0 mm. Данный ультрамикротом входит
в состав комбинированной уникальной научной
установки СОЗНТ (http://ckp-rf.ru/usu/486825/),
разработанной с участием авторов настоящей ра-
боты [8, 10].

Для демонстрации данной методики была вы-
полнена серия измерений распределения доксо-
рубицина в исследуемой клетке МСF-7 путем
флуоресцентной микроскопии 20 последователь-
ных срезов поверхности образца толщиной 120 нм.
Флуоресцентные изображения были получены с
использованием длиннофокусного объектива
50X Mitutoyo Plan Apo HR (Mitutoyo, Япония) с
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числовой апертурой 0.75 и набора флуоресцент-
ных фильтров Texas Red (Olympus, Япония) с по-
лосой возбуждения 542–582 нм и полосой эмис-
сии 604–644 нм. В качестве источника возбужда-
ющего излучения использовалась ртутная лампа
HB100 мощностью 100 Вт. После получения се-
рии коррелятивных флуоресцентных изображе-
ний 3D структура фрагмента клетки была рекон-
струирована при помощи программного пакета
Image Pro Plus 6.0 3DConstructor (MediaCybernet-
ics Inc.).

СЗМ-измерения на поверхности образца по-
сле среза проводились в полуконтактном режиме
с использованием кремниевых зондов-кантиле-
веров Etalon HA_HR (Tipsnano, Эстония) с резо-
нансной частотой 390 кГц и радиусом кривизны
острия зонда менее 10 нм. При выполнении
СЗМ-измерений поверхность образца сканиро-
валась острием кремниевого зонда, вибрирующе-
го на резонансной частоте балки кантилевера с
амплитудой в несколько десятков нм. Отслежива-
ние изменений амплитуды и фазы колебаний
кантилевера, обусловленных взаимодействием
зонда с поверхностью при сканировании, позво-
ляет, с использованием соответствующих цепей
обратной связи, получать информацию как о на-
номасштабной топографии поверхности, так и об
ее локальных вязкоупругих свойствах [11]. Следу-

ет отметить, что, как показывают предыдущие ис-
следования биологических образцов и различных
наноматериалов, СЗМ-измерения на поверхно-
сти образцов после ультрамикротомии выявляют
топографические особенности поверхности с
диапазонами вариации высоты в единицы и де-
сятки нм, ассоциируемые с ультраструктурой ис-
следуемых объектов [12, 13]. Появление наномас-
штабных особенностей рельефа на поверхности
неоднородного образца может быть связано с
релаксацией внутренних напряжений поверхно-
сти после среза алмазным ножом ультрамикро-
тома [14].

На рис. 1 показаны одно из полученных флуо-
ресцентных изображений клетки МСF-7 и визуа-
лизация трехмерной реконструкции распределе-
ния доксорубицина в клетке на основе получен-
ных данных. На трехмерной реконструкции
выделяется связная структура распределения, что
может служить критерием успешности использо-
ванного 3D-метода. Стоит отметить, что разре-
шение полученной реконструкции по координате
Z (аксиальному направлению) соответствует тол-
щине среза (120 нм), что значительно превосхо-
дит разрешение существующих методов конфо-
кальной микроскопии.

Рис. 1. Анализ образцов клеток аденокарциномы молочной железы человека MCF-7 с доксорубицином. а – СЗМ-
изображение топографии поверхности среза клетки MCF-7, размер скана 13.8 × 9.5 мкм, диапазон вариации высоты
33.5 нм, стрелками указаны: 1 – клеточная мембрана, 2 – примеры различимых деталей ультраструктуры; б – флуо-
ресцентное изображение среза той же области клетки MCF-7; в – трехмерная реконструкция распределения доксору-
бицина в объеме образца клетки MCF-7, 22.5 × 18.7 × 2.4 мкм, толщина среза 120 нм, размерный отрезок 5 мкм, пред-
ставлена визуализация в двух ракурсах.

222
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(a)(a)(a)

(в)(в)(в)
(б)(б)(б)
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Корреляция полученных флуоресцентных и
СЗМ-изображений клеток показывает, что в дан-
ном случае доксорубицин достаточно эффектив-
но проходит сквозь клеточную мембрану в клетку
и аккумулируется в ее объеме, хотя заметное ко-
личество препарата остается в клеточной мембра-
не. Внутриклеточное распределение доксоруби-
цина достаточно неравномерно и в значительной
степени дискретно, на изображениях выделяются
либо участки с высокой интенсивностью флуо-
ресценции, либо области, где флуоресценция
практически отсутствует. Полученные данные
свидетельствуют о высокой степени простран-
ственной корреляции деталей клеточной уль-
траструктуры, хорошо различимых на СЗМ-изоб-
ражении (рис. 1), и зон накопления доксорубици-
на, что, по всей видимости, указывает на
накопление доксорубицина в отдельных клеточ-
ных компартментах, функциональное значение
которых будет являться предметом дополнитель-
ного исследования. При этом доксорубицин
практически полностью отсутствует в большей
части объема цитоплазмы. Данные детали внут-
риклеточного распределения препарата было бы
затруднительно проанализировать обычными ме-
тодами флуоресцентной микроскопии в силу их
не достаточной разрешающей способности по
оси Z.

Представленные результаты могут сыграть за-
метную роль в совершенствовании методов ад-
ресной доставки доксорубицина. Разработанная
технология исследования трехмерных характери-
стик наномасштабных распределений доксору-
бицина в клетках с использованием принципов
сканирующей оптическо-зондовой нанотомогра-
фии может быть использована для решения широ-
кого спектра задач по исследованию особенностей
взаимодействия флуоресцентных или флуорес-
центно-маркированных препаратов и наноносите-
лей с клетками и тканями различных типов.
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INVESTIGATION OF THE INTRACELLULAR DISTRIBUTION 
OF DOXORUBICIN IN MCF-7 HUMAN BREAST ADENOCARCINOMA CELLS

BY THE METHOD OF CORRELATIVE SCANNING FLUORESCENT
PROBE NANOTOMOGRAPHY

O. I. Agapovaa, A. E. Efimova, K. E. Mochalovb, D. O. Solovyevab, A. M. Gilevab,
E. A. Markvichevab, D. V. Yakovlevb, A. V. Lyundupc, V. A. Oleinikovb,d,

I. I. Agapova,#, and Academician of the RAS S. V. Gautiera,e

a Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs, Moscow, Russian Federation
b Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

c Рeoples’ Friendship University of Russia (RUDN University), Moscow, Russian Federation
d National Research Nuclear University MEPhI (Moscow Engineering Physics Institute), Moscow, Russian Federation

e Sechenov University, Moscow, Russian Federation
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The development of technologies for effective targeted drug delivery for oncotherapy requires the elaboration
of new methods to analyze the features of micro- and nanoscale distributions of antitumor drugs in cells and
tissues. This paper presents a new approach to three-dimensional analysis of intracellular distribution of cy-
tostatics using f luorescence scanning optical-probe nanotomography technology. Correlative analysis of
nanostructure and distribution of injected doxorubicin in studied MCF-7 human breast adenocarcinoma
cells made it possible to reveal the features of drug penetration and accumulation in cells. The developed tech-
nology based on the principles of scanning optical probe nanotomography is applicable to study the distribu-
tion patterns of various f luorescent or f luorescence-labelled substances in cells and tissues.

Keywords: scanning probe microscopy, f luorescence microscopy, human adenocarcinoma MCF-7 cells, cy-
tostatics, nanotomography
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