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Получены трехкомпонентные микрогели на основе карбоксиметилцеллю-
лозы и  ионов меди(II) с иммобилизованным ингибитором индуцибельной 
NO-синтазы (N-(5,6-дигидро-4H-1,3-тиазин-2-ил)бензамидом), а также акти-
ватором этого фермента (гидробромидом N-(4-изопропилфенил)-N-(1-
иминоэтил)пиперидин-1-карботиоамида). Исследованы гидродинамические 
и электрокинетические характеристики этих микрогелей, демонстрирующие 
их оптимальный размер и высокую коллоидную устойчивость как в водной, 
так и в физиологической среде. Син те зи ро ванные трехкомпонентные микро-
гели характеризуются повышением цитотоксичности, увеличивая апоптоз 
лейкемических клеток линии Jurkat.
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Механизм образования бинарных микрогелей 
карбоксиметилцеллюлозаионы меди (КМЦ—Cu) 
за счет образования электростатических контак-
тов ионов меди(II) с карбоксильными группами 
полимера был изучен ранее1. Установлен отри-
цательный заряд полученных водорастворимых 
микрогелей. Показано, что размеры и цитоток-
сичность таких наноносителей сильно зависят 
от содержания меди, а в некоторых случаях име-
ется весьма значительное терапевтическое окно 
между воздействием микрогелей на здоровые 
и лей кемические клетки. Полученные результаты 
открывают возможность широкого использова-
ния таких носителей для комплексной доставки 
нескольких лекарственных компонентов, вклю-
чая радионуклиды и антиопухолевые препараты, 
т.е. для создания тройных микрогелей. 

Среди антиопухолевых агентов различного 
строения2,3 следует выделить ингибиторы и акти-
ваторы NO-синтазы (NOS)4, среди которых хо-
рошие показатели имеют N-(5,6-дигидро-4H-
1,3-тиазин-2-ил)бензамид (ингибитор iNOS, L1) 

и гидробромид N-(4-изопропилфенил)-N-(1-им-
и ноэтил)пиперидин-1-карботиоамида (актива-
тор NOS, L2). В качестве модельного лиганда был 
также использован 2-аминопиримидин (АР), 
на основе которого создано большое количество 
антилейкемических препаратов.

Целью настоящей работы является получение 
и исследование коллоидной устойчивости в вод-
ной и физиологической средах, эффективного раз-
мера и цитотоксичности водосовместимых трой-
ных микрогелей КМЦ—Cu—L1 и КМЦ—Cu—L2. 

Обсуждение полученных результатов

В описанные ранее1 двухкомпонентные сис-
темы КМЦ—Cu (I—III), где мольное соотноше-
ние Q1 = [Мономерное звено КМЦ] : [Cu2+] из-
менялось от 7 : 1 до 15 : 1, вводили L1 (табл. 1) так, 
чтобы соотношение КМЦ  :  L1 составило 2  :  1. 
Получили микрогели IV—VI, хорошо раствори-
мые в воде, в отличие от самого лиганда, который 
в водных растворах практически нерастворим. 
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Содержание лиганда в микрогелях IV—VI оп-
ределяли спектрофотометрически. На рисунке 1 
приведены УФ-спектры лиганда L1 и полученных 
образцов IV—VI.

Аналогично синтезировали образцы с лиган-
дом L2: двухкомпонентный КМЦ—L2 и трех-
компонентный КМЦ—Cu—L2 (VII и VIII соот-
ветственно) (табл. 2). Соответствующие УФ-
спектры приведены на рисунке 2.

Гидродинамические и электрокинетические 
ха рактеристики полученных микрогелей пред-
ставлены в таблицах 3 и 4. Значения величин EPM 
(электрофоретической подвижности)  указы ва-
ют на частичную нейтрализацию полисахарида 
за счет образования мостиковых электростати-
ческих контактов между фрагментами макромо-
лекул через ионы меди, что сопровождает обра-
зование микрогелевой структуры.

Из анализа физико-химических характерис-
тик (см. табл. 3) микрогелей, содержащих ли-
ганд L1, следует, что при увеличении количества 
ионов ме ди размеры конъюгатов уменьшаются, 
причем в фи зиологическом растворе этот процесс 
сжатия проявляется сильнее. Ранее, при введении 

Таблица 2. Количественное соотношение реагентов в двух- и трехкомпонентных нано/микрогелях, содержащих L2

Образец [Мономерное звено N/моль [КМЦ] : [Cu] [КМЦ] : [L2]

 КМЦ] : Cu2+ (мол.) Cu2+ L2  

КМЦ–L2 (VII) 2•10–4 0 5•10–5 — 4 : 1
КМЦ–Cu2+ L2 (VIII) 2•10–4 2.00•10–5 5•10–5 10 : 1 4 : 1

Таблица 1. Количественное соотношение реагентов в трех компонентных нано/микрогелях КМЦ—CuII—L1

Образец [Мономерное звено  N/моль

 КМЦ] : Cu2+ (мол.) КМЦ CuII L1 (исходное)

IV 15 : 1 2•10–4 1.33•10–5 10–4

V 10 : 1 2•10–4 2.00•10–5 10–4

VI 7 : 1 2•10–4 2.86•10–5 10–4

в двухкомпонентный микрогель 2-аминопири-
мидина (АР) сжатие происходило от 400 нм для 
чистого КМЦ до 350 нм для трехкомпонентного 
микрогеля. При этом гидродинамический диа-
метр двухкомпонентного микрогеля КМЦ—Cu 
(7 : 1) составлял 380 нм в водном растворе и на-
блюдалась тенденция его уменьшения до 220 нм 
в фи зио логическом растворе и до 195 нм, если 
допол нительно вводили БСА.1 При сравнении 
двух- и трех компонентных композиций VII и VIII, 
содержащих активатор NOS — лиганд L2 (см. 
табл. 4), видно, что устойчивость микрогелей по-
 вышается, вероятно, за счет увеличения числа 
сайтов связывания КМЦ с этим лигандом. Вслед-
ст вие этого наблюдается уменьшение гидродина-
мических размеров по сравнению с микрогеля ми, 
содержащими как АР, так и L1. В физиоло ги чес-
ком растворе размер таких частиц приближается 
к 0-мерным наночастицам, что яв ляется очень важ-
ным параметром для медицинских препаратов5,6.

Для оценки цитотоксического воздействия 
мик рогелей на клетки использовали проточную 
цитофлуориметрию на поздний апоптоз и некроз 
(рис. 3). Ранее7 было показано, что как для двух-, 

Рис. 1. УФ-спектры лиганда L1 (1) и комплексов IV—VI (2—4 
соответственно).
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Рис. 2. УФ-спектры лиганда L2 (1) и комплексов VII и VIII 
(2 и 3 соответственно).
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Экспериментальная часть

Лиганды L1 и L2 получены по методикам, описан-
ным ранее4,8,9.

Микрогели IV—VIII. Тройные микрогели син те зи-
ровали введением соответствующего лиганда в КМЦ—
Cu (КМЦ: М = 90 кДа, степень замещения φ = 0.7) так, 
чтобы мольное соотношение КМЦ : лиганд со ставляло 
2 : 1, как описано в работе1. Синтез двойных микрогелей 
CuII—КМЦ проводили при комнатной температуре: 
к  50 мл 0.1%-ного раствора КМЦ при ин тенсивном 
перемешивании по каплям добавля ли 5 мл раствора, 
содержащего от 3.7 до 7.4 мг CuSO4•5  H2O. Таким 

Таблица 3. Гидродинамические и электрокинетические ха-
рактеристики микрогелей IV—VI в водных и физиологиче-
ских растворах

Образец [КМЦ] : [L1] Dh*/нм EPM**

 (мол.) Водный 0.15 М
   раствор NaCl

IV 2 : 1 370±25 285 –(3.34±0.05)
V 2 : 1 340±25 230 –(3.31±0.02)
VI 2 : 1 230±15 190 –(3.46±0.02)

* Гидродинамический диаметр. ** В мкм•см•с–1•В–1.

Таблица 4. Гидродинамические и электрокинетические па-
ра метры водных растворов микрогелей VII и VIII*

Образец Dh/нм EPM**

 Водный 0.15 М
 раствор NaCl

VII 220 110 –5.99
VIII 250 180 –4.86 

*  Концентрация водных растворов микрогелей во всех 
слу чаях составила 1 мг•мл–1. ** В мкм•см•с–1•В–1.

так и для трехкомпонентных микрогелей, содер-
жа щих АР, характерна тенденция увеличения 
ран него апоптоза, причем тем сильнее, чем боль-
ше было содержание ионов меди в образцах. Сход-
ная картина гибели клеток линии Jurkat наблю-
дается и для образцов, содержащих в микрогелях 
лиганды L1 и L2. С учетом в дальнейшем введе-
ния в микрогели радионуклидов меди была рас-
смотрена радиационная устойчивость лигандов. 
Оказалось, что под действием γ-облучения ус-
тойчивость лигандов в физио логическом раство-
ре сохраняется примерно до дозы 1.5 кГр.

Рис. 3. Анализ гибели клеток клеточной линии Jurkat: отрицательный контроль (a), положительный контроль в присутствии 
сауроспорина (b), в присутствии комплексов VIII (c), VII (d) и IV (e); N — число клеток, If l — интенсивность флуоресценции; 
РЗ — клетки на поздней стадии апоптоза.
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способом варьировали со от но шение Q = [Мо но мерное 
звено КМЦ] : [Cu2+] = 15 : 1 (IV), 10 : 1 (V), 7 : 1 (VI), 
увеличивая содержание Cu2+ в реакционной смеси. 
Полученные растворы пе ре мешивали 20 мин, после 
чего проводили диализ в те чение 1 сут («Sigma», MWCO 
(molecular weight cut-off) ~12000 Да) для вы мы вания 
низкомолекулярных солей. После диализа растворы 
лиофильно вы су шивали. Выход сухого про дукта со-
ставлял ~90 мас.%. 

Гидродинамический радиус/диаметр определяли 
методом динамического светорассеяния на приборе 
«ALV-5» («ALV», Германия) с помощью He—Nе-ла зе-
ра с мощностью 25 мВт и длиной волны 632.8 нм, угол 
рассеяния 90. Математическую обработку прово-
дили методом регуляризации по Тихонову. Гидро дина-
ми ческие радиусы рассчитывали по уравнению 
Стокса: Rh = kT/(6πηD), где Rh — стоксов радиус ча-
стицы, k — константа Больцмана, T — температура 
смеси, η — вязкость среды, D — коэффициент диф-
фузии в данной среде. Измерение повторяли до 10 раз.

Электрокинетические характеристики (EPM) оп ре-
деляли на анализаторе электрофоретического све то-
рассеяния и размеров наночастиц «Brookhaven Instru-
ments» («NanoBrook Omni», США). 

Количественные измерения ионов меди и лигандов 
в  об разцах проводили спектрофотометрически 
(«Shimadzu UV-1280», Япония), используя предвари-
тельно полученные калибровочные кривые.

Проточная цитофлуориметрия. Метод основан на об-
лучении потока клеток лучом лазера и дальнейшей ре-
гистрации флуоресценции и рассеянного света каждой 
клетки. Для окрашивания клеток использовали про-
пидийиодид («Sigma—Aldrich», США) в концент рации 
1 мкг•мл–1, который способен проникать в  клетку 
только через поврежденную мембрану клеток, нахо-
дящихся на поздней стадии апоптоза, или мертвых 
клеток. Для анализа образцов использовали цитоф-
луориметр «FACSAria» («BD Bioscience», CШA) с воз-
буждением флуоресценции аргоновым лазером (λ = 
488 нм). Данные обрабатывали с помощью компью-
терной программы Statistica 5.11.2.
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