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Задачи разработки эффективных систем доставки лекарств для преодоления нежелательных побочных эффектов и максимизации терапевтической эффективности химиотерапии опухолей - одни из главных в современной медицине. Для этих целей активно используются различные носители лекарств нанометровых размеров (наноконтейнеры). Однако, для достижения максимальных терапевтических эффектов от использования наноконтейнеров необходимо четко знать процессы их взаимодействия с живыми системами, поскольку нанолекарства становятся полноценными участниками физиологии клетки, ее метаболизма. В данной работе изучена токсичность in vitro наночастиц пористого кремния, в поры которых было загружено химиотерапевтическое лекарство Sunitinib malate (СБ) (СБ-НЧ ПК), при их взаимодействии с клетками колоректального рака HCT116. Проведена диагностика взаимодействия СБ-НЧ ПК с клетками с помощью таких оптических методов, как микро-спектроскопия комбинационного рассеяния света (КРС) и люминесцентная микроскопия. 

Водные суспензии НЧ ПК были получены измельчением пленок пористого кремния в планетарной шаровой мельнице. Методом динамического рассеяния света был измерен диаметр и ζ-потенциал НЧ ПК до и после загрузки СБ, что составило 109 нм и -54 mV для НЧ ПК и 180 нм и -48 mV для СБ-НЧ ПК. Это указывает на незначительное увеличение размеров и поверхностного заряда наночастиц после загрузки лекарством. С помощью метода спектрофотометрии оценена эффективность загрузки СБ в поры наночастиц, которая составила 50% по массе. 
Для изучения цитотоксичности наночастиц, загруженных СБ, были использованы методы Вестерн-блот анализа и проточной цитометрии. Было показано, что наночастицы с лекарством запускают эффективную гибель опухолевых клеток после 24 часов инкубации, начиная с 25 мкМ, в то время как непосредственно СБ приводил к интенсивной гибели клеток уже в концентрации 5 мкМ. Различия в эффективности запуска клеточной гибели могут быть обусловлены медленным высвобождением данного химиопрепарата из наночастиц. Это подтверждается в эксперименте с более длительным временем инкубации – 72 часа: эффективная гибель клеток при добавлении наночастиц с СБ наблюдалась уже с 10 мкМ.
Методом КРС показана интернализация СБ-НЧ ПК при их инкубации 24 часа с клетками (см. рис. 1). Концентрация СБ составляла 10 (M. В спектре КРС наблюдаются пики на характерных частотах кристаллического кремния (518 см-1), СБ (626 и 1576 см-1) и молекул клетки, среди которых сахара глюкоза (1022 см-1), манноза (958 см-1) и трегалоза (912 см-1) и аминокислоты гистидин (1129 и 1271 см-1) и аланин (1305 см-1) [1, 2] (см. рис. 1). Размер нанокристаллов кремния рассчитывался из положения максимума в спектре КРС формуле [3,4]:
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где (( - сдвиг максимума спектра КРС нанокристаллов относительно 520,5 см-1 (максимум сигнала КРС кристаллического кремния). Рассчитанный по положению максимума диаметр D кремниевых нанокристаллов, из которых состоят НЧ ПК (см. формулу (1)), составлял ~ 4.5 нм.
Исследовано взаимодействие наноконтейнеров с клетками методом люминесцентной микроскопии. Показана локализация наноконтейнеров через 24 часа инкубации в цитоплазме клеток. 
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Рис. 1 Спектр КРС СБ-НЧ ПК при их 24 инкубации с клетками HCT116. На вставке к рисунку представлена оптическая микрофотография клетки HCT116 с НЧ ПК; кругом обведена область с НЧ ПК, из которой были получены соответствующие сигналы КРС. Шкала 20 µm.
Таким образом, показано, что наноконтейнеры на основе пористого кремния с загруженным в них химиотерапевтическим лекарством сунитинибом могут быть успешно обнаружены в раковых клетках HCT 116 с помощью физических оптических методов. 
Работа выполнена при поддержке гранта РНФ № 19-72-10131.
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