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В работе представлены результаты исследования нового нанокомпозитного материала на основе
оксида церия, допированного гадолинием и функционализированного фолиевой кислотой, как
перспективного материала для нового МРТ контрастирующего агента. В рамках данной работы на-
ми проведено комплексное исследование физико-химических характеристик, коллоидной ста-
бильности и МРТ отклика синтезированного нанокомпозита, а также комплексный анализ его ци-
тотоксичности на культуре клеток глиобластомы человека линии U251 in vitro. Показано, что синте-
зированный нанокомпозит вызывает дозозависимый цитотоксический эффект в отношении
клеток глиобластомы человека, вызывая развитие внутриклеточного окислительного стресса и по-
следующей инициации процесса апоптоза. Такой нанокомпозит перспективен для разработки на
его основе нового тераностического агента, обладающего не только МРТ-контрастирующими
свойствами, но и выраженной редокс-активностью, что обеспечивает его цитотоксический эффект
и терапевтическую активность в клетке.
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ВВЕДЕНИЕ

Одним из наиболее перспективных подходов в
разработке новых эффективных агентов для тера-
ностики социально-значимых заболеваний явля-
ется использование наночастиц оксидов метал-
лов, в частности диоксида церия, который имеет
уникальную редокс-активную поверхность и край-
не низкую токсичность, что делает его одним из
наиболее перспективных наноматериалов биоме-
дицинского применения.

Ранее показано, что наночастицы оксида це-
рия (СеО2) обладают энзиматическими свойства-
ми и способны миметировать активность эндоген-
ных ферментов таких как каталаза [1], супероксид-
дисмутаза [2], фосфатаза [3], пероксидаза [4] и т.д.
Каталитическая активность наночастиц оксида
церия сильно зависит от микроокружения и спо-
собна сменяться с антиоксидантной на проокси-
дантную [5], что может быть использовано для со-
здания новых противоопухолевых препаратов, об-
ладающих селективной цитотоксичностью.

Ранее показано, что наночастицы диоксида
церия способны выступать и как радиопротектор
[6], и как радиосенсибилизатор [7], при этом ос-
новными параметрами, определяющими вектор
их действия, является рН клеточного окружения и
мощность использованного ионизирующего излу-
чения [8]. Более того, наночастицы СеО2 способны
проявлять самостоятельную избирательную ток-
сичность в зоне опухоли, что обусловливает их
высокий потенциал в терапии онкологических
заболеваний [9]. Вместе с тем сложность визуали-
зации ультрамалых наночастиц СеО2 ограничива-
ет возможность контроля их локализации в орга-
низме, в связи с чем возникает необходимость их
дополнительной функционализации. Одним из
способов получить наночастицы, способные эф-
фективно выполнять роль нанозима, но и еще
быть диагностическим агентом в магнитно-резо-
нансной томографии, является допирование его
кристаллической решетки ионами гадолиния,
которые обладают парамагнитными свойствами.
При этом допирование кристаллической решет-
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ки церия лантаноидами повышает его кислород-
ную нестехиометрию, что влияет на биологиче-
скую активность через повышение редокс-актив-
ности поверхности наночастиц. Таким образом,
мы получаем редокс-активный тераностический
агент, внутриклеточную локализацию которого
возможно визуализировать с помощью МРТ. Ра-
нее нами показана возможность допирования
кристаллической решетки оксида церия ионами
гадолиния и возможность использования таких
наночастиц для трекинга мезенхимальных ство-
ловых клеток человека [10], а также селективного
накопления в раковых клетках аденокарциномы
человека и их гибели [11].

В рамках данной работы для функционализа-
ции наночастиц оксида церия, допированного га-
долинием (CeGdO2 – х), мы использовали таргет-
ную молекулу (фолиевую кислоту), рецептор ко-
торой экспрессируется на мембране некоторых
видов опухолевых клеток. Такая функционализа-
ция позволяет повысить эффективность доставки
тераностического агента в опухолевые клетки и
его депонирование в опухолевой ткани, что может
обеспечить не только достоверную визуализацию
опухолевых клеток, но и пролонгированный тера-
певтический эффект. Проведенный комплексный
анализ физико-химических характеристик синте-
зированных наночастиц подтвердил их высокую
коллоидную стабильность и монодисперсность, их
МРТ-контрастирующие свойства, а также выра-
женный цитотоксический эффект в отношении
опухолевых клеток глиобластомы человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Синтез нанокомпозита осуществляли полиоль-
ным методом c использованием поливинилпирро-
лидона в качестве стабилизатора, позволяющим
получать частицы ультрамалого размера (до 10 нм).
Размер и форму наночастиц CeGdO2 – х определяли
методом просвечивающей электронной микроско-
пии на электронном микроскопе Leo912 AB Omega,
оснащенном спектрометром потерь энергии
электронов (EELS) при ускоряющем напряжении
100 кВ. Химический состав (энергодисперсионный
рентгеноструктурный анализ) образца был проана-
лизирован на сканирующем электронном микро-
скопе Carl Zeiss NVision 40, оснащенном детекто-
ром Oxford Instruments X-MAX при ускоряющем
напряжении 20 кВ. Гидродинамический диаметр и
дзета-потенциал наночастиц CeGdO2 – х определя-
ли с помощью анализатора BetterSize Zeta 90. Ско-
рость релаксации коллоидного раствора CeGdO2 – х
анализировали с помощью томографа Bruker Clin-
scan 7T. Значения релаксации T1 рассчитывали,
как тангенс угол наклона в зависимостях обрат-
ной Т-релаксации время на концентрацию Gd3+.
Анализ биосовместимости синтезированного ком-

позита анализировали с использование культуры
клеток глиобластомы человека линии U251 ме-
тодом МТТ-теста через 24 и 48 ч соинкубации, ис-
следованием соотношения числа живых и мертвых
клеток через 24 ч соинкубации, а также анализу
числа апоптотических клеток через 24 ч соинку-
бации. МТТ-тест основан на анализe активности
цитоплазматических и митохондриальных дегид-
рогеназ, способных переводить водораствори-
мый тетразоль в нерастворимый формазан. Зна-
чение оптической плотности формазана соответ-
ствует уровню жизнеспособности клеточной
культуры и уровню ее метаболической активно-
сти. Анализ числа мертвых клеток после инкуба-
ции с наночастицами был проведен путем окраски
клеточной культуры смесью флуоресцентных кра-
сителей пропидиум йодид/Syto9 (Термофишер,
США) и последующим фотографированием куль-
туры клеток на инвертированном микроскопе Ак-
сиоВерт 200 (Цейс, Германия). Анализ количества
апоптотических клеток определяли с помощью се-
лективного красителя Yo-PRO1 (Термофишер,
США), который проникает только в клетки, нахо-
дящиеся в стадии апоптоза. Статистическая об-
работка экспериментальных данных проводи-
лась, используя программное обеспечение
GraphPad 8.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТОВ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Был проведен комплексный анализ физико-хи-
мических характеристик синтезированного нано-
композита широким спектром методов. Наноком-
позит CeGdO2 – х был синтезирован полиольным
методом с использованием поливинилпирролидо-
на в качестве стабилизатора, который позволяет по-
лучать наночастицы ультрамалого размера. Анализ
размера наночастиц методом просвечивающей
электронной микроскопии подтвердила высокую
степень монодисперсности и сферическую фор-
му (до 10 нм) (рис. 1а), а электронная дифракция
их ультрамалый размер. Методомами спектро-
скопия характеристических потерь энергии элек-
тронами (рис. 1б) и методом энергодисперсион-
ной рентгеновской спектроскопии (рис. 1в, 1г)
подтверждено, что ионы гадолиния входят в состав
нанокомпозита, что дополнительно подтверждает-
ся парамагнитными свойствами синтезированного
нанокомпозита через анализ скорости релаксации
по Т1 (рис. 1д, 1е). Гидродинамический диаметр на-
нокомпозита при формировании суспензии в ди-
стилированной воде составил 4.2 ± 0.7 нм. Дзета-
потенциал нанокомпозита 0.79 ± 0.12 мВ.

МТТ-тест через 24 ч соинкубации с наноком-
позитом не выявил его выраженного токсическо-
го эффекта (рис. 2а). Анализ жизнеспособности
клеток глиобластомы человека после 48 ч соинкуба-
ции с наночастицами показал выраженный токси-
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ческий эффект, начиная уже с минимальной кон-
центрации в 0.3 мг/мл (рис. 2б). Стоит отметить,
что после 24 ч инкубации клеток с нанокомпози-
том происходит дозо-зависимый рост числа мерт-
вых клеток (рис. 2в), однако достоверное разли-
чие с контрольной группой имеется только для

максимальной концентрации 5 мг/мл. Через 48 ч
соинкубации максимальная концентрация нано-
композита приводит к значительному увеличению
числа мертвых клеток в культуре и достигает значе-
ния 35%, что подтверждает выраженный цитоток-
сический эффект.

Рис. 1. Анализ физико-химических характеристик наночастиц CeGdO2 – х Просвечивающая электронная микроско-
пия (а) и электронная дифракция (а, вставка), спектроскопия характеристических потерь энергии электронами(б),
метод энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии (в, г), скорость МРТ-релаксации (д, е).
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Стоит отметить, что через 48 ч соинкубации
и небольшие концентрации наночастиц (0.6 и
2.5 мг/мл) демонстрируют токсический эффект,
который проявляется в статистически достовер-
ном увеличении числа мертвых клеток. Анализ
молекулярных механизмов гибели клеток после
инкубации с нанокомпозитом был проанализиро-
ван путeм оценки числа апоптотических клеток c
использованием селективного флуоресцентного
красителя Yo-Pro1. Анализ полученных микро-
фотографий после окраски выявил значительный
рост количества апоптотических клеток до 5, 8 и
11% для концентраций 0.6, 2.5 и 5 мг/мл соответ-
ственно.

Анализ микрофотографий, полученных в ре-
жиме фазового контраста (рис. 3а) через 24 ч со-
инкубации позволяет сделать вывод об отсут-
ствии видимых морфологических изменений даже
после инкубации с высокими концентрациями на-
ночастиц (2.5 и 5 мг/мл). Анализ морфологии
клеточных ядер (окраска Хехст 33342) через 48 ч
соинкубации показывает увеличение числа кле-

ток с ядрами, которые характеризуются конден-
сированным хроматином (яркое свечение), что
позволяет говорить о гибели клеток через процесс
апоптоза. При этом большая часть ядер клеток не
изменяет свою морфологию и сохраняет размер и
характерную округлую форму. Анализ клеточной
культуры через 24 и 48 ч после окраски красите-
лем Syto9 показывает снижение общего количества
клеток при максимальной концентрации наноча-
стиц в 5 мг/мл, что говорит о некотором цитостати-
ческом эффекте синтезированных наночастиц,
подтверждаемым данными МТТ-теста.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синтезирован новый нанокомпозит на основе
оксида церия, допированного гадолинием, с до-
полнительной его функционализацией фолиевой
кислотой с целью обеспечения адресной доставки
в клетки, гиперэкпрессирующие на мембране фо-
латные рецепторы. Полученный золь наночастиц
обладает высокой степенью монодисперсности и

Рис. 2. Анализ биосовместимости нанокомпозита в отношении клеток: МТТ-тест (а, б), анализ соотношения жи-
вых/мертвых клеток (в) и анализ количества апоптотических клеток (г).
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коллоидной стабильности, МРТ-контрастирующи-
ми свойствами и проявляет цитотоксический эф-
фект по отношению к клеткам глиобластомы чело-
века линии U251 в концентрациях от 0.3 мг/мл и
выше, через запуск процесса апоптоза и последу-
ющей гибели. Разработанный нанокомпозит мо-
жет лечь в основу при разработке эффективного
тераностического агента для терапии онкологи-
ческих заболеваний в рамках курса лучевой и ад-
ронной терапии.
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Abstract—The paper presents the results of a study of a new folic acid functionalized nanocomposite cerium
oxide based gadolinium-doped material as a promising material as a new MRI contrast agent. As part of this
work, we carried out a comprehensive analysis of their characteristics, colloidal stability, and MRI response,
as well as a comprehensive analysis of its cytotoxicity on a U251 human glioblastoma cell culture in vitro. It
has been shown that the synthesized nanocomposite causes a dose-dependent cytotoxic effect on human glio-
blastoma cells, causing the development of intracellular oxidative stress and subsequent initiation of the apop-
tosis process. Such a nanocomposite is promising for the development of a new theranostic agent based on it,
which has not only MRI-contrasting properties, but also a pronounced redox activity, which ensures its cy-
totoxic effect and therapeutic activity in the cell.

Keywords: nanoparticles, cerium, gadolinium, magnetic resonance imaging, cytotoxicity
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