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Разработка и оптимизация систем адресной доставки лекарственных веществ является активно развиваю-

щимся направлением фармацевтики. К важным свойствам, предъявляемым к разрабатываемым контейнерам-

носителям, относится не только возможность доставки, высвобождения и локализации иммобилизованного

терапевтического агента в зоне патологического изменения, но и безопасность применения для организма.

Интернализация является одним из косвенных доказательств биосовместимости носителей, содержащих

терапевтический агент, поскольку отражает результат их взаимодействия с клеткой. Сохранение жизнеспо-

собности клетки после проникновения носителя внутрь свидетельствует о его безопасности. Таким образом,

оценка эффективности захвата носителей различными клеточными линиями позволяет получить информацию

об их биосовместимости. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия рутинно применяется для

решения данной задачи. Однако такой метод обладает рядом недостатков, в числе которых высокая трудо-

и времязатратность, не позволяющая получить большой массив данных в короткие сроки. Классические

системы проточной цитофлуориметрии также широко применяются для оценки цитотоксичности и позво-

ляют проанализировать до нескольких тысяч объектов в секунду. Однако подобные системы, в отличие

от конфокальных лазерных сканирующих микроскопов, не позволяют получать изображения объектов и,

как следствие, верифицировать полученные данные. Новое поколение проточных цитометров объединило

в себе сильные стороны вышеупомянутых методов. Так, существующие на сегодняшний день системы

проточной цитометрии с возможностью визуализации позволяют анализировать порядка 5000 объектов в

секунду, предоставляя при этом их флуоресцентные и светлопольные изображения. Однако стоит отметить,

что применение гидродинамической фокусировки объектов в фокальной области объектива, используемого

для визуализации, не исключает возможности их флуктуаций в потоке и, как следствие, не позволяет

сделать однозначный вывод о локализации носителей в пределах клетки. Кроме того, анализ интернализации

носителей, обеспечивающих пролонгированную доставку лекарственного средства, при использовании

данного метода затруднен по причине накопления высвобождаемого из носителя флуоресцентно меченного

препарата в эндосомах клетки. Для решения данной проблемы нами была проведена оптимизация протокола

оценки частиц методом визуализирующей проточной цитофлуориметрии. Изучался захват субмикронных

частиц ватерита клетками дермальных фибробластов мыши. Сравнительное исследование захвата частиц

клетками с помощью методов конфокальной лазерной сканирующей микроскопии и визуализирующей

проточной цитофлуориметрии продемонстрировало отличную корреляцию полученных данных. Высокая

пропускная способность метода проточной цитометрии в сочетании с оптимизированным алгоритмом

анализа по определению локализации частиц в клетке позволяет осуществлять быструю оценку качества

интернализации исследуемого образца.
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Введение

Одним из активно развивающихся направлений со-

временной фармацевтики является разработка новых

методов доставки лекарственных средств (ЛС). Иссле-

дование безопасности и биосовместимости подобных

систем является неотъемлемым этапом их разработки.

На сегодняшний день существует множество методов,

позволяющих прямо (путем селективного окрашивания

живых [1] либо мертвых [2,3] клеток) или косвен-
но (путем определения их метаболической активно-
сти [4,5]) оценивать цитотоксичность носителей ЛС.
В результате взаимодействия клетки и носителя воз-
можна либо его адсорбция на поверхность клеточ-
ной мембраны, либо проникновение (интернализация)
внутрь клетки. Сохранение жизнеспособности клетки
после интернализации носителя свидетельствует о его
безопасности.
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Также немаловажную роль при выборе контейне-

ра для ЛС играют такие параметры, как простота и

масштабируемость методики его изготовления, низкая

себестоимость конечного продукта. Перспективными с

точки зрения совокупности данных свойств являются

частицы ватерита, представляющие собой одну из поли-

морфных модификаций карбоната кальция [6]. Пористая

структура таких носителей позволяет иммобилизовать

внутрь частицы широкий спектр биологически активных

веществ, таких как белки [7–10], ферменты [11–13],
нуклеиновые кислоты [14,15], квантовые точки [16,17],
наночастицы металлов [18–22], пептиды [23,24], а также

различные лекарственные препараты [25–31]. Процесс

растворения частицы ватерита и ее перекристаллизации

в кальцит сопровождается высвобождением загруженно-

го вещества. Скорость протекания данного процесса на-

прямую зависит от свойств среды [25,28,30,32]. При этом

нанесение на поверхность частицы слоя полимера позво-

ляет замедлить высвобождение лекарственного средства

ввиду снижения скорости перекристаллизации [11,20].
Было показано, что частицы карбоната кальция легко

могут быть захвачены клетками, не оказывая при этом

выраженного токсического эффекта [28,33,34], и, как

следствие, могут быть использованы для внутриклеточ-

ной доставки ЛС.

Основным методом, применяемым для оценки интер-

нализации, является конфокальная лазерная сканирую-

щая микроскопия (КЛСМ) [35,36]. Данный метод поз-

воляет точно определять локализацию носителя внут-

ри клетки благодаря возможности ее сканирования по

осям X,Y и Z [36–38]. Однако процесс 3D-сканирования

клетки трудоемок и не лучшим образом подходит для

набора статистики.

Метод проточной цитофлуориметрии, в свою очередь,

позволяет получить гораздо больший объем данных

за достаточно короткий промежуток времени. Класси-

ческие системы проточной цитофлуориметрии широко

применяются для оценки цитотоксичности [39,40]. Вы-
сокая пропускная способность данного метода позволяет

анализировать до нескольких тысяч объектов в секунду.

Однако в отличие от КЛСМ данный подход не позволяет

получать изображения исследуемых объектов и, как

следствие, верифицировать полученные данные.

Новое поколение проточных цитометров с возможно-

стью визуализации объединяет в себе главные преиму-

щества вышеупомянутых методов. Современные проточ-

ные цитофлуориметры способны получать и анализи-

ровать светлопольные и флуоресцентные изображения

5000 объектов в секунду. Это достигается благодаря

применению гидродинамической фокусировки объектов

в фокальной области объектива, применяемого для их

визуализации. Подобный функционал обеспечивает при-

менение таких цитофлуориметров для решения целого

ряда задач, в том числе и для оценки интернализа-

ции [41]. Однако применение гидродинамической фоку-

сировки не исключает возможности колебания объектов

в потоке, что в свою очередь не позволяет сделать

однозначный вывод о локализации носителей в пределах

клетки.

Помимо этого, данный метод не лучшим образом

подходит для анализа интернализации носителей, обес-

печивающих пролонгированный эффект. В этом случае

возможно преждевременное высвобождение красителя,

моделирующего ЛС, в объем эндосомы.

В настоящей работе проведено сравнительное ис-

следование двух подходов, применяемых для оценки

интернализации. Методами КЛСМ и визуализирующей

проточной цитометрии (ВПЦ) произведен анализ ин-

тернализации фибробластами мыши ряда носителей,

выполненных на основе частиц ватерита, нагруженных

противогрибковым препаратом, с различной структурой

оболочки. На основании полученных данных был сделан

вывод об эффективности использования вышеупомяну-

тых подходов для изучения интернализации субмикрон-

ных ватеритных носителей.

Материалы и методы

Синтез контейнеров, содержащих антимикотик

Формирование субмикронных частиц ватерита, содер-

жащих антимикотик, осуществлялось путем совмест-

ного осаждения противогрибкового препарата
”
Гри-

зеофульвин“ (Sigma−Aldrich, США) в процессе их

формирования в среде этиленгликоля (Sigma−Aldrich,

США) [28,29]. Для этого был приготовлен раствор гри-

зеофульвина в этиленгликоле концентрацией 2mg/mL.

С целью повышения эффективности растворения ан-

тимикотика полученную смесь подвергали обработке

в ультразвуковой ванне (Сапфир, Россия) с частотой

35 kHz и плотностью мощности 0.64W/cm2 в тече-

ние 1 h при 50◦C. Одинаковые объемы 1M водных

растворов дигидрата хлорида кальция и карбоната на-

трия (Sigma−Aldrich, США) смешивали с полученным

раствором антимикотика в соотношении 1 : 5, а затем

между собой. Процесс смешивания растворов прово-

дили на магнитной мешалке со скоростью 700 rpm в

течение 2.5 h при температуре 25−30◦C. Осаждение

микрочастиц было проведено при скорости 5000 rpm в

течение 10min. Была проведена трехкратная промывка

контейнеров водой и однократная 95% этиловым спир-

том с целью их отмывки от этиленгликоля и излишка

солей. Затем образец высушивали при температуре 60◦C

в течение 1 h.

Оценка эффективности загрузки антимикотика
в контейнеры

Количественная оценка эффективности загрузки ан-

тимикотика в носители осуществлялась путем изме-

рения спектров флуоресценции растворов на приборе

Synergy H1 (BioTek, США). Регистрация спектров флуо-

ресценции осуществлялась в диапазоне 319−500 nm при

возбуждении излучением с длиной волны 292 nm.
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(CaCO + Gf)/(PArg/DS) /Hp3 2(CaCO + Gf )/(PArg/DS)3 2CaCO + Gf/Hp3CaCO + Gf3

Рис. 1. СЭМ-изображения ватеритных контейнеров (CaCO3), содержащих антимикотик
”
Гризеофульвин“ Gf: без оболочки (a),

покрытых слоем гепарина Hp (b), двумя бислоями полиэлектролитов PArg/DS (c), а также двумя бислоями полиэлектролитов и

гепарином (d).

Для построения калибровочной кривой были полу-

чены спектры флуоресценции различных концентраций

препарата
”
Гризеофульвин“ в этаноле и этиленгликоле.

Для оценки эффективности загрузки частиц ватерита

с гризеофульвином были измерены надосадочные жид-

кости, отобранные после синтеза и промывки частиц.

Полученные значения флуоресценции для каждого су-

пернатанта были соотнесены с калибровочными кривы-

ми, что позволило рассчитать концентрацию препарата,

оставшегося в растворе. Масса препарата, иммобили-

зованного в ватеритную матрицу, была рассчитана по

методике, описанной нами ранее [30].
По результатам исследований эффективность загрузки

гризеофульвина в пористые частицы карбоната кальция

методом соосаждения составила 20%.

Адсорбция флуоресцентного красителя
на поверхность контейнеров, содержащих
антимикотик

С целью дальнейшей визуализации полученных кон-

тейнеров оптическими методами была осуществлена их

модификация модельным флуоресцентным красителем.

Для этого на поверхность синтезированных частиц

карбоната кальция, содержащих гризеофульвин, был

адсорбирован слой бычьего сывороточного альбумина,

конъюгированного с флуоресцентным красителем тетра-

сульфородамином (TRITC-BSA). Для этого высушенные

контейнеры помещались в водный раствор TRITC-BSA

концентрацией 2.5mg/mL на 30min при непрерывном

перемешивании. После завершения процесса адсорбции

осадок промывался водой и далее использовался для

нанесения полиэлектролитных слоев.

Модификация поверхности полученных
контейнеров

Поверхность частиц ватерита (CaCO3), содержащих

антимикотик
”
Гризеофульвин“ (Gf) и меченых TRITC-

BSA, была модифицирована биосовместимыми биодегра-

дируемыми полиэлектролитами полиаргинином (PArg)

и сульфатомдекстрана (DS) (Sigma−Aldrich, США), а

также антикоагулянтом — гепарином (Hp) для форми-

рования мультислойных оболочек с различным числом

слоев (от одного до пяти). Формирование оболочек было

проведено методом послойной адсорбции на поверх-

ность ватеритных контейнеров [42]. В результате были

получены следующие образцы: контейнеры с оболочкой

антикоагулянта: (СаСО3 +Gf)/Hp; контейнеры с двумя

бислоями полиэлектролитов (СаСО3 +Gf)/(PArg/DS)2;
контейнеры с двумя бислоями полиэлектролитов и сло-

ем антикоагулянта (СаСО3 +Gf)/(PArg/DS)2/Hp.
Морфология полученных образцов была исследова-

на методом сканирующей электронной микроскопии

(СЭМ) MIRA II LMU (Tescan, Чехия) при рабочем

напряжении 30 kV. Результаты представлены на pис. 1.

Оптимизация протокола инкубации полученных
контейнеров с клетками фибробластов

Влияние полиэлектролитной оболочки на эффектив-

ность интернализации полученных контейнеров было

исследовано на культуре клеток фибробластов мыши

(L929). С целью определения длительности инкубации

частиц с клетками фибробластов, при которой обеспечи-

вается наиболее эффективный захват частиц клетками,

была проведена серия экспериментов.

Клеточную линию L929 выращивали на питательной

среде DMEM/F12 с L-глутамином (БиолоТ, Россия) и до-

бавлением 10% эмбриональной бычьей сыворотки FBS

(ThermoFisher, США), а также 1% смеси антибиотиков

пенициллина и стрептомицина (ThermoFisher, США) в

инкубаторе с увлажненной средой при 37◦C и 5% содер-

жании CO2 в газовой среде. Питательную среду заменя-

ли каждые три дня. После образования монослоя клетки

снимали с культурального флакона раствором трипсина

и ЭДТА (0.25% трипсина и 0.02% ЭДТА) (ThermoFisher,

США) и подсчитывали с помощью автоматического

счетчика клеток Countess (Invitrogen, США).
Суспензию клеток в количестве 5 · 105 помещали в

чашку Петри диаметром 35mm и культивировали в

течение ночи, чтобы обеспечить прикрепление клеток

Оптика и спектроскопия, 2020, том 128, вып. 6
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Рис. 2. Изображения, полученные методом КЛСМ, клеток фибробластов мыши L929, окрашенных красителем Calcein AM:

до (a, e) инкубации, через 4 h (b, f ), через 8 h (c, g), через 15 h после инкубации с частицами ватерита, окрашенными

флуоресцентным красителем TRITC-BSA (d, h). Изображения верхнего ряда представляют собой наложения зеленого и красного

флуоресцентных каналов. Изображения нижнего ряда представляют флуоресценцию в красном канале.

к культуральному пластику. После этого к клеткам

добавляли частицы ватерита, содержащие антимикотик
и флуоресцентный краситель, в количестве 10 частиц
на клетку и инкубировали в течение 4, 8 и 15 h. Затем

клетки трижды промывали натрий-фосфатным буфером
(PBS) от незахваченных клетками частиц карбоната

кальция и окрашивали с помощью флуоресцентного
красителя Calcein AM (ThermoFisher, США). Для это-

го 1µL раствора красителя в концентрации 1mg/mL
добавляли к 1000µL среды для получения итоговой

концентрация красителя 0.001mg/mL. Далее клетки ви-
зуализировали методом КЛСМ с помощью микроскопа

Leica TCS SP8 (LeicaMicrosystems, Великобритания).

Оценка интернализации контейнеров
с антимикотиком клетками фибробластов

Эффективность захвата частиц ватерита с различной

структурой оболочки, нагруженных антимикотиком и
флуоресцентным красителем, изучалась на культуре кле-
ток L929. Культивирование клеток с контейнерами в

концентрации 5 и 10 частиц на клетку производилось в
течение 8 h. Для визуализации жизнеспособных клеток

и оценки эффективности захвата контейнеров были
использованы проточный цитофлуориметр с режимом

визуализации AmnisImageStream X Mk II (Luminex,
США) и КЛСМ Leica TCSSP8.

При подготовке клеток к исследованию методом ци-
тометрии культуральный флакон был трижды промыт

от незахваченных частиц натрий-фосфатным буфером
без добавления ионов Ca2+ и Mg2+ (БиолоТ, Россия),
затем клетки были переведены в суспензию с использо-

ванием раствора трипсина с добавлением ЭДТА. Далее

клетки были окрашены флуоресцентным красителем

Calcein AM. Анализ полученных данных был проведен

с использованием программного обеспечения IDEAS 6.2

(Luminex, США). Для оценки количества захваченных

клеткой контейнеров был использован инструмент про-

граммного обеспечения
”
Internalization“, предназначен-

ный для выявления флуоресцентномеченных объектов

внутри клетки.

При подготовке образцов к исследованию методом

КЛСМ была также проведена трехкратная промывка

прикрепленных к флакону клеток с последующим их

окрашиванием флуоресцентным красителем Calcein AM.

Результаты и обсуждение

В ходе исследования были получены частицы ватерита

размером 0.8± 0.3µm, содержащие антимикотик Gf и

флуоресцентный краситель TRITC-BSA. Для стабили-

зации поверхности контейнеров, контроля процесса их

деградации, пролонгации высвобождения иммобилизо-

ванного препарата, а также с целью изучения влияния

оболочки носителей на эффективность их интернали-

зации клетками линии фибробластов мыши L929 на

поверхности частиц методом послойной адсорбции была

сформирована оболочка из полиэлектролитов и антико-

агулянта. СЭМ-изображения сформированных контейне-

ров представлены на pиc. 1. Отсутствие видимых разли-

чий в морфологии контейнеров с различной структурой

оболочки связано с ее малой толщиной [43].
Для установления оптимальной продолжительности

инкубации частиц с клетками фибробластов, обеспе-

чивающей наиболее эффективный захват частиц, была
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Рис. 3. Светлопольное (Ch01) и флуоресцентное (Ch03) изображения клеток: захватившей частицы ватерита (a), обладающей
неоднородностью цитоплазмы в сравнении с захватившей частицу ватерита (b), содержащей внутри большую частицу кальцита (c).

Таблица 1. Показатели n1, n2 и n3, характеризующие захват клетками фибробластов ватеритных контейнеров, содержащих

антимикотик
”
Гризеофульвин“ и модифицированных различными типами оболочек: n1 – показатель среднего числа частиц,

приходящихся на клетку (т. е. отношение количества захваченных частиц к числу клеток, захвативших частицы), рассчитанный
для группы клеток, захвативших от 0 до 3 частиц; n2 — отношение числа клеток, захвативших частицы, к числу клеток, не

захвативших ни одной частицы; n3 — отношение числа клеток, захвативших более трех частиц, к числу клеток, захвативших от 0

до 3 частиц

n

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

5 частиц 10 частиц 5 частиц 10 частиц 10 частиц 5 частиц 10 частиц

на клетку на клетку на клетку на клетку на клетку на клетку на клетку

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

проведена серия экспериментов. На pис. 2 приведены

данные КЛСМ по динамике захвата частиц клетками
фибробластов. Зеленый флуоресцентный сигнал в диа-

пазоне 503−540 nm при возбуждении с длиной вол-

ны 495 nm на изображениях соответствует флуоресцен-

ции жизнеспособных клеток, окрашенных красителем

Calcein AM, красный — флуоресценции маркера TRITC-

BSA в диапазоне 615−645 nm при возбуждении с длиной
волны 552 nm. Фоновое красное свечение (pис. 2, e)
обусловлено

”
хвостом“ эмиссии витального клеточного

красителя Calcein AM, перекрывающимся со спектром

эмиссии красителя TRITC. Такое перекрытие не позво-

лило нам избавиться от фоновой флуоресценции кле-

ток, прокрашенных Calcein AM, в диапазоне детекции
красителя TRITC (615−645 nm). Однако стоит отметить,

что это не помешало достоверно идентифицировать кон-

тейнеры, меченые TRITC-BSA, поскольку они обладали

значительно большей интенсивностью флуоресценции

по сравнению с фоновой флуоресценцией клеток.
Было установлено, что в течение 4 h инкубации частиц

с клетками происходит налипание частиц на мембрану

без их проникновения внутрь клетки (pис. 2, b). Та-

ким образом, такая длительность инкубации оказалась

недостаточной для прохождения частиц внутрь клетки.

15-часовая инкубация клеток с частицами была признана
избыточной (pис. 2, d, g), поскольку за это время частицы

не только были захвачены клетками, но также частично

деградировали и высвободили иммобилизованное веще-

ство в пространство клетки. Об этом говорит увеличе-

ние равномерно излучаемого клетками флуоресцентно-

го сигнала в диапазоне, соответствующем TRITC-BSA
(pис. 2, d, g). Высвобождение флуоресцентного красите-

ля затрудняло процесс оценки интернализации.

Оптимальный результат был получен при 8-часовой

совместной инкубации частиц и клетками (pис. 2, c).
В связи с этим все последующие эксперименты по

оценке интернализации методами ВПЦ и КЛСМ были
выполнены при инкубации в течение 8 h.

В ходе исследования методом ВПЦ были получены

светлопольные изображения исследуемых клеток (ка-
нал № 1), а также флуоресцентные изображения ча-

стиц ватерита (канал № 3, спектральная ширина ка-
нала 560−595 nm), окрашенных TRITC-BSA (возбужде-
ние/эмиссия — 557/576 nm), pис. 3, a. Для проведения

измерений использовался лазер с длиной волны 488 nm

при максимальной мощности 200mW.
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Рис. 4. Процент клеток, захвативших 0, 1, 2, 3 и более 3 контейнеров после 8 h совместного инкубирования с частицами ватерита

(CaCO3), содержащих антимикотик
”
Гризеофульвин“ Gf: без оболочки (a), покрытых слоем гепарина Hp (b), двумя бислоями

полиэлектролитов PArg/DS (c), а также двумя бислоями полиэлектролитов и гепарином (d). Общая сравнительная гистограмма (e).
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Таблица 2. Показатели n4 и n5, характеризующие захват клетками фибробластов ватеритных контейнеров, содержащих

антимикотик
”
Гризеофульвин“ и модифицированных различными типами оболочек: n4 — показатель среднего числа частиц,

приходящихся на клетку, т. е. отношение общего числа захваченных клетками частиц к общему числу клеток, захвативших частицы;

n5 — отношение числа клеток, захвативших частицы, к числу клеток, не захвативших ни одной частицы

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

10 частиц на клетку 10 частиц на клетку 10 частиц на клетку 10 частиц на клетку

n4 3.66 3.24 3.93 3.52

n5 9.69 7.75 14.67 9.77

В результате анализа светлопольных и флуоресцент-

ных изображений клеток контрольного образца (без до-

бавления частиц) было установлено, что клетки линии

L929 обладают неоднородностью и полидисперсностью

цитоплазмы (pис. 3, b), что ограничивало возможность

использования светлопольных изображений для оценки

интернализации. Во избежание получения ложных ре-

зультатов анализ захвата контейнеров был проведен с

использованием исключительно флуоресцентных изоб-

ражений клеток. Для удобства оценки интернализации

было выделено пять групп: (1) клетки, не захватившие

ни одной частицы, (2) клетки, захватившие одну части-

цу, (3) клетки, захватившие две частицы, (4) клетки,

захватившие три частицы и (5) клетки, захватившие

более трех частиц.

Для каждого из образцов были проанализированы

следующие показатели:

n1 — показатель среднего числа частиц, приходя-

щихся на клетку (т. е. отношение количества захва-

ченных частиц к числу клеток, захвативших частицы),
рассчитанный для группы клеток, захвативших от 0

до 3 частиц;

n2 — отношение числа клеток, захвативших частицы,

к числу клеток, не захвативших ни одной частицы;

n3 — отношение числа клеток, захвативших более

трех частиц, к числу клеток, захвативших от 0 до 3 ча-

стиц.

Полученные данные приведены на pиc. 4 и в табл. 1.

В ходе анализа полученных данных было выявлено, что

частицы ватерита, содержащие антимикотик и флуорес-

центный краситель, покрытые полимерной оболочкой

без дополнительного покрытия Hp, лучше всего захваты-

вались клетками: отношение числа клеток, захвативших

частицы, к
”
пустым“ клеткам составило 6.06 ± 2.37, в

то время как для остальных образцов этот показатель в

основном колебался в районе единицы. Также для этого

образца зафиксировано максимальное среднее число ча-

стиц, приходящихся на клетку — 1.31± 0.23, в то время

как для остальных образцов он колебался около 0.8

и за редким исключением не превышал единицы. По-

следующее нанесение гепарина привело к уменьшению

данного отношения почти в 2 раза, а также к снижению

показателя числа клеток, захвативших более 3 частиц:

0.14 и 0.47 для 5 и 10 капсул на клетку соответственно

против 0.93± 0.09 для покрытых полимером частиц

без гепарина. Таким образом, наличие Hp негативно

повлияло на захват частиц клетками. Также было выяв-

лено, что с увеличением числа частиц, приходящихся на

клетку, число клеток, не захвативших частицы карбоната

кальция, уменьшалось, а количество клеток, захватив-

ших более 3 частиц, увеличивалось в 1.5−3.5 раза в

зависимости от образца (рис. 4, e).
Необходимо также отметить, что при инкубации

контейнеров, не покрытых полимерной оболочкой, на-

блюдалось большее количество клеток, не захвативших

ни одной частицы — 45−60% от общего числа клеток, в

сравнении с образцами, покрытыми полимерной оболоч-

кой — от 15 до 35%. Кроме того, клетки, захватившие

одну частицу, чаще встречались в результате инкубации

с контейнерами без оболочки (рис. 4, e). Это может быть

обусловлено тем, что контейнеры, не покрытые поли-

мерной оболочкой, после попадания внутрь клетки быст-

ро высвобождают краситель под действием ферментов.

Вследствие этого несколько таких частиц в клетке могут

быть приняты за одну ввиду невозможности их отдель-

ного распознавания в полностью окрашенной эндосоме.

Также возможно, что частицы, захваченные одной клет-

кой, с течением времени собираются в одной эндосоме,

что увеличивает вероятность их агрегации и перекри-

сталлизации. На это указывает наличие частиц кубиче-

ской формы (рис. 3, c). В процессе анализа клетки с по-

добными объектами внутри рассматривались как клетки,

захватившие 1 частицу, поскольку достоверно устано-

вить, является данный объект результатом перекри-

сталлизации одной или нескольких частиц, невозможно.

Нанесение оболочки препятствовало процессу агрегации

и перекристаллизации ватеритных контейнеров.

Применение разработанного алгоритма для определе-

ния локализации частиц в клетке (в случае достоверно-

сти данных) позволяет осуществлять быструю оценку

качества эндоцитоза исследуемого образца. Однако ис-

пользуемый алгоритм делает вывод об интернализации

объектов, основываясь на фокусе полученных изображе-

ний, а применяемая в данном устройстве гидродинами-

ческая фокусировка объектов не исключает возможно-

сти их флуктуации в потоке, что значительно снижает

прецизионность данного метода. Также короткое время

экспозиции объекта в поле зрения камеры не позволяет

получить изображение высокого разрешения, что в неко-

торых случаях затрудняет процесс анализа. В отличие от
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Рис. 5. Конфокальные флуоресцентные изображения клеток дермальных фибробластов L929, инкубированных с различными

контейнерами (клетки окрашены красителем Calcein AM, контейнеры — красителем TRITC-BSA), а также ортогональные

проекции z-срезов последовательностей оптических срезов (реконструкция трехмерного изображения), демонстрирующие

интернализацию контейнеров: частицы CaCO3, загруженные препаратом Gf (a); CaCO3, загруженные препаратом Gf, покрытые

Hp (b); CaCO3, загруженные препаратом Gf, покрытые полиэлектролитными оболочками (PArg/DS)2 (c); CaCO3, загруженные

препаратом Gf, покрытые (PArg/DS)2/Hp (d).

ВПЦ метод КЛСМ более точно определяет положение
частицы внутри клетки благодаря возможности сканиро-
вания объекта по оси Z.
В связи с этим с целью верификации данных, по-

лученных методом ВПЦ, нами было проведено кон-

трольное исследование захвата частиц клетками фиб-
робластов методом КЛСМ. Полученные данные пред-
ставлены на рис. 5. Зеленый флуоресцентный сигнал
на изображениях соответствует флуоресценции жизне-
способных клеток в диапазоне 503−540 nm при воз-
буждении длиной волны 495 nm, окрашенных красите-
лем Calcein AM, красный — флуоресценции красителя
TRITC в диапазоне 615−645 nm при возбуждении дли-
ной волны 552 nm.
По данным, полученным в результате анализа орто-

гональных проекций z-срезов последовательностей оп-
тических срезов (реконструкция трехмерного изобра-

жения) для каждого образца, было рассчитано число
частиц, содержащихся в клетках. Данные представлены
на рис. 6.
Для каждого из образцов были проанализированы

следующие показатели:

n4 — показатель среднего числа частиц, приходящих-
ся на клетку, т. е. отношение общего числа захваченных
клетками частиц к общему числу клеток, захвативших
частицы;

n5 — отношение числа клеток, захвативших частицы,
к числу клеток, не захвативших ни одной частицы.
Полученные данные приведены в табл. 2.
Установлено, что спустя 8 h инкубации ватеритных

контейнеров, содержащих антимикотик и флуоресцент-
ный краситель, с клетками фибробластов L929 наиболь-
шее среднее число частиц, приходящихся на клетку,
а также наибольшее отношение клеток, захвативших
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Рис. 6. Функции распределения вероятности захвата контейнеров клетками линии L929, иллюстрирующие число клеток,

захвативших от 1 до 11 частиц СаСО3, содержащих Gf: немодифицированных полиэлектролитами (a), покрытых Hp (b), покрытых
полиэлектролитами (PArg/DS)2 (c), покрытых (PArg/DS)2/Hp (d).

частицы, к пустым соответствовало образцу с полиэлек-

тролитной оболочкой, не покрытой Hp. Нанесение Hp

ухудшало захват частиц клетками фибробластов как

для частиц, покрытых оболочкой, так и частиц без

оболочки. Полученные данные согласуются с данными,

полученными методом ВПЦ.

Выводы

В ходе сравнительного исследования двух подходов

к оценке интернализации было установлено, что дан-

ные, полученные методом КЛСМ, и данные, получен-

ные методом ВПЦ, для исследованной линии образцов

продемонстрировали отличную корреляцию. Выявлен-

ные тенденции имеют общий характер, что говорит о

возможности применения ВПЦ для быстрого анализа

качества интернализации объектов. Оценка количества

захваченных частиц методом цитометрии оказалась за-

ниженной, что объясняется худшим качеством изобра-

жений, полученных методом ВПЦ, и, как следствие,

худшим разрешением частиц внутри клеток по сравне-

нию с исследованием, выполненным на конфокальном

микроскопе. Однако метод ВПЦ позволяет за короткий

промежуток времени получить большой массив данных,

необходимый для статистического анализа, а в сочета-

нии с методом конфокальной микроскопии дает исчер-

пывающую информацию о захвате носителей клетками

различных линий.
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