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Intracellular uptake and mechanisms of toxicity induced by anionic silica nanoparticles (SNPs) were studied on murine macrophages and two epithelial cancer cell lines.  It was found that anionic SNPs were uptaken by macrophages to a higher extent compared to epithelial cells.  This higher uptake correlated with increased cytotoxicity of SNPs.  For SNPs under investigation, surface functionalization played the leading role in uptake and cytotoxicity.

Введение
Последние достижения в области нанотехнологии сделали возможным изготовление наноматериалов с желаемыми характеристиками и их потенциальное применение в медицине.  Использование наноматериалов для доставки лекарств представляется весьма перспективным, поскольку их физико-химических свойства такие как размер, геометрия, пористость, поверхностные свойства, связывание и освобождение лекарственных средств могут контролироваться в процессе изготовления [1-5].  Успешное применение новых материалов требует понимания механизмов их токсичности и взаимодействия с биологическими системами.  Будучи захваченными клетками, наночастицы могут взаимодействовать с клеточными органеллами, белками, нуклеиновыми кислотами; могут быть вовлечены в процессы внутриклеточной сигнализации и пролиферации [6, 7] и потенциально могут вызывать нарушения этих процессов [8-10].  С ростом масштабов изготовления и применения наноматериалов для биомедицинских приложений, растут и опасения о возможных токсичных последствиях использования наноматериалов.
Целью настоящего исследования явилась оценка влияния размера и функционализации поверхности отрицательно заряженных СНЧ на их взаимодействие с культивируемыми клетками.  В работе использовались коммерчески доступные СНЧ различного диаметра и имеющие разные функциональные группы на поверхности.  Внутриклеточный захват, внутриклеточное распределение и возможные механизмы токсичности СНЧ были исследованы на двух типах эпителиальных клеток, опухолевых клетках простаты (DU145) и кишечника (HCT116) человека, и на альвеолярных макрофагах мыши (RAW 264.7).
Экспериментальные методы
Силикатные наночастицы (с немодифицированной поверхностью (OH-), с NH2- СООН- групами на поверхности, и FITC-меченные), диаметром 50, 100, 200 и 500 нм, были получены от MicroMod (Германия). Немедленно после получения, аликвоты СНЧ были стерилизованны гамма-облучением. Размер СНЧ, полидисперсность, и величина поверхностного заряда были определены с помощью трансмиссионной электронной микроскопии (ТЭМ) и динамического светорассеяния (ДСР).  DU145, HCT116 и RAW 264.7 клетки были получены от ATCC (США). Кинетику роста клеток и токсичность СНЧ оценивали колориметрически с помощью WST-8 теста. Изменения клеточной морфологии наблюдали с помощью фазово-контрастного микроскопа Nikon Diaphot 300 (Япония).
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Внутриклеточный захват флюоресцентно-меченных СНЧ оценивали с помощью лазерной сканирующей конфокальной микроскопии (ЛСКМ) и проточной цитофлюориметрии. Для выяснения возможных механизмов цитотоксичности ряд параметров, включая освобождение [image: image3.emf]24 часа
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внутриклеточной лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и транспозицию фосфатидилсерина наблюдали в культуре RAW 264.7 макрофагов.
Результаты и обсуждение
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Изображения, полученные с помощью ТЕМ, подтвердили сферическую природу СНЧ (рис. 1).  Наночастицы одного диаметра выглядели однородно и не имели дефектов на поверхности.  Диаметр, индекс полидисперсности и зета-потенциал СНЧ, измеренные с помощью ДСР, приведены в таблице 1.  Несмотря на наличие разных функциональных групп на поверхности, все исследованные СНЧ имели отрицательный зета-потенциал.

С помощью ЛСКМ (рис. 2)  и цитофлуориметрии было обнаружено, что FITC-меченные СНЧ с немодифицированной поверхностью, независимо от их размера, захватывались RAW 264.7 макрофагами в гораздо большей степени и быстрее, чем эпителиальными клетками.  Зависимость внутриклеточного захвата СНЧ от температуры, присутствие наночастиц в клеточных органнелах меченных с LysoTraker Red, позволяют предположить, что СНЧ проникали в RAW 264.7 клетки путем эндоцитоза, а не фагоцитоза.
Ни один тип испытанных СНЧ не оказывал существенного влияния на жизнеспособность эпителиальных клеток в концентрациях до 500 мкг/мл.  В тоже время, все СНЧ были токсичны по отношению к RAW 264.7 макрофагам (значения IC50 от 15 до 630 мкг/мл).  Частицы с карбоксильными группами на поверхности и частицы с немодифицированной (ОН-) поверхностью диаметром 50 нм были более токсичны, чем частицы большего диаметра, но с таким же типом поверхности.  Токсичность амино-терминированных частиц возрастала с увеличением диаметра частиц.  Карбоксил-терминированные частицы были значительно менее токсичны, чем амино-терминированные частицы или частицы с немодифицированной (ОН-) поверхностью.

Клетки, инкубированные с СНЧ с немодифицированной (ОН-) поверхностью, имели повреждения плазматической мембраны (рис. 3).  Подавляющее большинство клеток в культуре имели PI-позитивную окраску, что свидетельствует о преимущественно некротическом типе клеточной смерти.  СНЧ с карбоксильными и аминными группировками на поверхности не вызывали нарушений целостности плазматической мембраны.  Инкубация макрофагов с карбоксил- или амино-терминированными СНЧ приводила к появлению в культуре как Аннексин V- так и PI-позитивно окрашенных клеток.  Более продолжительное время требовалось для индукции клеточной гибели СНЧ с функционализированной поверхностью, чем с СНЧ с немодифицированной поверхностью.
Заключение 

Токсические свойства исследованных отрицательно заряженных силикатных наночастиц зависят от размера частиц, наличия поверхностных функциональных групп и типа клеток.  СНЧ обладают более высокой токсичностью по отношению к макрофагам, но не к эпителиальным клеткам, скорее всего за счет разницы в механизмах взаимодействия с клетками и внутриклеточного захвата, связанных с биологическими особенностями каждого типа клеток. Поверхностные свойства СНЧ играют важную роль во взаимодействии наночастиц с макрофагами и определяют внутриклеточное распределение наночастиц, степень токсичности и механизм смерти клеток.
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Рис. 1.  ТЭМ изображения немодифицированных СНЧ. 


A) 50 nm; B) 100 nm;


C) 200 nm; D) 500 nm.





Увеличение x59,000.





Таблица 1.  Характеристика СНЧ с помощью ДСР.
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Рис. 2. Внутриклеточный захват 200 nm СНЧ (зелёный).  Концентрация СНЧ 50 мкг/мл. Ядра клеток (розовый) окрашены с DRAQ5.  Размер шкалы 20 мкм.





Рис. 3. Оценка целостности плазматической мембраны RAW 264.7 клеток по освобождению ЛДГ. Клетки инкубировали 24 ч в присутствии 


2 x IC50 концентраций СНЧ.
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В качестве максимального (положительный контроль) принят уровень ЛДГ освобождаемый при инкубации клеток в лизирующем буфере. Представлены средние значения (±S.D) измерений в трех независимых экспериментах.
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