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Резюме
Химическая структура букиболов на основе полиоксометаллатов определяет возможность их использования в каче­

стве наноконтейнеров для переноса лекарственных средств в поврежденные ткани. Проведено исследование устой­
чивости букиболов на основе молибдена в жидкостях с различными pH, а такж е изучение их токсичности и кумуля- 
тивности при введении в организм. Обнаружено, что букиболы на основе молибдена обладают низкой кумулятивно- 
стью и высокой токсичностью по отношению к гепатоцитам, что проявляется в увеличении индекса альтерации послед­
них, повреждении микроциркуляторного русла печени.
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Summary
The chemical structure of buckyballs on a basis of polyoxometalates defines possibility of their use in quality nanocarriers for 
carrying over of medical products to the damaged fabrics. Buckyballs on the basis of molybdenum stability research is carried 
out in liquids with various pH, and also studying of their toxicity and accumulation after introduction in an organism. It is revealed 
that buckyballs on the basis of molybdenum possess low accumulation and high toxicity in relation to hepatocytes that is shown 
increase in an index of alteration of the last, damage microcirculation liver channels.
Keywords: buckyballs, polyoxometallates, nanocarriers, toxicity

Введение
Современная фундаментальная и прикладная нау­

ка вохпагает большие надежды на возможность создания 
на основе нанокластерных соединении средств адресной 
доставки лекарственных веществ и локального воздей­
ствия на очаги поражения в организме [1,2,3]. В частно­
сти, имеется большая группа соединений, объединяемых 
названием полиоксометаллаты (ПОМ) [4,5]. Основа этих 
веществ образована координационными кислородными 
полиэдрами многозарядных ионов переходных металлов, 
таких как молибден, вольфрам, ванадий. Имеются дан­
ные о противоопухолевой, антибактериальной и проти­
вовирусной активности ПОМ на основе молибдена [6,7].
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Около 10 лет назад, благодаря работам научной шко­
лы под руководством профессора А.Мюллера [5], стала 
известной новая группа полиоксометаллатов со структу­
рой букиболов (фуллсрснов). В растворах они образуют 
многозарядные полианионы, способные к достаточно ак­
тивному транспорту под действием электрического поля 
[8]. Неорганические букиболы размером около 2, 5 нм 
имеют внутренние полости и окна, через которые возмо­
жен обмен небольшими молекулами с окружающей сре­
дой [4]. Одним из наиболее типичных представителей 
букиболов является полиоксометаллат M o l32, формула 
которого приведена ниже:

(N'H4)j;[M o V IT2M oVft00 ,7,(H 1CCO O )10(H ;0 )7:]30H1C
COONH/250H,0.

В биологических системах молибден, не являющий­
ся компонентом букиболов, образует связи с кислоро­
дом карбоксильных и гидроксильных групп (например, 
с остатками тирозина и серина в белках), возможно так­
же комплексообразование с участием сульфгидрильных 
групп [9J. Указанные особенности молибдена обуслов­
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ливают его участие в качестве кофактора оксидаз. содер­
жащих флавпновыс коферменты - гипоксантиноксмдазы. 
ксантиноксидазы. альдсгндоксидазы. В ходе фермента­
тивном реакции, катализируемом ксап гмноксидазом. мо­
либден в Мо022+ последовательно восстанавливается 
от степени окисления +6 до +5, затем до т4. Флавии, 
молнбден-завиепмые ферменты часто связаны в пары и 
участвуют в окислительно-восстановительных реакци­
ях, включающих перенос от одного до четырех -электро­
нов. Следовательно, увеличение транспорта электронов 
в этих цепочках при избытке молибдена должно сопро­
вождаться усиленным образованием активных форм кис­
лорода. В реакциях окисления пуриновых основании, ка­
тализируемых гипоксантиноксидазой м ксантиноксида- 
зой, выделяется пероксид водорода, и в качестве конеч­
ного продукта образуется мочевая кислота, которая мо­
жет быть причиной поражения суставов и мочекаменной 
болезни. Известно, что у жителей, проживающих в обла­
сти с избытком молибдена (Армянское нагорье), возника­
ют гипсруриксмия и подагра [10].

В организм человека и млекопитающих молибден 
поступает с пищей, его растворимые соединения легко 
всасываются в кишечнике, суточная потребность для че­
ловека составляет 0,15 - 0,5мг [9,10]. Особенностью об­
мена молибдена считается отсутствие его накопления в 
организме млекопитающих и выведение преимуществен­
но с мочой.

Обмен молибденовых букиболов может иметь от­
личия от обмена обычных соединений молибдена в ор­
ганизме вследствие уникальных особенностей наноча­
стиц. Известно, что в наноразмерном состоянии частицы 
приобретают физико-химические свойства, которые ча­
сто радикально отличаются от свойств этих же веществ 
в форме сплошных фаз или низкомолскулярных соедине­
ний [11,12].Уникальные свойства наночастиц, позволяю­
щие использовать их в медицинских целях, в то же вре­
мя могут быть причиной их токсичности, обусловленной 
следующими механизмами: проникновение через мем­
браны, накопление в клетках, связывание с ДНК и бел­
ками, отсутствие распознавания и, следовательно, био- 
трансформации н иммунной реакции, увеличение про­
дукции активных форм кислорода [13].

Цель р аб о ты : исследование устойчивости и ток­
сичности букиболов на основе молибдена, предназначен­
ных в качестве контейнеров или ядер для переноса лекар­
ственных веществ.

Материалы и методы
Синтез M o l32 осуществляли по методике, опубли­

кованной в работе [4]. Исходными реагентами служи­
ли гептамолибдат аммония (NH4)6Mo7024*4H20 ква­
лификации «хч», гидразин сернокислый N2H4H2S04 
и гидроксид натрия NaOH квалификации «чда». хлорид 
аммония NH4CI квалификации «осч». Полученное со­
единение аттестовали с точки зрения состава, структу­
ры, чистоты от примесей рядом независимых физико­
химических методов: спектрофотометрии, спектроско­
пии ПК, ЯМР, ЭПР, рентгенографического анализа. Из­

мерение pH среды проводили с помощью рП-метра - мо­
номера П-130.2М.

Кумулятмвмость букиболов исследовали в ходе экс­
перимента на беспородных крысах обоего пола мас­
сой 200-230 г, содержащихся на обычном рационе вива­
рия. Введение букиболов осуществлялось в виде инъек­
ции в область икроножной мышцы в концентрации 10 -2 
моль/л (в пересчете на Мо04) ежедневно в течение ме­
сяца, доза вводимого букибола соответствовала верх­
ней границе нормы суточного потребления молибде­
на. Контролем служили интактные животные. Живот­
ных выводили из эксперимента передозировкой эфи­
ра. Содержание молибдена в костях и внутренних орга­
нах определяли на атомно-эмиссионном спектрометре с 
индуктивно-связанной плазмой iCAP-6500 Duo (Thermo 
Scientific).

Подготовку образцов ткани печени и почек для ги­
стологического исследования осуществляли на автома­
тическом процессоре Leica EG 1160 с последующей за­
ливкой в парафин. Срезы толщиной 3-5 мкм окрашивали 
гематоксилин-эозином, пирофуксином по Ван-Гизону и 
Всйгсрту. Микроскопическое исследование производили 
на микроскопе Leica DM 2500, анализ изображений вы­
полняли в программе ВидеоТсст «Морфология» 5,0. Ми­
крофотографии гистологических препаратов получали с 
помощью цифровой цветной видеокамеры «САМ 2800». 
На гистологических препаратах подсчитывали: количе­
ство гспатоцитов и двуялерных клеток (пролифератив­
ную активность) на одно поле зрения (S=0,01 мм2); ин­
декс альтерации; количество синусоидальных клеток.

Анализ периферической крови проводили на авто­
матизированном гематологическом анализаторе Celly 70 
Biocode Hyccl.

Статистический анализ материала проводили с по­
мощью программ Statistica 6.0 (Stat .Soft.Inc.) и програм­
мы Microsoft Exel 2003. В таблицах отражены средние ве­
личины значений, а также стандартная ошибка среднего. 
Для проверки гипотезы об однородности двух независи­
мых выборок использовался U-крнтерий Манна - Уитни 
(Mann - Whitney U-test). При проверке статистических 
гипотез использовался уровень значимости 5% (Р < 0,05).

Результаты и обсуждение
На первом этапе работы был установлен возмож­

ный способ введения букиболов на основе молибдена в 
организм. Существует несколько способов введения бу­
киболов: пероральный, то есть внедрение букиболов не­
посредственно в желудок или в капсуле в кишечник (pH 
желудка 1,5-2,5; pH кишечника 7,8 - 8,0), и парентераль­
ный - внутримышечный (pH клетки 7,2), внутривенный 
(pH крови 7,4 ± 0,04).

С помощью спектрофотомстрических методов была 
получена диаграмма зависимости устойчивости букибо­
ла от pH среды (рис. 1. - э т о т  и прочие рисунки с т а т ь и  
см. на специальной вклейке).

Установлено, что букибол распадается при рН<2 
и при рН>7. При низких концентрациях букибол также 
распадается, а при высоких необратимо кристаллизуется.



Таким обра юм. наиболее благоприятной областью устой­
чивости молибденовых букиболов при необходимой нам 
концентрации является рИ=7. следовательно, лучший 
способ введения раствора букиболов в организм - это 
внутримышечный.

При исследовании содержания молибдена в органах 
крыс опытной группы не было выявлено накопления это­
го элемента в печени и костях (рис. 2).

Для почек же обнаружено резкое снижение его со­
держания. Отсутствие аккумулирования молибдена мо­
жет быть связано с тем, что в организме происходила дис­
социация букиболов на более простые формы, которые 
легко выводятся из организма.

При гистологическом анализе срезов почек опыт­
ной группы животных структурных изменений в клубоч­
ках не обнаружено (рис. 3).

В просвете канальцев определялись эозинофильные 
массы. Данные изменения носили очаговый характер. 
Также определялось очаговое полнокровие синусоидных 
сосудов с образованием «сладж-комплскса» (рис. 4).

Изменения в просвете почечных канальцев, вероят­
но, связаны с выведением соединений молибдена преи­
мущественно путем усиленной секреции. Наличие эози­
нофильных масс и полнокровие сосудов свидетельству­
ют о сенсибилизации и воспалительном процессе в обла­
сти почечных канальцев - месте их временного концен­

трирования при выведении.
При гистологическом исследовании печени опыт­

ной группы животных отмечали диффузное полнокровие 
центральных вен и очаговое полнокровие вен порталь­
ных трактов. В паренхиме органа отмечали очаговое пол­
нокровие синусондов с образованием «сладж-комплскса» 
(рис. 5).

В части пернпортальных трактов определяется пс- 
рппортальная лейкоцитарная инфильтрация (рис. 6). Ви­
зуально отмечается повышение числа Купфсровых кле­
ток в синусоидах. Часть гепатоцитов имеет признаки зер­
нистой дистрофии. При определении индекса альтера­
ции установлено, что у животных опытной группы ин­
декс возрастает по сравнению с интактнымн крысами в 
среднем в 13 раз, что подтверждает данные морфологи­
ческого анализа о токсическом воздействии букиболов на 
основе молибдена (рис. 6, таблица 1).

Процессы альтерации сопровождаются активацией 
внутриклеточной регенерации органа, поскольку количе­
ство двуядерных клеток в печени опытной группы живот­
ных увеличивается (таблица 1). Возможно, это связано с 
возрастанием активности и количества синусоидальных 
клеток в печени. Синусоидальные клетки (клетки Купфс- 
ра. клетки Ито) выделяют факторы роста, цитокины, спо­
собствующие регенерации.

Полнокровие кровеносных сосудов, образование

Таблица 1. Изменение индекса альтерации, пролиферативной активности гепатоцитов 
и числа синусоидальных клеток печени крыс при введении букиболов

Количество
кмегок па одно поле фенин S=0.01 м\Г

Пптактная группа Опытная группа

Поврежденные гспатоциты 17.1 ±0.1 220.2=1.6*

Двуидерныс 1спатоциты 14.55±0.01 23.25±0.12*

Синусоидальные клетки 140,1 г 1.2 217,1±1,6*

Примечание * - различие с группой интактны х  ж иво тн ы х  достоверно при Р  < 0,05

Таблица 2. Показатели периферической крови крыс при введении букиболов

Показатель Интактные Опытная пруппа
Г ематокрит, % 36,8 ± 0,6 39,8 ± 1.7
Гемоглобин, г/л 129.8 ±3,3 128,5 ±4,5
Эритроииты. Т/л 6,85 ±0,16 7,30 ±0,18
Средний объем эритроцитов, фл 53.7 ±0,6 54,4 ± 1,2
Содержание гемоглобина в эритроците, пг 19.0 ±0.4 17,9 ±0.4
Концентрация гемоглобина в эритроците, г/дл 35.3 ± 9.6 32,3 ± 0,4
Лейкоциты. I /.1 13.0 ±0,6 12,3 ± 1.06
Лимфоциты, г/л 8.95 ± 1.00 7.88 ± 0,82
Лимфоциты. % 68,4 ± 6.5 63.5 ± 2,3 *
Моноциты, г/л 2,00 ± 0,50 1.32 ± 0,15
Моноциты, % 16.0 ±4,1 11,0 ±0,9*
Грану юцнты. г/л 2,0 ± 0,3 3.1 ±0.2*
Гранулоииты.% 15.6 ±2.5 25,5 ± 1.6*
Тромбоциты, г/л 329 ± 56 760± 105*

Примечание * - рапичие с группой интактны х  ж ивотн ы х  достоверно при Р  < 0,05
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Изучение безопасности молибденовых нанокластерных полиоксометаллатов, предназначенных 
для адресной доставки лекарственных веществ

Рис. 1. Зависимость оптической плотности 
молибденовых букиболов от pH среды (по оси 

абсцисс - pH, по оси ординат - оптическая 
плотность)

Рис. 2. Содержание молибдена в костной ткани (1), 
почках (2) и печени (3) интактных и опытных крыс, 
синий - опытные животные, красный - интактные.

Примечание * - различие с группой интактных 
животных достоверно при Р  < 0,05.

Рис. 3. Почки животных опытной группы: в про­
свете канальцев эозинофильные массы. Окраска 

гематоксилином-эозином. Увеличение х 200

Рис. 4. Почки животных опытной группы: очаго­
вое полнокровие синусоидных сосудов. Окраска 

гематоксилином-эозином. Увеличение х 200



P i i c .  5. Печень опытной группы животных: 
полнокровие центральной вены, образование «сладж- 
комплекса» в синусоидах. Окраска гематоксилином- 

эозином. Увеличение х 400.

Рис. 6. Печень опытной группы животных: 
перипортальная лейкоцитарная инфильтрация. 

Окраска гематоксилином-эозином. 
Увеличение х 200.

Медведева С.Ю., Данилова И.Г. Юшков Б.Г., Сенцов В .Г , Абидов М.Т., Гетте И.Ф. 
Роль макрофагов в патогенезе токсического гепатита у крыс

Рнс.1. Токсический гепатит, вызванный введением 
тетрахлорметана, 3 сутки эксперимента. Окраска ге­

матоксилином и эозином.
Увеличение х 200.

Рис. 2. Токсический гепатит, вызванный введением 
тетрахлорметана, 7 сутки эксперимента. Окраска ге­

матоксилином и эозином.
Увеличение х 200.

Рис. 3. Токсический гепатит, вызванный введением 
тетрахлорметана на фоне введения препарата «Та- 

мернт», 3 сутки эксперимента. Окраска гематоксили­
ном и эозином. Увеличение х 200.

Рис. 4. Токсический гепатит, вызванный введением 
тетрахлорметана на фоне введения препарата « Та- 

мернт», 7 сутки эксперимента. Окраска гематоксили­
ном и эозином. Увеличение х 200



сладж-комплсксов и лейкоцитарная инфильтрация явля­
ются признаками воспалительного процесса в печени, 
возникающего, вероятно, вследствие повреждения части 
гепатоцитов. Одновременно компенсаторно усиливают­
ся процессы регенерации в печени, что подтверждается 
увеличением количества двуядерных гепатоцитов, а так­
же Купфсровых и синусоидальных клеток, участвующих 
в регуляции регенерации.

Анализ показателей периферической крови живот­
ных (таблица 2) позволяет сделать вывод об отсутствии 
анемии в группе животных, получавших инъекции буки­
болов, поскольку нс обнаружено достоверного отличия 
количества эритроцитов, гемоглобина, содержания и кон­
центрации гемоглобина в эритроцитах у опытных и ин- 
тактных крыс.

Общее количество лейкоцитов у опытных животных 
также не возрастало, что свидетельствует об отсутствии 
системного воспалительного процесса. В то же время не­
большое увеличение абсолютного и относительного ко­
личества гранулоцитов в крови опытных животных при 
снижении относительного количества лимфоцитов и мо­
ноцитов свидетельствует об изменении состояния им­
мунной системы, которое, вероятно, связано с местны­
ми воспалительными процессами в исследованных орга­
нах, обнаруженными морфологическими методами. Зна­
чительно возрастает количество тромбоцитов в перифе­
рической крови опытных животных, что может являться 
причиной образования сладж-комплсксов в кровеносных 
сосудах печени и почек.

Поскольку не происходила кумуляция молибдена в 
исследованных органах, обнаруженные изменения в ор­
ганах м периферической крови животных опытной груп­
пы могли быть следствием вызванных или усиленных со­
единениями молибдена процессов: ускоренным образо­
ванием уратов и осаждением их в почечных канальцах,

усилением свободиорадикального окисления, реакций 
иммунной системы (очаговые воспалительные процес­
сы).

Токсическое действие вводимого препарата мо­
жет быть обусловлено наличием в букиболах молибде­
на в степени окисления 5+, причины токсичности кото­
рого обсуждаются в литературе. Отмечено [6], что со­
единения молибдсна(\/1), использованные хпя химиоте­
рапии, образуют в организме молибден (V). Молибден 
(V ) может участвовать в повторяющейся окислительно- 
восстановительной реакции с высвобождением электро­
на и последующим образованием активных форм кис­
лорода, а также запускать апоптоз. В этом плане пред­
ставляется важным в дальнейшем проведение исследо­
ваний по адресной доставке букиболов к очагу пораже­
ния, например, при помощи электрофореза, чтобы умень­
шить их токсическое действие в целом организме. Кро­
ме того, представляет большой интерес изучение воздей­
ствия на организм других букиболов, нс содержащих мо­
либден (V).

Выводы
1. Область приемлемой устойчивости молибдено­

вого букибола находится в пределах значений рН=7, что 
определяет единственно возможный путь введения в ор­
ганизме - внутримышечный.

2. В печени воздействие букиболов вызывает оча­
говые повреждения гепатоцитов, сопровождающиеся 
местными процессами воспаления и компенсаторной ре­
генерацией в паренхиме. В почках воспалительные про­
цессы локализуются в канальцах.

3. Отсутствие избирательной кумулятнвности бу­
киболов в исследуемых тканях нс обнаружено, что по­
зволяет предположить обратимость выявленных измене­
ний.■
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