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Методами сканирующей электронной микроскопии, N2-сорбционного анализа, рентгеноструктурного

анализа, термогравиметрического анализа и инфракрасной спектроскопии исследованы структуры двух

вариантов систем доставки противоракового антибиотика доксорубина — ватеритов карбоната кальция

и допированных систем — ватеритов карбоната кальция, покрытых полианионом декстрансульфатом Na.

Сравнительные функциональные характеристики систем (помимо загрузки и высвобождения) определяли,

используя колориметрический метод для оценки пролиферации клеток в присутствии систем доставки.

Захват обоих вариантов систем доставки клетками разного типа (макрофагами, раковыми клетками и

фибробластами) определяли с помощью оптической микроскопии с флуоресцентным детектированием.

Установлено, что поглощение клетками допированных систем доставки происходит интенсивнее, чем

ватеритов карбоната кальция, что должно обеспечить высокую противораковую активность допированных

карбонатов кальция с инкапсулированным доксорубицином.
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Введение

В медицине давно и успешно используют системы

доставки (СД) биологически активных веществ (БАВ),
основные задачи которых — защитить БАВ от окружаю-

щей среды, пролонгировать его высвобождение, умень-

шить дозу вводимого вещества, и, таким образом, умень-

шить его негативное воздействие на здоровые ткани.

Разработано множество вариантов СД: липосомы, денд-

римеры, полиаминокислотные наночастицы, полимер-

ные нано- и микрочастицы, неорганические (нанотрубки,
SiO2, галлоузиты) носители и даже макрофаги [1–7].
Большой интерес в качестве СД представляют кристал-

лы карбоната кальция (CaCO3), которые существуют в

трех морфологических формах — пористые сферические

ватериты, непористые кальциты и арагониты. Доступ-

ность, дешевизна, простота изготовления, биодегради-

руемость, высокая пористость, регулируемые свойства,

отсутствие токсичности более двадцати лет привлека-

ют внимание исследователей к ватеритам CaCO3, как

к СД [8–10]. Ватериты CaCO3 используют для кон-

тролируемой доставки самых разных БАВ: пептидов,

ферментов, нуклеиновых кислот, антибиотиков, проти-

воонкологических препаратов, том числе доксорубицина

(ДОКС) [11–15]. В последнее время носители на основе

CaCO3 с флуоресцентными агентами используют для

биоимиджинга, что позволяет контролировать распре-

деление СД по организму [16]. Сочетание диагностики

и терапии возможно с использованием радионуклид-

ных препаратов [17,18] или фотосенсибилизаторов [19],
включенных в CaCO3.

В работе [8], помимо методики синтеза и использо-

вания ядер — ватеритов CaCO3, предложена методика

формирования капсул из пар слоев полиэлектролитов,

нанесенных на поверхность ядра с последующим его

растворением. Использованию многослойных капсул в

качестве СД посвящен ряд работ [20,21], в том числе и

с инкапсулированным ДОКС [22]. Отметим, что после-

довательное нанесение на CaCO3 ядра от 3 до 6 пар

полимерных слоев — процедура малотехнологичная,

в ряде случаях приводящая к значительным потерям

инкапсулированного соединения. В некоторых работах

использованы комплексные структуры — полиэлектро-

литные оболочки на сохраненных CaCO3 ядрах. Умень-

шение системной токсичности в ходе альфа терапии
225Ас продемонстрировано in vivo при использовании

комплексной СД — (CaCO3 ядро)+оболочка [23]. Ис-

пользование комплексных структур дает возможность

множественной загрузки диагностическими и лечебны-

ми препаратами. Например, в работе [24] перорально

вводили супероксиддисмутазу (СОД) в CaCO3 ядрах,

покрытых альгинатной оболочкой, содержащей ингиби-

торы трипсина. Альгинат защищает СаCO3 в кислой

среде желудка; растворяясь в щелочной среде кишеч-

ника, он высвобождает ингибиторы протеолитических

желудочных ферментов, сохраняя структуру и актив-
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ность СОД. В работе [25] при совместном включении

препаратов (ДОКС и паклитаксел) в комплексную СД —

CaCO3+альгинат — величина загрузки каждого из них

меньше, чем при индивидуальном включении.

ДОКС — надежный противораковый цитостатик,

включающийся в структуру ДНК в процессе ее деления

и, таким образом, нарушающий процесс репликации и

транскрипции. Молекула ДОКС существует в форме

гидроксида, что приводит при контакте с ватеритами

CaCO3 к их растворению и перекристаллизации в непо-

ристые кальциты. В работах, посвященных использова-

нию CaCO3 в качестве систем доставки ДОКС, всегда

присутствуют полимерные компоненты (альгинат [25],
ДНК [26], полистирол сульфонат+желатин [27] и др.),
о защите структуры ватеритов ни в одной из работ не

было упомянуто. Исключение составляет работа [28],
в которой композитные карбонатные ядра, полученные

синтезом в присутствии карбогидратных биополимеров,

не перекристаллизуются в кальциты в процессе включе-

ния ДОКС.

Для сохранения пористой структуры ватеритов CaCO3

в процессе включения ДОКС методом диффузии в

течение 24 h было использовано допирование — по-

крытие ватеритов полианионом декстрансульфатом Na

(ДекС). Такая обработка позволяет повысить стабиль-

ность CaCO3 в биологических жидкостях, в частно-

сти, в плазме крови [29]. В работе [30] показано,

что в раковых HeLa-клетках незащищенные ватериты

CaCO3 перекристаллизуются в кальциты. Допирование

ватеритов CaCO3 полимерами служит пролонгированию

высвобождения инкапсулированных соединений [21]. По-

лимерное покрытие уменьшает неспецифическое связы-

вание белков крови с частицами СД, что способствует

уменьшению опсонизации и продлению циркуляции в

кровотоке [31]. После интраперитонеального введения

ДОКС в ватеритах, допированных ДекС, он детекти-

руется в плазме крысы в течение 15 дней, тогда как

свободный ДОКС исчезает из плазмы через 3 дня после

введения [32].
Цель настоящей работы — выявить структурные

различия двух вариантов систем доставки и объяснить

их связь с изменением функциональных характеристик

систем доставки ДОКС.

1. Материалы и методы

Использованы соли СаСl2 · 2H2O, Na2CO3 и поли-

анион декстран сульфат Na (ДекС) с MM = 20 kDa

производства Sigma-Aldrich (США). ДОКС в форме пре-

парата производства Actavis (Исландия), содержал 17%

ДОКС с протонированной аминогруппой и 83% лакто-

зы. Плазма крови получена в Отделении переливания

крови Первого Санкт-петербургского государственного

медицинского университета. Клетки эпидермоидной кар-

циномы A431, аденокарциномы молочной железы MCF7

и фибробластов кожи человека HDF предоставлены

Институтом цитологии РАН. Клетки макрофагов, диффе-

ренцированных из клеток лейкемии человека THP-1 МФ,

получены по стандартному протоколу. Моноцитарные

клетки THP-1 дифференцировали в макрофагоподоб-

ный фенотип (THP-1 МФ) с использованием PMA по

стандартному протоколу. Дифференцированные клетки

применяли в дальнейших исследованиях.

Синтез ватеритов карбоната кальция (СС) и допи-

рованных декстрансульфатом натрия (ДекС) ватеритов

(ДСС) проводили по методикам, приведенным в [33].
Ватериты СС получали следующим образом: соосаждали

1M растворы СаСl2 · 2H2O и Na2CO3 при перемеши-

вании 2000 rpm в течение 30 s, промывали, сушили.

Ватериты СС допировали ДекС в процессе совместного

перемешивания суспензии СС и раствора полимера

(5mg/ml) в течение 1 h, промывали, сушили.

2. Структурные характеристики СД

2.1. СЭМ

Для определения изменения структуры пористых ва-

теритов CaCO3 в процессе допирования ДекС и в

результате включения ДОКС в обе структуры СД

использовали сканирующий электронный микроскоп

Supra 55VP (Carl Zeiss, Германия). Поверхность образца

перед измерением покрывали тонким слоем платины.

2.2. N2 сорбционный анализ (БЭT)

Характеристики пористой структуры исходных СС

и ДCC были определены методом Брунауэра–Эммета–
Теллера (БЭТ), заключающемся в сорбции–десорбции
азота при 77.3K. Данные получены при помощи анали-

затора площади поверхности и размеров пор Nova 1200

(Quantochrome Instruments, США). Обработку данных

осуществляли при помощи Quantachrome NovaWin для

Nova Instruments. Погрешность не превышает 3%.

2.3. Рентгеноструктурный анализ (РСА)

Анализ проводили с помощью дифрактометра

ДРОН-3М (НПО
”
Буревестник“ СПб., Россия).

Дифрактограммы получены в режиме трансмиссии.

Использовано рентгеновское излучение CuKα .

Монохроматизацию осуществляли при помощи Ni-

фильтра.

2.4. Термогравиметрический анализ (ТГА)

Анализы проводили с использованием прибора

TG 209 F1 (Netzsch, Германия) в диапазоне температур

30 ◦C−800 ◦C со скоростью нагрева 10 ◦C/min в инерт-

ной среде (аргон 40ml/min). Массы образцов 2−3mg.

Определяли остаточные массы образцов, а также тем-

пературы, соответствующие максимальным интенсивно-

стям разрушения образцов. Последние получены из диф-
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ференциальных кривых температурных зависимостей

потери массы образцов.

2.5. ИК-фурье-спектроскопия (FTIR)

ИК-спектры были получены с использованием

Vertex-70 FTIR спектрометра (Bruker, Bellerika, США),
оснащенного устройством неполного внутреннего от-

ражения с использованием кристалла ZnSe (PIKE
Technologies).

3. Функциональные характеристики СД

3.1. Включение и высвобождение ДОКС для
СД разной структуры

Включение ДОКС в ДСС и СС проводили методом

диффузии при совместном перемешивании суспензии

ДСС с водным раствором ДОКС в течение 24 h. Кон-

центрация суспензии СД равна 5mg/ml, концентрация

раствора ДОКС равна 1mg/ml. Объем суспензии 5ml.

Включение ДОКС определяли с использованием ка-

либровки растворов ДОКС при λ = 480 nm по разнице

поглощения исходного раствора и суммы растворов не

включившегося ДОКС. Высвобождение ДОКС из обоих

вариантов СД осуществляли в разные среды: плазму

крови, 0.05M фосфатный буфер (ФБ) со значениями

pH = 7.4 (моделирующий здоровую среду организма) и

pH = 5.0 (моделирующий область раковых опухолей).
Использовали СД разных структур, но с близким зна-

чением включения ДОКС.

3.2. Пролиферация клеток

До контакта с клетками СД были простерилизованы

при 120 ◦C в течение 40min. Пролиферацию клеток

дермальных фибробластов человека HDF и карциномы

штаммов A431 и MCF7 определяли при помощи стан-

дартного метода MTT [34], используя 20 · 103 клеток в

пластинках с 96 лунками. Клетки взаимодействовали со

следующими объектами: СС+ДОКС; ДСС+ДОКС; СС;

ДСС и ДОКС в течение четырех дней. Концентрация

ДОКС в разных объектах равна 5µg/ml. Концентрация

свободных СД (СС и ДСС) равна концентрации СД

в СД+ДОКС, где загружено 5µg/ml. По окончании

периода взаимодействия в лунки был добавлен раствор

МТТ. После инкубации с ДМСО поглощение раствора

определяли при λ = 570 nm при помощи Spectro STAR

Nano plate reader (BMG Labtech, Германия). Величина
поглощения пропорциональна количеству клеток с ме-

таболической активностью. Результаты, полученные для

трех лунок, усредняли.

3.3. Поглощение СД клетками

Для исследования поглощения клетками разного типа

СД разной структуры использовали световой микроскоп

Zeiss Scope A1 (Carl Zeiss, Германия) с флуоресцентным
детектированием. Все использованные в эксперименте

клетки окрашивали флуоресцентным красителем Texas

Red-X (λ возбуждения = 561 nm, эмиссии — 615 nm).
Системы доставки метили флуоресцентным красителем

PKH26 (λ возбуждения = 550 nm, эмиссии — 567 nm).
СД использовали без включенного ДОКС, чтобы его

собственная флуоресценция не мешала интерпретации

результатов. Поглощение СД обеих структур различны-

ми клетками проводили следующим образом. Клетки в

количестве 20 · 103 на лунку культивировали в питатель-

ной среде в течение 24 h. Затем к клеткам добавляли

суспензию СД (концентрация 10 µg/ml). Через сутки вза-

имодействия клетки тщательно отмывали от культурной

среды и непоглощенных СД и получали цветные сним-

ки, сделанные с использованием программы обработки

данных используемого микроскопа (ZEN blue).

Для количественной оценки флуоресцентного сигна-

ла изображения анализировали в программе ImageJ.

Во время обработки выполняли вычитание локального

диффузного фона, соответствующего собственной флу-

оресценции клеток. Порог выделения ярких точечных

объектов определяли по контрольному изображению

клеток без частиц и затем без изменений применяли

к изображениям клеток после инкубации с СС и ДСС.

Для каждого поля определяли количество ярких флуо-

ресцентных объектов (N) и их суммарную интегральную

интенсивность (I).

4. Результаты и обсуждение

4.1. Структурные характеристики

Для определения структурных различий обоих типов

СД — ватеритов карбоната кальция (СС) и ватеритов

карбоната кальция, допированных полианионом декс-

трансульфатом натрия (ДСС), были использованы сле-

дующие методы: СЭМ; N2-сорбционный анализ (БЭТ);
РСА; TГA и метод инфракрасной спектроскопии (FTIR).

4.1.1. СЭМ

На рис. 1 приведены СЭМ фото обеих структур, как

интактных (рис. 1, a, b), так и после включения в них

ДОКС (рис. 1, c, d). СЭМ фото подтверждают защитную

функцию покрытия поверхности СС полианионом ДекС.

При помощи анализа СЭМ фото исходных СС по-

лучены зависимости распределения частиц по размерам

(рис. 2).

При использовании СД ДОКС для лечения опухолей

важно иметь в виду, что аномальные ткани, такие как

солидные опухоли, в отличие от нормальных тканей,

имеют капилляры размером до 2µm [35]. Следовательно,
стерические препятствия не должны тормозить проник-

новение СД с лекарством в ткани опухолей.
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a b c d

Рис. 1. Интактные системы доставки: a — СС; b — ДСС; системы доставки после включения ДОКС методом диффузии: c — СС;

d — ДСС. Маркер — 1µm.

Таблица 1. Пористая структура систем доставки СС и ДСС

Образец Площадь поверхности, m2/g Размер пор, nm Диапазон размеров пор, nm

CC (CaCO3) 8.98−0.05 12.8−0.1 1.8−19.0

ДCC (CaCO3+ДекС) 9.98−0.05 12.1−0.1 1.6−17.0
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Рис. 2. Распределение частиц СС по размерам.

4.1.2. N2-сорбционный анализ (метод БЭT)

Как видно из табл. 1, характеристики пористых струк-

тур СС и ДСС частиц, полученные методом сорбции

N2, не демонстрируют значительных различий, явивших-

ся следствием покрытия поверхности СС полианионом

ДекС. Наблюдается незначительное уменьшение сред-

него размера пор ДСС. Более рельефная поверхность

частиц ДСС по сравнению с СС, что видно на СЭМ

фото (рис. 1, a, b), объясняет увеличение площади по-

верхности допированных систем доставки.

4.1.3. РСА

На рис. 3, a (кривая 2) приведена дифракционная кри-

вая образца СС, полностью совпадающая с эталонной

кривой рассеяния ватерита (CaCO3) [36], что позволяет

уверенно идентифицировать образец. Параметры кри-

сталлической ячейки: a = 7.29�A, α = 90.0◦; b = 7.29�A,

β = 90.0◦; c = 25.302�A, γ = 120.0◦ . На рис. 3, a (кри-
вая 1) приведена дифракционная кривая образца CaCO3,

допированного ДекС (ДСС). Кривые РСА практически

идентичны, очевидно, что обработка ДекС не приво-

дит к изменению кристаллической структуры образ-

цов CaCO3. Рефлекс 2θ = 29.5◦ отражает тригональную

структуру кальцита. Оба образца содержат не более

5% кальцитов. Повышение интенсивности рассеяния в

области 2θ = 20−30◦ является частью аморфного гало

и свидетельствует о наличии ДекС в аморфной фазе. На

рис. 3, b приведены данные РСА систем доставки обеих

структур после введения в них ДОХ методом диффузии.

Очевидно, что непокрытые ватериты СС преобразуются

в кальциты (рис. 3, b, кривая 2). Структура ДСС в

процессе включения ДОХ практически не изменяется,

что подтверждено сравнением рис. 3, a (кривая 1) и

рис. 3, b (кривая 1).

4.1.4. ТГА

Исследование структуры СД методом термограви-

метрии (сжигание объекта в N2 при температурах до

800 ◦C), казалось бы, не имеет особого смысла, посколь-
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Рис. 3. Дифрактограммы образцов: a — ДСС (1) и СС (2); b — ДСС+ДОКС (1) и СС+ДОКС (2).

M
a
ss

, 
%

700100 200 400 600
Temperature, °C

1

2

300 500

5

3

4
249

223

749

100

88

90

92

94

96

98

86

D
M

a
ss

, 
%

/m
in

0

–8

–6

–4

–2

Рис. 4. Температурная зависимость потери массы образцов:

СС (1); ДСС (2); ДСС+ДОКС (3); ДекС (4) и дифференциаль-

ная кривая потери массы ДекС (5).

ку их использование в живых организмах не предпо-

лагает температуры выше 42◦ . Однако метод позволя-

ет определить количественный состав СД, содержащих

компоненты разной термоустойчивости. С этой целью

метод использован в работе [37], где температурный

профиль CaCO3 сходен с графиком, приведенным на

рис. 4.

Рис. 4 иллюстрирует результаты ТГА анализа образ-

цов СС, ДСС и ДСС с инкапсулированным ДОКС. Тем-

пературные профили потери массы получены в инертной

атмосфере. Диапазон основной потери массы для этих

образцов лежит в области температур 620 ◦C−700 ◦C.

Потерю массы на 1% наблюдают для образца ДСС по

сравнению с образцом СС, начиная с 200 ◦C, где проис-

ходит расхождение кривых 1 и 2. В этой области про-

исходит разрушение ДекС (кривая 4), что подчеркнуто

экстремумом на дифференциальной кривой зависимости

массы полимера ДекС от температуры (кривая 5). На

пиках дифференциальной кривой указаны значения тем-

Таблица 2. Характеристики процесса термической потери

массы образцов СС, ДСС и ДСС+ДОКС

Остаточная Температура

Образец масса w/w, максимальной

% деструкции, ◦C

CC (CaCO3) 56.4± 0.5 713.1± 0.2

ДСС (CaCO3+ДекС) 57.2± 0.5 701.6± 0.1

ДСС+ДОКС

(CaCO3+ДекС+ДОКС)
46.6± 0.7 685.3± 0.3

ператур. Разрушение образца ДСС с инкапсулированным

ДОКС начинается с 120 ◦C (кривая 3).
В табл. 2 приведены основные характеристики процес-

са термического разрушения трех исследованных образ-

цов. Температуры максимальной деструкции образцов

получены из дифференциальных зависимостей потери

массы (не приведены для сохранения выразительности

изображения на рис. 4).
Кальцинация CaCO3 (Мw = 100) и испарение CO2

оставляют от образца CaO (Мw = 56), т. е. остаточ-

ная масса равна примерно 56%. Сравнивая величины

потери масс трех образцов из табл. 2 мы видим,

что максимальная потеря массы для трехкомпонентной

системы ДCC+ДОКС наступает раньше — при мень-

шей температуре по сравнению с двухкомпонентной

ДCC и однокомпонентными образцами СC — наиболее

стабильным структурами. Следовательно, допирование

СС и, тем более, инкапсулирование ДОКС уменьшает

их термостабильность. В работе [38] при помощи ре-

зультатов ТГА показано, что термостабильность разных

морфологических вариантов CaCO3 уменьшается при

добавлении полимера и/или белка. Профили TГA кривых

для микрочастиц CaCO3 ватеритов сходны с профилями

СС, полученными в указанной работе.
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4.1.5. FTIR

При сравнении спектров СС и ДСС видны незна-

чительные различия в области волновых чисел

1300−900 сm−1. В полном FTIR-спектре СС (не при-

веден) присутствует характерный адсорбционный пик

743 cm−1. Взаимодействие с ДекС не изменяет его в

спектре ДСС, зато пик 875 cm−1 (характеризующий

морфологическую структуру) расширяется. Кроме того,

в спектре ДСС наблюдается изменение контуров поло-

сы в области 1450−1300 сm−1. Вместо полных FTIR-

спектров СС и ДСС приведены разностные спектры, на

которых различия выглядят более ярко. При сравнении

спектра ДекС (рис. 5, a, кривая 1) и разностного спектра,

полученного путем вычитания спектра СС из спектра

ДСС (рис. 5, a, кривая 2), видны изменения в области

1300−950 сm−1, что подтверждает наличие взаимодей-

ствия СС с полимерным покрытием ДекС.

В спектре образца ДСС+ДОКС (рис. 5, b, кривая 2)
имеются все полосы, характерные для ДОКС (рис. 5, b,
кривая 1): 1720 cm−1 — C=O кето-группа; 1610 и

1520 cm−1 — C=C колебания ароматического кольца;

1580 cm−1 — NH+
3 группа [39]. Изменение формы и по-

луширины полосы 1580 cm−1 может происходить за счет

взаимодействия ДОКС с частицами ДСС. Возможно,

наряду с гидрофобными взаимодействиями, проявляются

ионные взаимодействия полианиона ДекС с СС, несущи-

ми при pH ниже 8.5 избыточный положительный заряд,

а также с NH+
3 группой ДОКС. FTIR-спектры ДОКС,

ДОКС+СС (приведен в [40]) и ДОКС+ДСС имеют

существенные отличия в частоте полосы поглощения,

характерной для кето-группы ДОКС. Для чистого ДОКС

полоса имеется на 1720 cm−1, в ДОКС+ДСС полоса

смещается в сторону 1710 cm−1, а в ДОКС+СС наблю-

даем еще более сильное смещение до 1705 cm−1. Сме-

щение полосы поглощения свидетельствует о наличии

взаимодействия между ДОКС и ДСС или СС соответ-

ственно. Разницу во взаимодействии можно отнести за

счет различной природы взаимодействующих частиц —

в случае СС ДОКС взаимодействует с молекулой CaCO3,

а в случае с ДСС — с группой SO−1
3 .

Анализ FTIR-спектров свидетельствует о различных

типах взаимодействий между различными компонента-

ми обеих структур СД, а также с инкапсулированным

ДОКС. Эти различия проявятся в дальнейшем при

изучении функциональных характеристик СД, в основ-

ном во взаимодействии с различными типами клеток в

экспериментах ex vivo.

4.2. Функциональные характеристики

4.2.1. Эксперименты in vitro. Включение —
высвобождение ДОКС

За счет полиэлектролитных взаимодействий между

протонированными аминогруппами ДОКС гидрохлори-

да (ДОКС·HCl в дальнейшем — ДОКС) и анионным

полиэлектролитом (ПЭ) декстрансульфатом Na (ДекС)
на поверхности СД достигается высокое включение

препарата в допированные полиэлектролитом CaCO3

ядра (ДСС) — 97%. ДСС (рис. 1, b) после контакта с

раствором ДОКС не перекристаллизуются (рис. 1, d).
Если включать ДОКС в существующие изначально

кальциты, не обладающие пористостью, то включение

ДОКС составляет только 30% от исходного количества.

Если включать ДОКС в непокрытые ДекС ватериты

СС (рис. 1, a), то в процессе включения в них ДОКС

методом диффузии в течение 24 h они перекристаллизу-

ются в кальциты (рис. 1, c). Включение ДОКС в такие

структуры не превышает 80%. Включение ДОКС во

все структуры осуществляли методом диффузии при

одинаковых исходных концентрациях ДОКС и СД.
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Таблица 3. Высвобождение ДОКС из СД разной структуры

Высвобождение

Среда ДОКС, %

ДСС CC

Плазма крови pH = 7.4 55 24

ФБ pH = 7.4 10 9

ФБ рН = 5.0 17 16

Перекристаллизация СС связана с повышением рас-

творимости карбонатных ядер в кислой среде в присут-

ствии ДОКС, тогда как полианион ДекС создает защит-

ную пленку на поверхности ядер, которая препятствует

их растворению и дальнейшей перекристаллизации.

Доля ДОКС, высвободившаяся за 300 h из СД разной

структуры в различные среды, приведена в табл. 3.

В плазму ДСС высвобождает около 60% инкапсулиро-

ванного ДОКС. СС при такой же загрузке высвобождают

20 за 80 h, не увеличивая в дальнейшем высвобождения.

Незначительное высвобождение ДОКС из ДСС в ФБ

объясняется плохой растворимостью препарата в этой

среде. Сходное взаимное расположение профилей вы-

свобождения в разные среды было продемонстрировано

для CaCO3, допированных поливинилсульфонатом и аль-

гинатом Na [40], где наибольшее высвобождение ДОКС

наблюдали в плазму крови, компоненты которой интен-

сифицируют разрушение структуры носителей. Увеличе-

ние высвобождения ДОКС при уменьшении величины

pH демонстрирует наличие направленности СД на среду

опухоли, объяснимое разрушением структуры носителя

в кислой среде опухоли [41].
Непокрытые ДекС СС демонстрируют свою непригод-

ность в качестве СД для ДОКС, они характеризуются

низким включением и незначительным высвобождением

препарата даже в плазму крови.

4.2.2. Эксперименты ex vivo. Влияние систем
доставки на пролиферацию клеток

Поскольку охарактеризованные выше системы достав-

ки ДОКС предполагается использовать для введения в

организм лабораторных животных, важно оценить их

влияние на пролиферацию различных клеток. Экспери-

менты ex vivo предназначены для определения жизне-

способности клеток при их взаимодействии с системами

доставки ДОКС. Условия взаимодействия клеток и СД

могут различаться в экспериментах ex vivo и in vivo.

Тем не менее в литературе [42] приведены данные о

корреляции цитотоксичности ДОКС по отношению к

клеткам рака молочной железы 4T1 и подавлением у

мышей роста опухолей, содержащих 4T1 клетки.

В литературе существует мнение о биосовместимости

и биодеградируемости частиц CaCO3, они не прояв-

ляют токсичности и иммуногенности и, таким обра-

зом, хорошо переносятся организмом реципиента [43].
Утверждение основано на отсутствии воспаления после

инъекции суспензии 10mg/ml CаCO3 в глаз кролика.

CaCO3 проявляет токсичность по отношению к раковым

клеткам, окружающая среда которых более кислая, чем

у нормальных клеток [44]. При растворении CaCO3 в

кислой среде окружения опухоли раствор делается более

щелочным, что ингибирует рост опухоли [45].

Поверхность клеток обычно несет отрицательный за-

ряд, у раковых клеток этот заряд больше по абсолютной

величине [46]. Катионы проявляют по отношению к

ним цитотоксичность [47]. Поверхностный заряд СС при

pH ниже 8.5 положителен [8]. Покрытие поверхности

частиц полианионом ДекС уменьшает их избыточный

положительный заряд. Пролиферация клеток в присут-

ствии ДСС (без инкапсулированного лекарства) проис-

ходит интенсивнее, чем в присутствии СС. Для раковых

клеток А431 разница в пролиферации после четырех

дней контакта с системами доставки разных структур

(СС и ДСС) в диапазоне концентраций 4−50mg/ml

превосходит 10% (рис. 6, a).

На рис. 6, b приведены результаты сравнения цито-

токсичности по отношению к фибробластам (HDF) и

клеткам аденокарциномы MCF7 следующих структур:

СС+ДОКС, ДСС+ДОКС, СС, ДСС и свободного ДОКС

в одной экспериментальной схеме.

Угнетающее воздействие ДОКС в системах доставки

на рост раковых клеток несколько интенсивнее (столб-
цы 2, 4), чем у свободного ДОКС (10). Пустые носители

не обладают существенной токсичностью по отношению

к клеткам обоих штаммов (5−8). Воздействие на рост

фибробластов ДОКС в системах доставки (1, 3), как и

свободного ДОКС (9) незначительно.

4.2.3. Эксперименты ex vivo. Поглощение

систем доставки различными клетками

Исследуемые здесь субмикрометровые СД (чьи раз-

меры не превышают 1.5µm) могут взаимодействовать

с клетками через различные механизмы клеточного

захвата, наиболее вероятными для частиц данного диа-

пазона являются фагоцитоз и макропиноцитоз, однако

в настоящей работе механизмы захвата специально не

дифференцировали. Первый механизм основан на по-

глощении частиц размером более 0.5 µm [48], второй

обеспечивает доставку в клетку жидкостей с растворен-

ными или суспендированными частицами в диапазоне

размеров 0.07−2.0 µm [49]. Размеры СС и ДСС прак-

тически одинаковы (рис. 1, a, b), следовательно, разли-
чие в поглощении разных СД клетками одного типа

может объясняться силами взаимодействия поверхно-

стей СД и клеток, а также различиями в возможных

рецептор-опосредованных взаимодействиях. Кроме того,

допирование ДекС частиц СС обеспечивает частицам

отрицательный заряд и гидрофильную поверхность, что

снижает агрегацию и улучшает стабильность суспензии.
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Рис. 6. a — зависимость пролиферации клеток А431 после 4 дней контакта с СД без ДОКС: СС (1) и ДСС (2) от концентрации

СД; b — пролиферация клеток HDF и MCF7 после 3 дней контакта с СД разной структуры, содержащими ДОКС, без ДОКС и

ДОКС без СД. Концентрация ДОКС в образцах 1−4 и 10 равна 5µg/ml.

Таблица 4. Интенсивность флуоресценции поглощенных клетками систем доставки разной структуры, меченых флуоресцентным

красителем PKH 26

Клетки Исходные клетки Клетки+СС Клетки+ДСС

N I N I N I

Фибробласты HDF 20 11 000 210 117 000 231 103 000

Макрофаги THP-1 10 13 000 150 115 000 290 150 000

Аденокарцинома MCF7 10 10 000 20 108 000 220 142 000

Примечание∗ : N — число светящихся объектов (шт.), I — суммарная интенсивность флуоресценции (у. е.).

Более стабильные и равномерные суспензии обычно эф-

фективнее поглощаются клетками за счет однородного

распределения и меньшего размера агломератов.

Цитостатическая активность противоракового анти-

биотика ДОКС проявляется только на стадии деления

клеток. Поглощение СД на основе СС и ДСС, осуществ-

ленное клетками разного типа и зарегистрированное

при помощи флуоресцентной микроскопии, отражено на

рис. 7, столбцы B (СС) и рис. 7, столбцы C (ДСС).
В эксперименте использовали СД без включения ДОКС,

чтобы его собственная флуоресценция не осложняла

интерпретацию результатов поглощения. На рис. 7 при-

ведены фотографии, демонстрирующие исходные клетки

разных штаммов (столбцы A) и эти же клетки после

24 h контакта клеток с обеими структурами доставки:

СС (столбцы B) и ДСС (столбцы C). Тщательная про-

мывка клеток после суток контакта с СД обеспечивает

удаление неприсоединившихся СД. Яркие точки на фо-

тографиях в столбцах B и C — системы доставки СС

или ДСС, более блеклые структуры — клетки.

Первое, что бросается в глаза — минимальное ко-

личество поглощенных раковыми клетками MCF 7 не

допированных СД — СС (ряд 3, столбец B). Макрофаги

поглощают СС, но в меньшем количестве, чем ДСС.

Сравнение изображений на рис. 7 демонстрирует более

активное поглощение допированных CaCO3 раковыми

клетками по сравнению с CaCO3. Таким образом, моди-

фикация поверхности CaCO3 декстрансульфатом усили-

вает взаимодействие частиц ДСС с MCF-7 и повышает

вероятность их внутриклеточной доставки, что может

приводить к более выраженному цитостатическому эф-

фекту при загрузке ДОКС.

Изначально в каждую ячейку, содержащую по 20 · 103

клеток, добавлено по 10 µg/ml СД. При ориентировочной

оценке соотношения СД/клетки следует учитывать не

только уровень поглощения клетками СД, но также

интенсивность деления клеток за время инкубации,

поскольку изменение числа клеток влияет на
”
нагрузку

на клетку“ при постоянной дозе на лунку. Макрофаги

THP-1 не делятся, их функция — захватывание ино-

родных объектов. Следовательно, на рис. 7 (ряд 2,

столбцы B и C) мы видим большое количество по-

глощенных клетками СД обеих структур. Фибробла-

сты делятся медленнее, чем раковые клетки MCF7,

однако различия в наблюдаемом сигнале определяются

не только пролиферацией, но и особенностями вза-
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Рис. 7. Поглощение клетками разных типов СД разных структур. Столбец A — исходные клетки; столбец B — клетки после

контакта с СС в течение 24 h; столбец C — клетки после контакта с ДСС в течение 24 h. Ряд 1 — фибробласты HDF; ряд 2 —

макрофаги THP-1; ряд 3 — клетки денокарциномы MCF7.

имодействия частиц СД с конкретным типом клеток

(адгезия к мембране, механизмы клеточного захвата),
а также распределением частиц на поверхности лунки.

В частности, на изображениях MCF7 (ряд 3, столбец C)
наблюдается более выраженное накопление ДСС по

сравнению с HDF (ряд 1, столбец C), что указывает

на клеточно-специфические различия во взаимодействии

с частицами, модифицированными декстрансульфатом.

Эти выводы поддержаны количественно — по определе-

нию интенсивности флуоресцентного сигнала (табл. 4).

Как следует из данных суммарной эффективности

флуоресценции, приведенных в табл. 4, фибробласты

(здоровые клетки организма) лучше поглощают СС, чем

ДСС. Раковые клетки MCF7 (ряд 3) лучше поглощают

ДСС, чем СС (число светящихся объектов в 10 раз

больше). Сходная картина наблюдается для макрофагов,

чья функция — захват чужеродных тел. Эти данные

свидетельствуют в пользу ДСС, как СД противоракового

лекарства.

Следует отметить, что обе исследованные системы до-

ставки можно использовать для других биологически ак-

тивных веществ (БАВ) — белков, ферментов, пептидов,

нуклеиновых кислот, антибактериальных препаратов, а

также для противораковых лекарственных соединений,

не подкисляющих окружающую среду в ходе инкапсули-

рования, например, фторурацила, оксалиплатина, цита-

рабина, хлонизола. Согласно [50], присутствие включе-

ний стабилизирует структуру ватеритов CaCO3. В рабо-

те [51] показано, что при инкапсулировании белка (бы-
чьего сывороточного альбумина) методом соосаждения

формируются гомогенные структуры ватеритов CaCO3

без присутствия кальцитов. Если структура ватеритов

не нарушается при инкапсулировании лекарств, то она

более устойчива в биологических средах, чем интактные

CaCO3. Следовательно, если учитывать химические осо-

бенности предназначенных для инкапсулирования БАВ,

то полученные в настоящей работе характеристики

CaCO3 могут быть полезны и при их использовании в

качестве СД.

Заключение

Успешное использование ватеритов карбоната каль-

ция CaCO3 в качестве систем доставки лекарственных
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соединений ограничено лабильностью морфологии носи-

теля. Перекристаллизация пористых ватеритов в непо-

ристые кальциты в кислой среде служит препятствием

их использования для инкапсулирования противорако-

вого препарата ДОКС в форме гидроксида. Покрытие

поверхности ватеритов полианионом декстрансульфа-

том служит сохранению пористости ватеритов CaCO3.

Проведенное сравнение структур обоих вариантов СД

с использованием ряда физических методов — СЭМ,

N2-сорбционного анализа, РСА и ТГА — не выявило

значительных структурных различий. Различная приро-

да взаимодействий между компонентами обеих СД и

ДОКС обнаружена на основании анализа инфракрасных

спектров. Изменившиеся поверхностные характеристики

ДСС по сравнению с СС объясняют разницу в величинах

включения ДОКС, а самое главное — разницу интенсив-

ности поглощения клетками разных типов двух вариан-

тов СД. Итак, высокое включение ДОКС, стабильность

структуры в средах организма, предпочтительное погло-

щение раковыми клетками — все это может обеспечить

системам доставки ДОКС на базе допированных CaCO3

противораковую активность.
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