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Ðàçðàáîòêà è îïòèìèçàöèÿ ñèñòåì àäðåñíîé äîñòàâêè ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ ÿâëÿåòñÿ àêòèâíî ðàçâèâàþ-
ùèìñÿ íàïðàâëåíèåì ôàðìàöåâòèêè. Ê âàæíûì ñâîéñòâàì, ïðåä úÿâëÿåìûì ê ðàçðàáàòûâàåìûì êîíòåéíåðàì-
íîñèòåëÿì, îòíîñèòñÿ íå òîëüêî âîçìîæíîñòü äîñòàâêè, âûñâ îáîæäåíèÿ è ëîêàëèçàöèè èììîáèëèçîâàííîãî
òåðàïåâòè÷åñêîãî àãåíòà â çîíå ïàòîëîãè÷åñêîãî èçìåíåíèÿ, íî è áåçîïàñíîñòü ïðèìåíåíèÿ äëÿ îðãàíèçìà.
Èíòåðíàëèçàöèÿ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êîñâåííûõ äîêàçàòåëüñòâáèîñîâìåñòèìîñòè íîñèòåëåé, ñîäåðæàùèõ
òåðàïåâòè÷åñêèé àãåíò, ïîñêîëüêó îòðàæàåò ðåçóëüòàò èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êëåòêîé. Ñîõðàíåíèå æèçíåñïî-
ñîáíîñòè êëåòêè ïîñëå ïðîíèêíîâåíèÿ íîñèòåëÿ âíóòðü ñâèäå òåëüñòâóåò î åãî áåçîïàñíîñòè. Òàêèì îáðàçîì,
îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè çàõâàòà íîñèòåëåé ðàçëè÷íûìè êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü èíôîðìàöèþ
îá èõ áèîñîâìåñòèìîñòè. Êîíôîêàëüíàÿ ëàçåðíàÿ ñêàíèðóþùà ÿ ìèêðîñêîïèÿ ðóòèííî ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ
ðåøåíèÿ äàííîé çàäà÷è. Îäíàêî òàêîé ìåòîä îáëàäàåò ðÿäîì íå äîñòàòêîâ, â ÷èñëå êîòîðûõ âûñîêàÿ òðóäî-
è âðåìÿçàòðàòíîñòü, íå ïîçâîëÿþùàÿ ïîëó÷èòü áîëüøîé ìàññè â äàííûõ â êîðîòêèå ñðîêè. Êëàññè÷åñêèå
ñèñòåìû ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè òàêæå øèðîêî ïðèìåíÿþ òñÿ äëÿ îöåíêè öèòîòîêñè÷íîñòè è ïîçâî-
ëÿþò ïðîàíàëèçèðîâàòü äî íåñêîëüêèõ òûñÿ÷ îáúåêòîâ â ñåêóíäó. Îäíàêî ïîäîáíûå ñèñòåìû, â îòëè÷èå
îò êîíôîêàëüíûõ ëàçåðíûõ ñêàíèðóþùèõ ìèêðîñêîïîâ, íå ïîçâ îëÿþò ïîëó÷àòü èçîáðàæåíèÿ îáúåêòîâ è,
êàê ñëåäñòâèå, âåðèôèöèðîâàòü ïîëó÷åííûå äàííûå. Íîâîå ïî êîëåíèå ïðîòî÷íûõ öèòîìåòðîâ îáúåäèíèëî
â ñåáå ñèëüíûå ñòîðîíû âûøåóïîìÿíóòûõ ìåòîäîâ. Òàê, ñóùåñò âóþùèå íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñèñòåìû
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ñ âîçìîæíîñòüþ âèçóàëèçàöèè ïîçâîëÿ þò àíàëèçèðîâàòü ïîðÿäêà 5000 îáúåêòîâ â
ñåêóíäó, ïðåäîñòàâëÿÿ ïðè ýòîì èõ ôëóîðåñöåíòíûå è ñâåòëîï îëüíûå èçîáðàæåíèÿ. Îäíàêî ñòîèò îòìåòèòü,
÷òî ïðèìåíåíèå ãèäðîäèíàìè÷åñêîé ôîêóñèðîâêè îáúåêòîâ â ô îêàëüíîé îáëàñòè îáúåêòèâà, èñïîëüçóåìîãî
äëÿ âèçóàëèçàöèè, íå èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòè èõ ôëóêòóàöèé âïîòîêå è, êàê ñëåäñòâèå, íå ïîçâîëÿåò
ñäåëàòü îäíîçíà÷íûé âûâîä î ëîêàëèçàöèè íîñèòåëåé â ïðåäåëàõ êëåòêè. Êðîìå òîãî, àíàëèç èíòåðíàëèçàöèè
íîñèòåëåé, îáåñïå÷èâàþùèõ ïðîëîíãèðîâàííóþ äîñòàâêó ëåê àðñòâåííîãî ñðåäñòâà, ïðè èñïîëüçîâàíèè
äàííîãî ìåòîäà çàòðóäíåí ïî ïðè÷èíå íàêîïëåíèÿ âûñâîáîæäà åìîãî èç íîñèòåëÿ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî
ïðåïàðàòà â ýíäîñîìàõ êëåòêè. Äëÿ ðåøåíèÿ äàííîé ïðîáëåìû í àìè áûëà ïðîâåäåíà îïòèìèçàöèÿ ïðîòîêîëà
îöåíêè ÷àñòèö ìåòîäîì âèçóàëèçèðóþùåé ïðîòî÷íîé öèòîôëóî ðèìåòðèè. Èçó÷àëñÿ çàõâàò ñóáìèêðîííûõ
÷àñòèö âàòåðèòà êëåòêàìè äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè. Ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå çàõâàòà ÷àñòèö
êëåòêàìè ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþ ùåé ìèêðîñêîïèè è âèçóàëèçèðóþùåé
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ïðîäåìîíñòðèðîâàëî îòëè÷íóþ êîððåëÿöèþ ïîëó÷åííûõ äàííûõ. Âûñîêàÿ
ïðîïóñêíàÿ ñïîñîáíîñòü ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè â ñî÷å òàíèè ñ îïòèìèçèðîâàííûì àëãîðèòìîì
àíàëèçà ïî îïðåäåëåíèþ ëîêàëèçàöèè ÷àñòèö â êëåòêå ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü áûñòðóþ îöåíêó êà÷åñòâà
èíòåðíàëèçàöèè èññëåäóåìîãî îáðàçöà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà:âèçóàëèçèðóþùàÿ ïðîòî÷íàÿ öèòîôëóîðèìåòðèÿ, êîíôîêàëüí àÿ ëàçåðíàÿ ñêàíèðóþùàÿ
ìèêðîñêîïèÿ, àäðåñíàÿ äîñòàâêà ëåêàðñòâ, ñóáìèêðîííûå êîíòåéíåðû-íîñèòåëè, îöåíêà èíòåðíàëèçàöèè
÷àñòèö êëåòêàìè.
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Ââåäåíèå

Îäíèì èç àêòèâíî ðàçâèâàþùèõñÿ íàïðàâëåíèé ñî-
âðåìåííîé ôàðìàöåâòèêè ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà íîâûõ
ìåòîäîâ äîñòàâêè ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ(ËÑ). Èññëå-
äîâàíèå áåçîïàñíîñòè è áèîñîâìåñòèìîñòè ïîäîáíûõ
ñèñòåì ÿâëÿåòñÿ íåîòúåìëåìûì ýòàïîì èõ ðàçðàáîòêè.
Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî ìåòîäîâ,
ïîçâîëÿþùèõ ïðÿìî (ïóòåì ñåëåêòèâíîãî îêðàøèâàíèÿ

æèâûõ [1] ëèáî ìåðòâûõ [2,3] êëåòîê) èëè êîñâåí-
íî (ïóòåì îïðåäåëåíèÿ èõ ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè [4,5]) îöåíèâàòü öèòîòîêñè÷íîñòü íîñèòåëåé ËÑ.
Â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòêè è íîñèòåëÿ âîç-
ìîæíà ëèáî åãî àäñîðáöèÿ íà ïîâåðõíîñòü êëåòî÷-
íîé ìåìáðàíû, ëèáî ïðîíèêíîâåíèå (èíòåðíàëèçàöèÿ)
âíóòðü êëåòêè. Ñîõðàíåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòêè
ïîñëå èíòåðíàëèçàöèè íîñèòåëÿ ñâèäåòåëüñòâóåò î åãî
áåçîïàñíîñòè.
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Òàêæå íåìàëîâàæíóþ ðîëü ïðè âûáîðå êîíòåéíå-
ðà äëÿ ËÑ èãðàþò òàêèå ïàðàìåòðû, êàê ïðîñòîòà è
ìàñøòàáèðóåìîñòü ìåòîäèêè åãî èçãîòîâëåíèÿ, íèçêàÿ
ñåáåñòîèìîñòü êîíå÷íîãî ïðîäóêòà. Ïåðñïåêòèâíûìè ñ
òî÷êè çðåíèÿ ñîâîêóïíîñòè äàííûõ ñâîéñòâ ÿâëÿþòñÿ
÷àñòèöû âàòåðèòà, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé îäíó èç ïîëè-
ìîðôíûõ ìîäèôèêàöèé êàðáîíàòà êàëüöèÿ [6]. Ïîðèñòàÿ
ñòðóêòóðà òàêèõ íîñèòåëåé ïîçâîëÿåò èììîáèëèçîâàòü
âíóòðü ÷àñòèöû øèðîêèé ñïåêòð áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ
âåùåñòâ, òàêèõ êàê áåëêè[7{ 10], ôåðìåíòû [11{ 13],
íóêëåèíîâûå êèñëîòû [14,15], êâàíòîâûå òî÷êè [16,17],
íàíî÷àñòèöû ìåòàëëîâ [18{ 22], ïåïòèäû [23,24], à òàêæå
ðàçëè÷íûå ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû [25{ 31]. Ïðîöåññ
ðàñòâîðåíèÿ ÷àñòèöû âàòåðèòà è åå ïåðåêðèñòàëëèçàöèè
â êàëüöèò ñîïðîâîæäàåòñÿ âûñâîáîæäåíèåì çàãðóæåííî-
ãî âåùåñòâà. Ñêîðîñòü ïðîòåêàíèÿ äàííîãî ïðîöåññà íà-
ïðÿìóþ çàâèñèò îò ñâîéñòâ ñðåäû[25,28,30,32]. Ïðè ýòîì
íàíåñåíèå íà ïîâåðõíîñòü ÷àñòèöû ñëîÿ ïîëèìåðà ïîçâî-
ëÿåò çàìåäëèòü âûñâîáîæäåíèå ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà
ââèäó ñíèæåíèÿ ñêîðîñòè ïåðåêðèñòàëëèçàöèè[11,20].
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÷àñòèöû êàðáîíàòà êàëüöèÿ ëåãêî
ìîãóò áûòü çàõâà÷åíû êëåòêàìè, íå îêàçûâàÿ ïðè ýòîì
âûðàæåííîãî òîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà [28,33,34], è, êàê
ñëåäñòâèå, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ âíóòðèêëåòî÷-
íîé äîñòàâêè ËÑ.

Îñíîâíûì ìåòîäîì, ïðèìåíÿåìûì äëÿ îöåíêè èíòåð-
íàëèçàöèè, ÿâëÿåòñÿ êîíôîêàëüíàÿ ëàçåðíàÿ ñêàíèðóþ-
ùàÿ ìèêðîñêîïèÿ (ÊËÑÌ ) [35,36]. Äàííûé ìåòîä ïîç-
âîëÿåò òî÷íî îïðåäåëÿòü ëîêàëèçàöèþ íîñèòåëÿ âíóò-
ðè êëåòêè áëàãîäàðÿ âîçìîæíîñòè åå ñêàíèðîâàíèÿ ïî
îñÿì X; Y è Z [36{ 38]. Îäíàêî ïðîöåññ 3D-ñêàíèðîâàíèÿ
êëåòêè òðóäîåìîê è íå ëó÷øèì îáðàçîì ïîäõîäèò äëÿ
íàáîðà ñòàòèñòèêè.

Ìåòîä ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè, â ñâîþ î÷åðåäü,
ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ãîðàçäî áîëüøèé îáúåì äàííûõ
çà äîñòàòî÷íî êîðîòêèé ïðîìåæóòîê âðåìåíè. Êëàññè-
÷åñêèå ñèñòåìû ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè øèðîêî
ïðèìåíÿþòñÿ äëÿ îöåíêè öèòîòîêñè÷íîñòè [39,40]. Âû-
ñîêàÿ ïðîïóñêíàÿ ñïîñîáíîñòü äàííîãî ìåòîäà ïîçâîëÿåò
àíàëèçèðîâàòü äî íåñêîëüêèõ òûñÿ÷ îáúåêòîâ â ñåêóíäó.
Îäíàêî â îòëè÷èå îò ÊËÑÌ äàííûé ïîäõîä íå ïîçâîëÿåò
ïîëó÷àòü èçîáðàæåíèÿ èññëåäóåìûõ îáúåêòîâ è, êàê
ñëåäñòâèå, âåðèôèöèðîâàòü ïîëó÷åííûå äàííûå.

Íîâîå ïîêîëåíèå ïðîòî÷íûõ öèòîìåòðîâ ñ âîçìîæíî-
ñòüþ âèçóàëèçàöèè îáúåäèíÿåò â ñåáå ãëàâíûå ïðåèìó-
ùåñòâà âûøåóïîìÿíóòûõ ìåòîäîâ. Ñîâðåìåííûå ïðîòî÷-
íûå öèòîôëóîðèìåòðû ñïîñîáíû ïîëó÷àòü è àíàëèçè-
ðîâàòü ñâåòëîïîëüíûå è ôëóîðåñöåíòíûå èçîáðàæåíèÿ
5000 îáúåêòîâ â ñåêóíäó. Ýòî äîñòèãàåòñÿ áëàãîäàðÿ
ïðèìåíåíèþ ãèäðîäèíàìè÷åñêîé ôîêóñèðîâêè îáúåêòîâ
â ôîêàëüíîé îáëàñòè îáúåêòèâà, ïðèìåíÿåìîãî äëÿ èõ
âèçóàëèçàöèè. Ïîäîáíûé ôóíêöèîíàë îáåñïå÷èâàåò ïðè-
ìåíåíèå òàêèõ öèòîôëóîðèìåòðîâ äëÿ ðåøåíèÿ öåëîãî
ðÿäà çàäà÷, â òîì ÷èñëå è äëÿ îöåíêè èíòåðíàëèçà-
öèè [41]. Îäíàêî ïðèìåíåíèå ãèäðîäèíàìè÷åñêîé ôîêó-
ñèðîâêè íå èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòè êîëåáàíèÿ îáúåêòîâ
â ïîòîêå, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü íå ïîçâîëÿåò ñäåëàòü

îäíîçíà÷íûé âûâîä î ëîêàëèçàöèè íîñèòåëåé â ïðåäåëàõ
êëåòêè.

Ïîìèìî ýòîãî, äàííûé ìåòîä íå ëó÷øèì îáðàçîì
ïîäõîäèò äëÿ àíàëèçà èíòåðíàëèçàöèè íîñèòåëåé, îáåñ-
ïå÷èâàþùèõ ïðîëîíãèðîâàííûé ýôôåêò. Â ýòîì ñëó÷àå
âîçìîæíî ïðåæäåâðåìåííîå âûñâîáîæäåíèå êðàñèòåëÿ,
ìîäåëèðóþùåãî ËÑ, â îáúåì ýíäîñîìû.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èñ-
ñëåäîâàíèå äâóõ ïîäõîäîâ, ïðèìåíÿåìûõ äëÿ îöåíêè
èíòåðíàëèçàöèè. Ìåòîäàìè ÊËÑÌ è âèçóàëèçèðóþùåé
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè (ÂÏÖ ) ïðîèçâåäåí àíàëèç èí-
òåðíàëèçàöèè ôèáðîáëàñòàìè ìûøè ðÿäà íîñèòåëåé,
âûïîëíåííûõ íà îñíîâå ÷àñòèö âàòåðèòà, íàãðóæåííûõ
ïðîòèâîãðèáêîâûì ïðåïàðàòîì, ñ ðàçëè÷íîé ñòðóêòóðîé
îáîëî÷êè. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ áûë ñäåëàí
âûâîä îá ýôôåêòèâíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ âûøåóïîìÿíó-
òûõ ïîäõîäîâ äëÿ èçó÷åíèÿ èíòåðíàëèçàöèè ñóáìèêðîí-
íûõ âàòåðèòíûõ íîñèòåëåé.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ñèíòåç êîíòåéíåðîâ, ñîäåðæàùèõ àíòèìèêîòèê

Ôîðìèðîâàíèå ñóáìèêðîííûõ ÷àñòèö âàòåðèòà, ñîäåð-
æàùèõ àíòèìèêîòèê, îñóùåñòâëÿëîñü ïóòåì ñîâìåñò-
íîãî îñàæäåíèÿ ïðîòèâîãðèáêîâîãî ïðåïàðàòà

”
Ãðè-

çåîôóëüâèí“ (Sigma� Aldrich, ÑØÀ ) â ïðîöåññå èõ
ôîðìèðîâàíèÿ â ñðåäå ýòèëåíãëèêîëÿ (Sigma� Aldrich,
ÑØÀ ) [28,29]. Äëÿ ýòîãî áûë ïðèãîòîâëåí ðàñòâîð ãðè-
çåîôóëüâèíà â ýòèëåíãëèêîëå êîíöåíòðàöèåé 2 mg/mL.
Ñ öåëüþ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ðàñòâîðåíèÿ àí-
òèìèêîòèêà ïîëó÷åííóþ ñìåñü ïîäâåðãàëè îáðàáîòêå
â óëüòðàçâóêîâîé âàííå (Ñàïôèð, Ðîññèÿ) ñ ÷àñòîòîé
35 kHz è ïëîòíîñòüþ ìîùíîñòè 0.64 W/cm 2 â òå÷å-
íèå 1 h ïðè 50 � C. Îäèíàêîâûå îáúåìû 1 M âîäíûõ
ðàñòâîðîâ äèãèäðàòà õëîðèäà êàëüöèÿ è êàðáîíàòà íà-
òðèÿ (Sigma� Aldrich, ÑØÀ ) ñìåøèâàëè ñ ïîëó÷åííûì
ðàñòâîðîì àíòèìèêîòèêà â ñîîòíîøåíèè 1 : 5, à çàòåì
ìåæäó ñîáîé. Ïðîöåññ ñìåøèâàíèÿ ðàñòâîðîâ ïðîâî-
äèëè íà ìàãíèòíîé ìåøàëêå ñî ñêîðîñòüþ 700 rpm â
òå÷åíèå 2.5 h ïðè òåìïåðàòóðå 25� 30� C. Îñàæäåíèå
ìèêðî÷àñòèö áûëî ïðîâåäåíî ïðè ñêîðîñòè 5000 rpm â
òå÷åíèå 10 min. Áûëà ïðîâåäåíà òðåõêðàòíàÿ ïðîìûâêà
êîíòåéíåðîâ âîäîé è îäíîêðàòíàÿ 95% ýòèëîâûì ñïèð-
òîì ñ öåëüþ èõ îòìûâêè îò ýòèëåíãëèêîëÿ è èçëèøêà
ñîëåé. Çàòåì îáðàçåö âûñóøèâàëè ïðè òåìïåðàòóðå 60� C
â òå÷åíèå 1 h.

Îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè çàãðóçêè àíòèìèêîòèêà
â êîíòåéíåðû

Êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè çàãðóçêè àí-
òèìèêîòèêà â íîñèòåëè îñóùåñòâëÿëàñü ïóòåì èçìå-
ðåíèÿ ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè ðàñòâîðîâ íà ïðèáîðå
Synergy H1(BioTek, ÑØÀ). Ðåãèñòðàöèÿ ñïåêòðîâ ôëóî-
ðåñöåíöèè îñóùåñòâëÿëàñü â äèàïàçîíå 319� 500 nm ïðè
âîçáóæäåíèè èçëó÷åíèåì ñ äëèíîé âîëíû 292 nm.
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Ðèñ. 1. ÑÝÌ-èçîáðàæåíèÿ âàòåðèòíûõ êîíòåéíåðîâ (CaCO3), ñîäåðæàùèõ àíòèìèêîòèê
”
Ãðèçåîôóëüâèí“ Gf: áåç îáîëî÷êè (a),

ïîêðûòûõ ñëîåì ãåïàðèíà Hp (b), äâóìÿ áèñëîÿìè ïîëèýëåêòðîëèòîâ PArg/DS (c), à òàêæå äâóìÿ áèñëîÿìè ïîëèýëåêòðîëèòîâ è
ãåïàðèíîì (d).

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé áûëè ïîëó-
÷åíû ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé
ïðåïàðàòà

”
Ãðèçåîôóëüâèí“ â ýòàíîëå è ýòèëåíãëèêîëå.

Äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè çàãðóçêè ÷àñòèö âàòåðèòà
ñ ãðèçåîôóëüâèíîì áûëè èçìåðåíû íàäîñàäî÷íûå æèä-
êîñòè, îòîáðàííûå ïîñëå ñèíòåçà è ïðîìûâêè ÷àñòèö.
Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè äëÿ êàæäîãî ñó-
ïåðíàòàíòà áûëè ñîîòíåñåíû ñ êàëèáðîâî÷íûìè êðèâû-
ìè, ÷òî ïîçâîëèëî ðàññ÷èòàòü êîíöåíòðàöèþ ïðåïàðàòà,
îñòàâøåãîñÿ â ðàñòâîðå. Ìàññà ïðåïàðàòà, èììîáèëè-
çîâàííîãî â âàòåðèòíóþ ìàòðèöó, áûëà ðàññ÷èòàíà ïî
ìåòîäèêå, îïèñàííîé íàìè ðàíåå [30].

Ïî ðåçóëüòàòàì èññëåäîâàíèé ýôôåêòèâíîñòü çàãðóçêè
ãðèçåîôóëüâèíà â ïîðèñòûå ÷àñòèöû êàðáîíàòà êàëüöèÿ
ìåòîäîì ñîîñàæäåíèÿ ñîñòàâèëà 20%.

Àäñîðáöèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ
íà ïîâåðõíîñòü êîíòåéíåðîâ, ñîäåðæàùèõ
àíòèìèêîòèê

Ñ öåëüþ äàëüíåéøåé âèçóàëèçàöèè ïîëó÷åííûõ êîí-
òåéíåðîâ îïòè÷åñêèìè ìåòîäàìè áûëà îñóùåñòâëåíà èõ
ìîäèôèêàöèÿ ìîäåëüíûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì.
Äëÿ ýòîãî íà ïîâåðõíîñòü ñèíòåçèðîâàííûõ ÷àñòèö
êàðáîíàòà êàëüöèÿ, ñîäåðæàùèõ ãðèçåîôóëüâèí, áûë
àäñîðáèðîâàí ñëîé áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà,
êîíúþãèðîâàííîãî ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì òåòðà-
ñóëüôîðîäàìèíîì (TRITC-BSA). Äëÿ ýòîãî âûñóøåííûå
êîíòåéíåðû ïîìåùàëèñü â âîäíûé ðàñòâîð TRITC-BSA
êîíöåíòðàöèåé 2.5 mg/mL íà 30 min ïðè íåïðåðûâíîì
ïåðåìåøèâàíèè. Ïîñëå çàâåðøåíèÿ ïðîöåññà àäñîðáöèè
îñàäîê ïðîìûâàëñÿ âîäîé è äàëåå èñïîëüçîâàëñÿ äëÿ
íàíåñåíèÿ ïîëèýëåêòðîëèòíûõ ñëîåâ.

Ìîäèôèêàöèÿ ïîâåðõíîñòè ïîëó÷åííûõ
êîíòåéíåðîâ

Ïîâåðõíîñòü ÷àñòèö âàòåðèòà(CaCO3), ñîäåðæàùèõ
àíòèìèêîòèê

”
Ãðèçåîôóëüâèí“ (Gf) è ìå÷åíûõ TRITC-

BSA, áûëà ìîäèôèöèðîâàíà áèîñîâìåñòèìûìè áèîäåãðà-
äèðóåìûìè ïîëèýëåêòðîëèòàìè ïîëèàðãèíèíîì (PArg)

è ñóëüôàòîìäåêñòðàíà (DS) (Sigma� Aldrich, ÑØÀ ), à
òàêæå àíòèêîàãóëÿíòîì — ãåïàðèíîì (Hp) äëÿ ôîðìè-
ðîâàíèÿ ìóëüòèñëîéíûõ îáîëî÷åê ñ ðàçëè÷íûì ÷èñëîì
ñëîåâ (îò îäíîãî äî ïÿòè ). Ôîðìèðîâàíèå îáîëî÷åê áûëî
ïðîâåäåíî ìåòîäîì ïîñëîéíîé àäñîðáöèè íà ïîâåðõ-
íîñòü âàòåðèòíûõ êîíòåéíåðîâ [42]. Â ðåçóëüòàòå áûëè
ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå îáðàçöû: êîíòåéíåðû ñ îáîëî÷êîé
àíòèêîàãóëÿíòà: (ÑàÑÎ 3 + Gf)/Hp; êîíòåéíåðû ñ äâóìÿ
áèñëîÿìè ïîëèýëåêòðîëèòîâ (ÑàÑÎ 3 + Gf)/(PArg/DS)2;
êîíòåéíåðû ñ äâóìÿ áèñëîÿìè ïîëèýëåêòðîëèòîâ è ñëî-
åì àíòèêîàãóëÿíòà (ÑàÑÎ 3 + Gf)/(PArg/DS)2/Hp.

Ìîðôîëîãèÿ ïîëó÷åííûõ îáðàçöîâ áûëà èññëåäîâà-
íà ìåòîäîì ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè
(ÑÝÌ ) MIRA II LMU (Tescan, ×åõèÿ) ïðè ðàáî÷åì
íàïðÿæåíèè 30 kV. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà pèñ. 1.

Îïòèìèçàöèÿ ïðîòîêîëà èíêóáàöèè ïîëó÷åííûõ
êîíòåéíåðîâ ñ êëåòêàìè ôèáðîáëàñòîâ

Âëèÿíèå ïîëèýëåêòðîëèòíîé îáîëî÷êè íà ýôôåêòèâ-
íîñòü èíòåðíàëèçàöèè ïîëó÷åííûõ êîíòåéíåðîâ áûëî
èññëåäîâàíî íà êóëüòóðå êëåòîê ôèáðîáëàñòîâ ìûøè
(L929). Ñ öåëüþ îïðåäåëåíèÿ äëèòåëüíîñòè èíêóáàöèè
÷àñòèö ñ êëåòêàìè ôèáðîáëàñòîâ, ïðè êîòîðîé îáåñïå÷è-
âàåòñÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûé çàõâàò ÷àñòèö êëåòêàìè,
áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ.

Êëåòî÷íóþ ëèíèþ L929 âûðàùèâàëè íà ïèòàòåëüíîé
ñðåäå DMEM/F12 ñ L-ãëóòàìèíîì (ÁèîëîÒ, Ðîññèÿ) è äî-
áàâëåíèåì 10% ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè FBS
(ThermoFisher, ÑØÀ), à òàêæå 1% ñìåñè àíòèáèîòèêîâ
ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà (ThermoFisher, ÑØÀ) â
èíêóáàòîðå ñ óâëàæíåííîé ñðåäîé ïðè 37 � C è 5% ñîäåð-
æàíèè CO2 â ãàçîâîé ñðåäå. Ïèòàòåëüíóþ ñðåäó çàìåíÿ-
ëè êàæäûå òðè äíÿ. Ïîñëå îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ êëåòêè
ñíèìàëè ñ êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà ðàñòâîðîì òðèïñèíà
è ÝÄÒÀ (0.25% òðèïñèíà è 0.02% ÝÄÒÀ) (ThermoFisher,
ÑØÀ ) è ïîäñ÷èòûâàëè ñ ïîìîùüþ àâòîìàòè÷åñêîãî
ñ÷åò÷èêà êëåòîê Countess(Invitrogen, ÑØÀ).

Ñóñïåíçèþ êëåòîê â êîëè÷åñòâå 5� 105 ïîìåùàëè â
÷àøêó Ïåòðè äèàìåòðîì 35 mm è êóëüòèâèðîâàëè â
òå÷åíèå íî÷è, ÷òîáû îáåñïå÷èòü ïðèêðåïëåíèå êëåòîê
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Ðèñ. 2. Èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì ÊËÑÌ, êëåòîê ôèáðîáëàñòî â ìûøè L929, îêðàøåííûõ êðàñèòåëåì Calcein AM:
äî (a, e) èíêóáàöèè, ÷åðåç 4 h(b, f), ÷åðåç 8 h (c, g), ÷åðåç 15 h ïîñëå èíêóáàöèè ñ ÷àñòèöàìè âàòåðèòà, îêðàøåííûìè
ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì TRITC-BSA (d, h). Èçîáðàæåíèÿ âåðõíåãî ðÿäà ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íàëîæåíèÿ çåëåíîãî è êðàñíîãî
ôëóîðåñöåíòíûõ êàíàëîâ. Èçîáðàæåíèÿ íèæíåãî ðÿäà ïðåäñòàâëÿþò ôëóîðåñöåíöèþ â êðàñíîì êàíàëå.

ê êóëüòóðàëüíîìó ïëàñòèêó. Ïîñëå ýòîãî ê êëåòêàì
äîáàâëÿëè ÷àñòèöû âàòåðèòà, ñîäåðæàùèå àíòèìèêîòèê
è ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü, â êîëè÷åñòâå 10 ÷àñòèö
íà êëåòêó è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 4, 8 è 15 h. Çàòåì
êëåòêè òðèæäû ïðîìûâàëè íàòðèé-ôîñôàòíûì áóôåðîì
(PBS) îò íåçàõâà÷åííûõ êëåòêàìè ÷àñòèö êàðáîíàòà
êàëüöèÿ è îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî
êðàñèòåëÿ Calcein AM(ThermoFisher, ÑØÀ). Äëÿ ýòî-
ãî 1 � L ðàñòâîðà êðàñèòåëÿ â êîíöåíòðàöèè 1 mg/mL
äîáàâëÿëè ê 1000� L ñðåäû äëÿ ïîëó÷åíèÿ èòîãîâîé
êîíöåíòðàöèÿ êðàñèòåëÿ 0.001 mg/mL. Äàëåå êëåòêè âè-
çóàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ÊËÑÌ ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
Leica TCS SP8(LeicaMicrosystems, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Îöåíêà èíòåðíàëèçàöèè êîíòåéíåðîâ
ñ àíòèìèêîòèêîì êëåòêàìè ôèáðîáëàñòîâ

Ýôôåêòèâíîñòü çàõâàòà ÷àñòèö âàòåðèòà ñ ðàçëè÷íîé
ñòðóêòóðîé îáîëî÷êè, íàãðóæåííûõ àíòèìèêîòèêîì è
ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì, èçó÷àëàñü íà êóëüòóðå êëå-
òîê L929. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ñ êîíòåéíåðàìè â
êîíöåíòðàöèè 5 è 10 ÷àñòèö íà êëåòêó ïðîèçâîäèëîñü â
òå÷åíèå 8 h. Äëÿ âèçóàëèçàöèè æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê
è îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè çàõâàòà êîíòåéíåðîâ áûëè
èñïîëüçîâàíû ïðîòî÷íûé öèòîôëóîðèìåòð ñ ðåæèìîì
âèçóàëèçàöèè AmnisImageStream X Mk II(Luminex,
ÑØÀ ) è ÊËÑÌ Leica TCSSP8.

Ïðè ïîäãîòîâêå êëåòîê ê èññëåäîâàíèþ ìåòîäîì öè-
òîìåòðèè êóëüòóðàëüíûé ôëàêîí áûë òðèæäû ïðîìûò
îò íåçàõâà÷åííûõ ÷àñòèö íàòðèé-ôîñôàòíûì áóôåðîì
áåç äîáàâëåíèÿ èîíîâ Ca 2+ è Mg2+ (ÁèîëîÒ, Ðîññèÿ),
çàòåì êëåòêè áûëè ïåðåâåäåíû â ñóñïåíçèþ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ðàñòâîðà òðèïñèíà ñ äîáàâëåíèåì ÝÄÒÀ. Äàëåå

êëåòêè áûëè îêðàøåíû ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì
Calcein AM. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ áûë ïðîâåäåí
ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ IDEAS 6.2
(Luminex, ÑØÀ). Äëÿ îöåíêè êîëè÷åñòâà çàõâà÷åííûõ
êëåòêîé êîíòåéíåðîâ áûë èñïîëüçîâàí èíñòðóìåíò ïðî-
ãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ

”
Internalization“, ïðåäíàçíà÷åí-

íûé äëÿ âûÿâëåíèÿ ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííûõ îáúåêòîâ
âíóòðè êëåòêè.

Ïðè ïîäãîòîâêå îáðàçöîâ ê èññëåäîâàíèþ ìåòîäîì
ÊËÑÌ áûëà òàêæå ïðîâåäåíà òðåõêðàòíàÿ ïðîìûâêà
ïðèêðåïëåííûõ ê ôëàêîíó êëåòîê ñ ïîñëåäóþùèì èõ
îêðàøèâàíèåì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì Calcein AM.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â õîäå èññëåäîâàíèÿ áûëè ïîëó÷åíû ÷àñòèöû âàòåðèòà
ðàçìåðîì 0 :8 � 0:3 � m, ñîäåðæàùèå àíòèìèêîòèê Gf è
ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü TRITC-BSA. Äëÿ ñòàáèëè-
çàöèè ïîâåðõíîñòè êîíòåéíåðîâ, êîíòðîëÿ ïðîöåññà èõ
äåãðàäàöèè, ïðîëîíãàöèè âûñâîáîæäåíèÿ èììîáèëèçî-
âàííîãî ïðåïàðàòà, à òàêæå ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ
îáîëî÷êè íîñèòåëåé íà ýôôåêòèâíîñòü èõ èíòåðíàëè-
çàöèè êëåòêàìè ëèíèè ôèáðîáëàñòîâ ìûøè L929 íà
ïîâåðõíîñòè ÷àñòèö ìåòîäîì ïîñëîéíîé àäñîðáöèè áûëà
ñôîðìèðîâàíà îáîëî÷êà èç ïîëèýëåêòðîëèòîâ è àíòèêî-
àãóëÿíòà. ÑÝÌ-èçîáðàæåíèÿ ñôîðìèðîâàííûõ êîíòåéíå-
ðîâ ïðåäñòàâëåíû íà pèc. 1. Îòñóòñòâèå âèäèìûõ ðàçëè-
÷èé â ìîðôîëîãèè êîíòåéíåðîâ ñ ðàçëè÷íîé ñòðóêòóðîé
îáîëî÷êè ñâÿçàíî ñ åå ìàëîé òîëùèíîé [43].

Äëÿ óñòàíîâëåíèÿ îïòèìàëüíîé ïðîäîëæèòåëüíîñòè
èíêóáàöèè ÷àñòèö ñ êëåòêàìè ôèáðîáëàñòîâ, îáåñïå-
÷èâàþùåé íàèáîëåå ýôôåêòèâíûé çàõâàò ÷àñòèö, áûëà

Îïòèêà è ñïåêòðîñêîïèÿ, 2020, òîì 128, âûï. 6
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Ðèñ. 3. Ñâåòëîïîëüíîå (Ch01) è ôëóîðåñöåíòíîå (Ch03) èçîáðàæåíèÿ êëåòîê: çàõâàòèâøåé ÷àñòèöû âàòåðèòà(a), îáëàäàþùåé
íåîäíîðîäíîñòüþ öèòîïëàçìû â ñðàâíåíèè ñ çàõâàòèâøåé ÷àñò èöó âàòåðèòà(b), ñîäåðæàùåé âíóòðè áîëüøóþ ÷àñòèöó êàëüöèòà(c).

Òàáëèöà 1. Ïîêàçàòåëè n1; n2 è n3, õàðàêòåðèçóþùèå çàõâàò êëåòêàìè ôèáðîáëàñòîâ âàòåðèòíûõ êîíòåéíåðîâ, ñîäåðæàùèõ
àíòèìèêîòèê

”
Ãðèçåîôóëüâèí“ è ìîäèôèöèðîâàííûõ ðàçëè÷íûìè òèïàìè îáîë î÷åê: n1 { ïîêàçàòåëü ñðåäíåãî ÷èñëà ÷àñòèö,

ïðèõîäÿùèõñÿ íà êëåòêó (ò. å. îòíîøåíèå êîëè÷åñòâà çàõâà÷åííûõ ÷àñòèö ê ÷èñëó êëåòîê, çàõâàòèâøèõ ÷àñòèöû), ðàññ÷èòàííûé
äëÿ ãðóïïû êëåòîê, çàõâàòèâøèõ îò 0 äî 3 ÷àñòèö;n2 — îòíîøåíèå ÷èñëà êëåòîê, çàõâàòèâøèõ ÷àñòèöû, ê ÷èñëó êëåòîê, íå
çàõâàòèâøèõ íè îäíîé ÷àñòèöû;n3 — îòíîøåíèå ÷èñëà êëåòîê, çàõâàòèâøèõ áîëåå òðåõ ÷àñòèö, ê ÷èñëó êëåòîê, çàõâàòèâøèõ îò 0
äî 3 ÷àñòèö

n

CaCO3 + Gf (CaCO3 + Gf)/Hp (CaCO3 + Gf)/(PArg/DS)2 CaCO3 + Gf/(PArg/DS)2/Hp

5 ÷àñòèö 10 ÷àñòèö 5 ÷àñòèö 10 ÷àñòèö 10 ÷àñòèö 5 ÷àñòèö 10 ÷àñòèö
íà êëåòêó íà êëåòêó íà êëåòêó íà êëåòêó íà êëåòêó íà êëåòêó íà êëåòêó

n1 0:74 � 0:07 0:8 � 0:03 0:56 � 0:09 0:8 � 0:07 1:31 � 0:23 0:96 � 0:06 1:18 � 0:16
n2 1:15 � 0:12 1:39 � 0:32 0:77 � 0:16 1:3 � 0:08 6:06 � 2:37 1:71 � 0:3 3:41 � 1
n3 0:1 � 0:02 0:24 � 0:09 0:07 � 0:02 0:1 � 0:01 0:93 � 0:09 0:14 � 0:3 0:47 � 0:04

ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ. Íà pèñ. 2 ïðèâåäåíû
äàííûå ÊËÑÌ ïî äèíàìèêå çàõâàòà ÷àñòèö êëåòêàìè
ôèáðîáëàñòîâ. Çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë â äèà-
ïàçîíå 503 � 540 nm ïðè âîçáóæäåíèè ñ äëèíîé âîë-
íû 495 nm íà èçîáðàæåíèÿõ ñîîòâåòñòâóåò ôëóîðåñöåí-
öèè æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê, îêðàøåííûõ êðàñèòåëåì
Calcein AM, êðàñíûé — ôëóîðåñöåíöèè ìàðêåðà TRITC-
BSA â äèàïàçîíå 615� 645 nm ïðè âîçáóæäåíèè ñ äëèíîé
âîëíû 552 nm. Ôîíîâîå êðàñíîå ñâå÷åíèå (pèñ. 2,e)
îáóñëîâëåíî

”
õâîñòîì“ ýìèññèè âèòàëüíîãî êëåòî÷íîãî

êðàñèòåëÿ Calcein AM, ïåðåêðûâàþùèìñÿ ñî ñïåêòðîì
ýìèññèè êðàñèòåëÿ TRITC. Òàêîå ïåðåêðûòèå íå ïîçâî-
ëèëî íàì èçáàâèòüñÿ îò ôîíîâîé ôëóîðåñöåíöèè êëå-
òîê, ïðîêðàøåííûõ Calcein AM, â äèàïàçîíå äåòåêöèè
êðàñèòåëÿ TRITC(615� 645 nm). Îäíàêî ñòîèò îòìåòèòü,
÷òî ýòî íå ïîìåøàëî äîñòîâåðíî èäåíòèôèöèðîâàòü êîí-
òåéíåðû, ìå÷åíûå TRITC-BSA, ïîñêîëüêó îíè îáëàäàëè
çíà÷èòåëüíî áîëüøåé èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè
ïî ñðàâíåíèþ ñ ôîíîâîé ôëóîðåñöåíöèåé êëåòîê.

Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â òå÷åíèå 4 h èíêóáàöèè ÷àñòèö
ñ êëåòêàìè ïðîèñõîäèò íàëèïàíèå ÷àñòèö íà ìåìáðàíó
áåç èõ ïðîíèêíîâåíèÿ âíóòðü êëåòêè (pèñ. 2,b). Òà-
êèì îáðàçîì, òàêàÿ äëèòåëüíîñòü èíêóáàöèè îêàçàëàñü

íåäîñòàòî÷íîé äëÿ ïðîõîæäåíèÿ ÷àñòèö âíóòðü êëåòêè.
15-÷àñîâàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ ÷àñòèöàìè áûëà ïðèçíàíà
èçáûòî÷íîé (pèñ. 2,d, g), ïîñêîëüêó çà ýòî âðåìÿ ÷àñòèöû
íå òîëüêî áûëè çàõâà÷åíû êëåòêàìè, íî òàêæå ÷àñòè÷íî
äåãðàäèðîâàëè è âûñâîáîäèëè èììîáèëèçîâàííîå âåùå-
ñòâî â ïðîñòðàíñòâî êëåòêè. Îá ýòîì ãîâîðèò óâåëè÷å-
íèå ðàâíîìåðíî èçëó÷àåìîãî êëåòêàìè ôëóîðåñöåíòíî-
ãî ñèãíàëà â äèàïàçîíå, ñîîòâåòñòâóþùåì TRITC-BSA
(pèñ. 2,d, g). Âûñâîáîæäåíèå ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòå-
ëÿ çàòðóäíÿëî ïðîöåññ îöåíêè èíòåðíàëèçàöèè.

Îïòèìàëüíûé ðåçóëüòàò áûë ïîëó÷åí ïðè 8-÷àñîâîé
ñîâìåñòíîé èíêóáàöèè ÷àñòèö è êëåòêàìè (pèñ. 2,c).
Â ñâÿçè ñ ýòèì âñå ïîñëåäóþùèå ýêñïåðèìåíòû ïî
îöåíêå èíòåðíàëèçàöèè ìåòîäàìè ÂÏÖ è ÊËÑÌ áûëè
âûïîëíåíû ïðè èíêóáàöèè â òå÷åíèå 8 h.

Â õîäå èññëåäîâàíèÿ ìåòîäîì ÂÏÖ áûëè ïîëó÷åíû
ñâåòëîïîëüíûå èçîáðàæåíèÿ èññëåäóåìûõ êëåòîê (êà-
íàë ¹ 1 ), à òàêæå ôëóîðåñöåíòíûå èçîáðàæåíèÿ ÷à-
ñòèö âàòåðèòà(êàíàë ¹ 3, ñïåêòðàëüíàÿ øèðèíà êà-
íàëà 560� 595 nm), îêðàøåííûõ TRITC-BSA (âîçáóæäå-
íèå/ýìèññèÿ — 557/576 nm), pèñ. 3,a. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ
èçìåðåíèé èñïîëüçîâàëñÿ ëàçåð ñ äëèíîé âîëíû 488 nm
ïðè ìàêñèìàëüíîé ìîùíîñòè 200 mW.

Îïòèêà è ñïåêòðîñêîïèÿ, 2020, òîì 128, âûï. 6
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Ðèñ. 4. Ïðîöåíò êëåòîê, çàõâàòèâøèõ 0, 1, 2, 3 è áîëåå 3 êîíòåéíåðîâ ï îñëå 8 h ñîâìåñòíîãî èíêóáèðîâàíèÿ ñ ÷àñòèöàìè âàòåðèòà
(CaCO3), ñîäåðæàùèõ àíòèìèêîòèê

”
Ãðèçåîôóëüâèí“ Gf: áåç îáîëî÷êè (a), ïîêðûòûõ ñëîåì ãåïàðèíà Hp (b), äâóìÿ áèñëîÿìè

ïîëèýëåêòðîëèòîâ PArg/DS (c), à òàêæå äâóìÿ áèñëîÿìè ïîëèýëåêòðîëèòîâ è ãåïàðèíîì (d). Îáùàÿ ñðàâíèòåëüíàÿ ãèñòîãðàììà (e).

Îïòèêà è ñïåêòðîñêîïèÿ, 2020, òîì 128, âûï. 6
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Òàáëèöà 2. Ïîêàçàòåëè n4 è n5, õàðàêòåðèçóþùèå çàõâàò êëåòêàìè ôèáðîáëàñòîâ âàòåðèòíûõ êîíòåéíåðîâ, ñîäåðæàùèõ
àíòèìèêîòèê

”
Ãðèçåîôóëüâèí“ è ìîäèôèöèðîâàííûõ ðàçëè÷íûìè òèïàìè îáîë î÷åê: n4 — ïîêàçàòåëü ñðåäíåãî ÷èñëà ÷àñòèö,

ïðèõîäÿùèõñÿ íà êëåòêó, ò. å. îòíîøåíèå îáùåãî ÷èñëà çàõâà÷åííûõ êëåòêàìè ÷àñòèö ê îáùåìó ÷èñëó êëåòîê, çàõâàòèâøèõ ÷àñòèöû;
n5 — îòíîøåíèå ÷èñëà êëåòîê, çàõâàòèâøèõ ÷àñòèöû, ê ÷èñëó êëåòîê, íå çàõâàòèâøèõ íè îäíîé ÷àñòèöû

n
CaCO3 + Gf (CaCO3 + Gf)/Hp (CaCO3 + Gf)/(PArg/DS)2 CaCO3 + Gf/(PArg/DS)2/Hp

10 ÷àñòèö íà êëåòêó 10 ÷àñòèö íà êëåòêó 10 ÷àñòèö íà êëåòêó 10 ÷àñòèö íà êëåòêó

n4 3.66 3.24 3.93 3.52
n5 9.69 7.75 14.67 9.77

Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà ñâåòëîïîëüíûõ è ôëóîðåñöåíò-
íûõ èçîáðàæåíèé êëåòîê êîíòðîëüíîãî îáðàçöà (áåç äî-
áàâëåíèÿ ÷àñòèö) áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êëåòêè ëèíèè
L929 îáëàäàþò íåîäíîðîäíîñòüþ è ïîëèäèñïåðñíîñòüþ
öèòîïëàçìû (pèñ. 3,b), ÷òî îãðàíè÷èâàëî âîçìîæíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ ñâåòëîïîëüíûõ èçîáðàæåíèé äëÿ îöåíêè
èíòåðíàëèçàöèè. Âî èçáåæàíèå ïîëó÷åíèÿ ëîæíûõ ðå-
çóëüòàòîâ àíàëèç çàõâàòà êîíòåéíåðîâ áûë ïðîâåäåí ñ
èñïîëüçîâàíèåì èñêëþ÷èòåëüíî ôëóîðåñöåíòíûõ èçîá-
ðàæåíèé êëåòîê. Äëÿ óäîáñòâà îöåíêè èíòåðíàëèçàöèè
áûëî âûäåëåíî ïÿòü ãðóïï: (1) êëåòêè, íå çàõâàòèâøèå
íè îäíîé ÷àñòèöû, (2) êëåòêè, çàõâàòèâøèå îäíó ÷àñòè-
öó, (3) êëåòêè, çàõâàòèâøèå äâå ÷àñòèöû,(4) êëåòêè,
çàõâàòèâøèå òðè ÷àñòèöû è(5) êëåòêè, çàõâàòèâøèå
áîëåå òðåõ ÷àñòèö.

Äëÿ êàæäîãî èç îáðàçöîâ áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû
ñëåäóþùèå ïîêàçàòåëè:

n1 — ïîêàçàòåëü ñðåäíåãî ÷èñëà ÷àñòèö, ïðèõîäÿ-
ùèõñÿ íà êëåòêó (ò. å. îòíîøåíèå êîëè÷åñòâà çàõâà-
÷åííûõ ÷àñòèö ê ÷èñëó êëåòîê, çàõâàòèâøèõ ÷àñòèöû),
ðàññ÷èòàííûé äëÿ ãðóïïû êëåòîê, çàõâàòèâøèõ îò 0
äî 3 ÷àñòèö;

n2 — îòíîøåíèå ÷èñëà êëåòîê, çàõâàòèâøèõ ÷àñòèöû,
ê ÷èñëó êëåòîê, íå çàõâàòèâøèõ íè îäíîé ÷àñòèöû;

n3 — îòíîøåíèå ÷èñëà êëåòîê, çàõâàòèâøèõ áîëåå
òðåõ ÷àñòèö, ê ÷èñëó êëåòîê, çàõâàòèâøèõ îò 0 äî 3 ÷à-
ñòèö.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðèâåäåíû íà pèc. 4 è â òàáë. 1.
Â õîäå àíàëèçà ïîëó÷åííûõ äàííûõ áûëî âûÿâëåíî, ÷òî
÷àñòèöû âàòåðèòà, ñîäåðæàùèå àíòèìèêîòèê è ôëóîðåñ-
öåíòíûé êðàñèòåëü, ïîêðûòûå ïîëèìåðíîé îáîëî÷êîé
áåç äîïîëíèòåëüíîãî ïîêðûòèÿ Hp, ëó÷øå âñåãî çàõâàòû-
âàëèñü êëåòêàìè: îòíîøåíèå ÷èñëà êëåòîê, çàõâàòèâøèõ
÷àñòèöû, ê

”
ïóñòûì“ êëåòêàì ñîñòàâèëî 6 :06 � 2:37, â

òî âðåìÿ êàê äëÿ îñòàëüíûõ îáðàçöîâ ýòîò ïîêàçàòåëü â
îñíîâíîì êîëåáàëñÿ â ðàéîíå åäèíèöû. Òàêæå äëÿ ýòîãî
îáðàçöà çàôèêñèðîâàíî ìàêñèìàëüíîå ñðåäíåå ÷èñëî ÷à-
ñòèö, ïðèõîäÿùèõñÿ íà êëåòêó — 1:31 � 0:23, â òî âðåìÿ
êàê äëÿ îñòàëüíûõ îáðàçöîâ îí êîëåáàëñÿ îêîëî 0.8
è çà ðåäêèì èñêëþ÷åíèåì íå ïðåâûøàë åäèíèöû. Ïî-
ñëåäóþùåå íàíåñåíèå ãåïàðèíà ïðèâåëî ê óìåíüøåíèþ
äàííîãî îòíîøåíèÿ ïî÷òè â 2 ðàçà, à òàêæå ê ñíèæåíèþ
ïîêàçàòåëÿ ÷èñëà êëåòîê, çàõâàòèâøèõ áîëåå 3 ÷àñòèö:
0.14 è 0.47 äëÿ 5 è 10 êàïñóë íà êëåòêó ñîîòâåòñòâåííî
ïðîòèâ 0 :93 � 0:09 äëÿ ïîêðûòûõ ïîëèìåðîì ÷àñòèö

áåç ãåïàðèíà. Òàêèì îáðàçîì, íàëè÷èå Hp íåãàòèâíî
ïîâëèÿëî íà çàõâàò ÷àñòèö êëåòêàìè. Òàêæå áûëî âûÿâ-
ëåíî, ÷òî ñ óâåëè÷åíèåì ÷èñëà ÷àñòèö, ïðèõîäÿùèõñÿ íà
êëåòêó, ÷èñëî êëåòîê, íå çàõâàòèâøèõ ÷àñòèöû êàðáîíàòà
êàëüöèÿ, óìåíüøàëîñü, à êîëè÷åñòâî êëåòîê, çàõâàòèâ-
øèõ áîëåå 3 ÷àñòèö, óâåëè÷èâàëîñü â 1:5� 3:5 ðàçà â
çàâèñèìîñòè îò îáðàçöà(ðèñ. 4,e).

Íåîáõîäèìî òàêæå îòìåòèòü, ÷òî ïðè èíêóáàöèè
êîíòåéíåðîâ, íå ïîêðûòûõ ïîëèìåðíîé îáîëî÷êîé, íà-
áëþäàëîñü áîëüøåå êîëè÷åñòâî êëåòîê, íå çàõâàòèâøèõ
íè îäíîé ÷àñòèöû — 45 � 60% îò îáùåãî ÷èñëà êëåòîê, â
ñðàâíåíèè ñ îáðàçöàìè, ïîêðûòûìè ïîëèìåðíîé îáîëî÷-
êîé — îò 15 äî 35%. Êðîìå òîãî, êëåòêè, çàõâàòèâøèå
îäíó ÷àñòèöó, ÷àùå âñòðå÷àëèñü â ðåçóëüòàòå èíêóáàöèè
ñ êîíòåéíåðàìè áåç îáîëî÷êè (ðèñ. 4,e). Ýòî ìîæåò áûòü
îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî êîíòåéíåðû, íå ïîêðûòûå ïîëè-
ìåðíîé îáîëî÷êîé, ïîñëå ïîïàäàíèÿ âíóòðü êëåòêè áûñò-
ðî âûñâîáîæäàþò êðàñèòåëü ïîä äåéñòâèåì ôåðìåíòîâ.
Âñëåäñòâèå ýòîãî íåñêîëüêî òàêèõ ÷àñòèö â êëåòêå ìîãóò
áûòü ïðèíÿòû çà îäíó ââèäó íåâîçìîæíîñòè èõ îòäåëü-
íîãî ðàñïîçíàâàíèÿ â ïîëíîñòüþ îêðàøåííîé ýíäîñîìå.
Òàêæå âîçìîæíî, ÷òî ÷àñòèöû, çàõâà÷åííûå îäíîé êëåò-
êîé, ñ òå÷åíèåì âðåìåíè ñîáèðàþòñÿ â îäíîé ýíäîñîìå,
÷òî óâåëè÷èâàåò âåðîÿòíîñòü èõ àãðåãàöèè è ïåðåêðè-
ñòàëëèçàöèè. Íà ýòî óêàçûâàåò íàëè÷èå ÷àñòèö êóáè÷å-
ñêîé ôîðìû (ðèñ. 3,c). Â ïðîöåññå àíàëèçà êëåòêè ñ ïî-
äîáíûìè îáúåêòàìè âíóòðè ðàññìàòðèâàëèñü êàê êëåòêè,
çàõâàòèâøèå 1 ÷àñòèöó, ïîñêîëüêó äîñòîâåðíî óñòàíî-
âèòü, ÿâëÿåòñÿ äàííûé îáúåêò ðåçóëüòàòîì ïåðåêðè-
ñòàëëèçàöèè îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ÷àñòèö, íåâîçìîæíî.
Íàíåñåíèå îáîëî÷êè ïðåïÿòñòâîâàëî ïðîöåññó àãðåãàöèè
è ïåðåêðèñòàëëèçàöèè âàòåðèòíûõ êîíòåéíåðîâ.

Ïðèìåíåíèå ðàçðàáîòàííîãî àëãîðèòìà äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ ëîêàëèçàöèè ÷àñòèö â êëåòêå(â ñëó÷àå äîñòîâåðíî-
ñòè äàííûõ) ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü áûñòðóþ îöåíêó
êà÷åñòâà ýíäîöèòîçà èññëåäóåìîãî îáðàçöà. Îäíàêî èñ-
ïîëüçóåìûé àëãîðèòì äåëàåò âûâîä îá èíòåðíàëèçàöèè
îáúåêòîâ, îñíîâûâàÿñü íà ôîêóñå ïîëó÷åííûõ èçîáðàæå-
íèé, à ïðèìåíÿåìàÿ â äàííîì óñòðîéñòâå ãèäðîäèíàìè-
÷åñêàÿ ôîêóñèðîâêà îáúåêòîâ íå èñêëþ÷àåò âîçìîæíî-
ñòè èõ ôëóêòóàöèè â ïîòîêå, ÷òî çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò
ïðåöèçèîííîñòü äàííîãî ìåòîäà. Òàêæå êîðîòêîå âðåìÿ
ýêñïîçèöèè îáúåêòà â ïîëå çðåíèÿ êàìåðû íå ïîçâîëÿåò
ïîëó÷èòü èçîáðàæåíèå âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ, ÷òî â íåêî-
òîðûõ ñëó÷àÿõ çàòðóäíÿåò ïðîöåññ àíàëèçà. Â îòëè÷èå îò
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Ðèñ. 5. Êîíôîêàëüíûå ôëóîðåñöåíòíûå èçîáðàæåíèÿ êëåòîê äåðìàëüí ûõ ôèáðîáëàñòîâ L929, èíêóáèðîâàííûõ ñ ðàçëè÷íûìè
êîíòåéíåðàìè (êëåòêè îêðàøåíû êðàñèòåëåì Calcein AM, êîíòåéíåðû — êðàñèòåëåì TRITC-BSA), à òàêæå îðòîãîíàëüíûå
ïðîåêöèè z-ñðåçîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ (ðåêîíñòðóêöèÿ òðåõìåðíîãî èçîáðàæåíèÿ), äåìîíñòðèðóþùèå
èíòåðíàëèçàöèþ êîíòåéíåðîâ: ÷àñòèöû CaCO3, çàãðóæåííûå ïðåïàðàòîì Gf (a); CaCO3, çàãðóæåííûå ïðåïàðàòîì Gf, ïîêðûòûå
Hp (b); CaCO3, çàãðóæåííûå ïðåïàðàòîì Gf, ïîêðûòûå ïîëèýëåêòðîëèòíûìè îáîëî÷êàìè (PArg/DS)2 (c); CaCO3, çàãðóæåííûå
ïðåïàðàòîì Gf, ïîêðûòûå (PArg/DS)2/Hp (d).

ÂÏÖ ìåòîä ÊËÑÌ áîëåå òî÷íî îïðåäåëÿåò ïîëîæåíèå
÷àñòèöû âíóòðè êëåòêè áëàãîäàðÿ âîçìîæíîñòè ñêàíèðî-
âàíèÿ îáúåêòà ïî îñè Z.

Â ñâÿçè ñ ýòèì ñ öåëüþ âåðèôèêàöèè äàííûõ, ïî-
ëó÷åííûõ ìåòîäîì ÂÏÖ, íàìè áûëî ïðîâåäåíî êîí-
òðîëüíîå èññëåäîâàíèå çàõâàòà ÷àñòèö êëåòêàìè ôèá-
ðîáëàñòîâ ìåòîäîì ÊËÑÌ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 5. Çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë
íà èçîáðàæåíèÿõ ñîîòâåòñòâóåò ôëóîðåñöåíöèè æèçíå-
ñïîñîáíûõ êëåòîê â äèàïàçîíå 503 � 540 nm ïðè âîç-
áóæäåíèè äëèíîé âîëíû 495 nm, îêðàøåííûõ êðàñèòå-
ëåì Calcein AM, êðàñíûé — ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ
TRITC â äèàïàçîíå 615� 645 nm ïðè âîçáóæäåíèè äëè-
íîé âîëíû 552 nm.

Ïî äàííûì, ïîëó÷åííûì â ðåçóëüòàòå àíàëèçà îðòî-
ãîíàëüíûõ ïðîåêöèé z-ñðåçîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îï-
òè÷åñêèõ ñðåçîâ(ðåêîíñòðóêöèÿ òðåõìåðíîãî èçîáðà-

æåíèÿ) äëÿ êàæäîãî îáðàçöà, áûëî ðàññ÷èòàíî ÷èñëî
÷àñòèö, ñîäåðæàùèõñÿ â êëåòêàõ. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû
íà ðèñ. 6.

Äëÿ êàæäîãî èç îáðàçöîâ áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû
ñëåäóþùèå ïîêàçàòåëè:

n4 — ïîêàçàòåëü ñðåäíåãî ÷èñëà ÷àñòèö, ïðèõîäÿùèõ-
ñÿ íà êëåòêó, ò. å. îòíîøåíèå îáùåãî ÷èñëà çàõâà÷åííûõ
êëåòêàìè ÷àñòèö ê îáùåìó ÷èñëó êëåòîê, çàõâàòèâøèõ
÷àñòèöû;

n5 — îòíîøåíèå ÷èñëà êëåòîê, çàõâàòèâøèõ ÷àñòèöû,
ê ÷èñëó êëåòîê, íå çàõâàòèâøèõ íè îäíîé ÷àñòèöû.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðèâåäåíû â òàáë. 2.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñïóñòÿ 8 h èíêóáàöèè âàòåðèòíûõ

êîíòåéíåðîâ, ñîäåðæàùèõ àíòèìèêîòèê è ôëóîðåñöåíò-
íûé êðàñèòåëü, ñ êëåòêàìè ôèáðîáëàñòîâ L929 íàèáîëü-
øåå ñðåäíåå ÷èñëî ÷àñòèö, ïðèõîäÿùèõñÿ íà êëåòêó,
à òàêæå íàèáîëüøåå îòíîøåíèå êëåòîê, çàõâàòèâøèõ
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Ðèñ. 6. Ôóíêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ âåðîÿòíîñòè çàõâàòà êîíòåéíåðîâ êëåòêàìè ëèíèè L929, èëëþñòðèðóþùèå ÷èñëî êëåòîê,
çàõâàòèâøèõ îò 1 äî 11 ÷àñòèö ÑàÑÎ3, ñîäåðæàùèõ Gf: íåìîäèôèöèðîâàííûõ ïîëèýëåêòðîëèòàìè (a), ïîêðûòûõ Hp (b), ïîêðûòûõ
ïîëèýëåêòðîëèòàìè (PArg/DS)2 (c), ïîêðûòûõ (PArg/DS)2/Hp (d).

÷àñòèöû, ê ïóñòûì ñîîòâåòñòâîâàëî îáðàçöó ñ ïîëèýëåê-
òðîëèòíîé îáîëî÷êîé, íå ïîêðûòîé Hp. Íàíåñåíèå Hp
óõóäøàëî çàõâàò ÷àñòèö êëåòêàìè ôèáðîáëàñòîâ êàê
äëÿ ÷àñòèö, ïîêðûòûõ îáîëî÷êîé, òàê è ÷àñòèö áåç
îáîëî÷êè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè,
ïîëó÷åííûìè ìåòîäîì ÂÏÖ.

Âûâîäû

Â õîäå ñðàâíèòåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ äâóõ ïîäõîäîâ
ê îöåíêå èíòåðíàëèçàöèè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî äàí-
íûå, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì ÊËÑÌ, è äàííûå, ïîëó÷åí-
íûå ìåòîäîì ÂÏÖ, äëÿ èññëåäîâàííîé ëèíèè îáðàçöîâ
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè îòëè÷íóþ êîððåëÿöèþ. Âûÿâëåí-
íûå òåíäåíöèè èìåþò îáùèé õàðàêòåð, ÷òî ãîâîðèò î
âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ÂÏÖ äëÿ áûñòðîãî àíàëèçà
êà÷åñòâà èíòåðíàëèçàöèè îáúåêòîâ. Îöåíêà êîëè÷åñòâà
çàõâà÷åííûõ ÷àñòèö ìåòîäîì öèòîìåòðèè îêàçàëàñü çà-
íèæåííîé, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ õóäøèì êà÷åñòâîì èçîáðà-
æåíèé, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì ÂÏÖ, è, êàê ñëåäñòâèå,
õóäøèì ðàçðåøåíèåì ÷àñòèö âíóòðè êëåòîê ïî ñðàâíå-
íèþ ñ èññëåäîâàíèåì, âûïîëíåííûì íà êîíôîêàëüíîì
ìèêðîñêîïå. Îäíàêî ìåòîä ÂÏÖ ïîçâîëÿåò çà êîðîòêèé
ïðîìåæóòîê âðåìåíè ïîëó÷èòü áîëüøîé ìàññèâ äàííûõ,

íåîáõîäèìûé äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà, à â ñî÷åòà-
íèè ñ ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè äàåò èñ÷åð-
ïûâàþùóþ èíôîðìàöèþ î çàõâàòå íîñèòåëåé êëåòêàìè
ðàçëè÷íûõ ëèíèé.

Ôèíàíñèðîâàíèå ðàáîòû

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî çà ñ÷åò ñðåäñòâ ãðàíòà Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò ¹ 17-73-20172 ).
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