
5ІММОБІЛІЗАЦІЯ ДОКСОРУБІЦИНУ НА ОЛІГОЕЛЕКТРОЛІТНОМУ ПОЛІМЕРНОМУ НОСІЇ ВЕП-ГМА-ПЕГ...

ISSN 1996-4536 • Біологічні Студії / Studia Biologica • 2012 • Том 6/№2 • С. 5–16

УДК: 54.057+547.311+57.085.23+576.5+616.006

ІММОБІЛІЗАЦІЯ ДОКСОРУБІЦИНУ НА ОЛІГОЕЛЕКТРОЛІТНОМУ 
ПОЛІМЕРНОМУ НОСІЇ ВЕП-ГМА-ПЕГ ПІДВИЩУЄ ШВИДКІСТЬ НАДХОДЖЕННЯ 
ЦЬОГО ПРОТИПУХЛИННОГО ПРЕПАРАТУ В РАКОВІ КЛІТИНИ 
ТА ЕФЕКТИВНІСТЬ ЙОГО ЦИТОТОКСИЧНОЇ ДІЇ 

Ю. В. Сеньків1,2,4, А. Р. Рябцева3, П. Хеффетер4, Н. М. Бойко1, 
Є. А. Шляхтіна1, Н. Є. Мітіна3, В. Бергер4, О. С. Заіченко3, Р. С. Стойка1

1Інститут біології клітини НАН України, вул. Драгоманова, 14–16, Львів 79005, Україна
2Львівський національний університет імені Івана Франка

вул. Грушевського, 4, Львів 79005, Україна
3Національний університет „Львівська Політехніка”, пл. Св. Юра, 2, Львів 79013, Україна

4Інститут ракових досліджень, Медичний університет Відня
вул. Боршкегассе, 8а, Відень 1090, Австрія

e-mail: stoika@cellbiol.lviv.ua

Застосування спеціальних носіїв для доставки лікарських препаратів у клітини-
мішені може допомогти подолати цілу низку проблем, що виникають при лікуванні 
тяжких захворювань, у першу чергу ракових. Це – негативні наслідки неспецифіч-
ного впливу ліків на здорові клітини організму, низька чутливість ракових клітин 
до деяких протипухлинних препаратів, використаних у нетоксичній для організму 
дозі, резистентність клітин злоякісних пухлин до хіміотерапевтичних чинників і ре-
зистентність патогенних мікроорганізмів до антибіотиків. У даній роботі було до-
сліджено ефективність застосування нової нанорозмірної системи доставки ліків 
у клітини пухлин, як чутливих, так і резистентних до дії протипухлинних препара-
тів, зокрема доксорубіцину. Для цього використовували модифікований поліети-
ленгліколем полімерний носій ВЕП-ГМА, синтезований на кафедрі органічної хімії 
Національного університету „Львівська Політехніка”. Показано, що доксорубіцин, 
іммобілізований на такому носії, значно сильніше, ніж вільний доксорубіцин, при-
гнічує проліферацію клітин лінії А549 карциноми легені людини, лінії HCT116 ко-
лоректальної карциноми людини, лінії MCF-7 та її резистентної до доксорубіцину 
сублінії MCF-7/ADR карциноми молочної залози людини. Необхідно підкреслити, 
що застосування полімерного носія ВЕП-ГМА-ПЕГ дало змогу знизити діючу дозу 
доксорубіцину щонайменше у 10 разів зі збереженням антинеопластичного ефекту 
цього препарату, що передбачає суттєве зменшення негативних побічних ефектів 
такої хіміотерапії. Встановлено пришвидшене поглинання пухлинними клітинами 
доксорубіцину у складі транспортного комплексу з носієм, порівняно з поглинанням 
його вільної форми. Показано, що макропіноцитоз чи ендоцитоз не задіяні у погли-
нанні клітинами таких комплексів доксорубіцину з полімерним носієм. Проводяться 
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роботи з подальшого вдосконалення створеного нанорозмірного полімерного но-
сія шляхом його додаткової функціоналізації з метою підвищення адресності його 
дії на пухлинні клітини in vitro та in vivo. 

Ключові слова: нанорозмірні полімерні носії ліків, доксорубіцин, клітини пух-
лин людини, резистентність клітин до ліків.

ВСТУП
Раннє діагностування і лікування ракових захворювань, особливо їхніх форм 

із резистентністю до протипухлинних препаратів, є найбільш актуальними пробле-
мами сучасної медицини. Через пізнє діагностування, неадекватну стратегію бо-
ротьби з агресивними метастазами і численні негативні побічні ефекти, характерні 
для дії протипухлинних препаратів, прогрес у подоланні онкологічних захворювань 
залишається незначним. Це при тому, що досягнуто значних успіхів у вивченні біо-
логії пухлинних клітин, профілактиці раку і в розвитку методів молекулярної гене-
тики для потреб онкології [5]. 

Підраховано, що упродовж одного року хіміотерапевтичного лікування хворих 
на рак від третини до половини пухлин набувають резистентності до первинної 
цитотоксичної дії різних протиракових препаратів. Цей феномен значною мірою 
зумовлений розвитком у пухлинних клітин множинної резистентності до ліків. Про-
тягом останнього десятиліття було створено нові ефективні засоби адресної до-
ставки ліків, що базуються на використанні специфічних наночастинок для транс-
портування ліків до місця запалення чи патологічного процесу, а також для контро-
лювання курсу лікування на клітинному рівні. Створені також носії ліків, що дають 
можливість візуалізувати процес діагностування і ходу лікування [8, 15]. 

Розробка нових нанорозмірних систем для доставки лікарських засобів  
у клітини пухлин є одним із найбільш пріоритетних завдань сучасної фармацев-
тичної промисловості. Такі носії протипухлинних препаратів повинні мати уні-
кальні структурно-функціональні властивості, зокрема малий розмір частинок, 
їх висо ку стабільність, низьку токсичність і біодеградабельність, а також специ-
фічний гідрофільно-гідрофобний баланс. Поліфункціональні наночастинки на 
основі полімерних матеріалів є оптимальними системами доставки ліків, які за-
вдяки цим системам можуть також долати природні біологічні бар’єри як на тка-
нинному, так і на клітинному рівнях [2, 7].

У нашому дослідженні для доставки протипухлинного препарату доксорубіци-
ну до клітин-мішеней використано нові біофункціоналізовані олігоелектролітні по-
лімерні матеріали із керованою структурою, а також функціональною і реакційною 
здатністю. Вони були синтезовані у Національному університеті „Львівська Політех-
ніка” і містили у своєму складі поліетиленгліколь, що давало змогу комплексу з про-
типухлинним препаратом легко проникати крізь подвійний ліпідний шар клітинної 
мембрани. Встановлено, що така інкапсуляція доксорубіцину в нанорозмірну по-
лімерну міцелу не лише суттєво пришвидшує проникнення цього протипухлинного 
препарату в ракові клітини, але й інтенсифікує його токсичну дію щодо цих клітин. 
При цьому важливо зазначити, що такі ефекти спостерігаються не лише в чутливих 
до доксорубіцину ракових клітинах людини, але й у їхніх похідних, які мають резис-
тентність до протипухлинних препаратів, включно з доксорубіцином.
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МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
Клітини та їх культивування. У дослідах використовували клітини лінії A549 

аденокарциноми легені людини (отримані з колекції клітин Інституту експеримен-
тальної патології, онкології та радіобіології ім. Р. Є. Кавецького НАН України, Київ), 
а також клітини лінії MCF-7 раку молочної залози людини (батьківський тип клітин 
і їхня сублінія MCF-7/ADR, резистентна до доксорубіцину) та клітини лінії HCT116 
(колоректальна карцинома людини), які були надані для роботи проф. Бертом Фо-
гельштайном (Університет Джона Хопкінса, Балтімор, США). Клітини культивували 
в середовищі Ігла у модифікації Дульбекко (DMEM, Sigma) із додаванням 10% си-
роватки крові коров’ячих ембріонів (Sigma). Клітини вирощували в СО2-інкубаторі 
при температурі 37°С, 5%-й концентрації СО2 і 100%-й відносній вологості. Пересів 
клітин здійснювали через 2–3 дні у співвідношенні 1:5 [20].

Олігомерні носії ВЕП-ГМА-ПЕГ, використані у роботі, були розроблені та син-
тезовані на кафедрі органічної хімії Національного університету „Львівська Полі-
техніка” у групі під керівництвом к.х.н. О. С. Заіченка [6, 19].

Схематична формула олігомерного носія:

Визначення цитотоксичної дії доксорубіцину (Sigma, Австрія) і його інкапсу-
льованої на полімерному носії комплексу здійснювали на пухлинних клітинах, які 
висівали у 96-лункові пластикові планшети (Costar) у середовищі ДМЕМ за присут-
ності 10% сироватки крові ембріонів великої рогатої худоби. Через 24 год додавали 
доксорубіцин або його комплекс у різних концентраціях. Підрахунок кількості клітин 
здійснювали через певні проміжки часу в гемоцитометричній камері. Густину клітин-
ної суспензії визначали за формулою: с = 12500n, де с – кількість клітин в 1 мл 
суспензії, n – середня кількість клітин у 5-х великих квадратах гемоцитометричної 
камери. Ефективність цитотоксичної дії досліджуваних речовин визначали за дина-
мікою кількості клітин щодо їхньої початкової кількості. Барвник трипановий синій 
використовували для підрахунку клітин, а також у кінцевій концентрації 0,01% для 
фарбування мертвих клітин у суспензії.

Конфокальну мікроскопію проводили на мікроскопі LSM410; Zeiss, (Jena, Ні-
меч чина). Для виявлення цитоскелету у роботі використовували Phalloidin, мічений 
флуоресцентним барвником FITC (довжина хвилі збудження 450–480 нм та емісії 
510–540 нм). Для фарбування ядерного хроматину використовували флуоресцент-
ний барвник DAPI (довжина хвилі збудження 450–480 нм та емісії 510–540 нм). До-
ксорубіцин у клітинах-мішенях вдається виявити за його власною червоною флуо-
ресценцією (довжина хвилі збудження 485 нм та емісії 520 нм). Фотографування 
клітин здійснювали цифровою камерою Canon Power Shot A630.
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Проточну цитофлуориметрію здійснювали на приладі Becton Dickinson (Palo Alto, 
CШA) для визначення інтенсивності поглинання клітинами доксорубіцину та його 
інкапсульованої у носій форми. Для цього пухлинні клітини лінії MCF-7, MCF-7/ADR 
та A549 висівали у 6-лункові пластикові планшети (5×105 клітин на 1 мл середови-
ща DMEM із додаванням 10% сироватки крові ембріонів корови) і залишали в СО2-
інкубаторі при 37°С. Через 24 год до клітин додавали вільний доксорубіцин (Dox) 
або доксорубіцин, іммобілізований на полімерному носії ВЕП-ГМА-ПЕГ (PC-Dox)  
у концентраціях100, 250, 500 і 1000 нМ. Після 3-годинної інкубації клітини відділяли 
від поверхні лунки планшета трипсинізацією (10% розчин трипсину) і двічі проми-
вали забуференим фізіологічним розчином (рН 7,4), після чого визначали інтенсив-
ність флуоресценції за допомогою проточного цитофлуориметра. 

Для дослідження екзоцитозу та макропіноцитозу клітини лінії MCF-7 ви-
сівали в 96-лунковий планшет (5×104 клітин/мл) в об’ємі 100 мкл на одну лунку в 
середо вищі DMEM із додаванням 10% сироватки крові ембріонів корови і залишали  
в інкубаторі з 5% СО2 при 37оС. Через 24 год видаляли культуральне середовище 
і клітини промивали двічі буфером EBSS (5,3 мМ KCl, 26,2 мМ NaHCO3, 117,2 мМ 
NaCl, 1,01 мМ NaH2PO4, 5,56 мМ D-глюкози), а потім 1 раз забуференим фізіоло-
гічним розчином. Опісля до клітин додавали буфер EBSS (контроль) або 50 мкМ 
(кінцева концентрація) колхіцину (інгібітор макропіноцитозу) або 50 мкМ (кінцева 
концентрація) цитохалазину Б (інгібітор ендоцитозу). Клітини залишали на 1 год  
в інкубаторі з 5% СО2 при 37°С, після чого їх промивали двічі буфером EBSS та 
1 раз забуференим фізрозчином. Тоді до клітин додавали за відсутності світла 
вільний доксорубіцин або доксорубіцин, іммобілізований на носії, у концентрації 
1000, 1500 та 2000 нМ. Клітини поміщали на 1 год в СО2-інкубатор, відмивали від 
інкубаційного середовища, після чого в них визначали інтенсивність флуоресцен-
ції доксорубіцину (довжину хвилі збудження та емісії див. вище) на мікрофотометрі 
(Infinite® 200 PRO, von TECAN, Швейцарія).

Статистична обробка результатів. Усі досліди повторювали тричі з трьома 
паралелями у кожному варіанті. Кожна точка графіків, наведених на рисунках, та 
ордината діаграм відповідає середньому значенню „М”, розрахованому за резуль-
татами трьох вимірювань в одному з кількох однотипних експериментів. Середню 
квадратичну похибку „σ” отриманого результату вираховували за значенням се-
редньої похибки „m” [10]. На рисунках вона представлена біля кожної точки верти-
кальною лінією, довжина якої відповідає значенню „s”. Порівняння двох мінливих 
величин здійснювали на основі показника вірогідності різниці „t” (критерій Стью-
дента). Відмінність між значеннями вважали достовірною, коли ймовірність різ-
ниці „р” була меншою за 0,05. Усі наведені обрахунки виконували за допомогою 
комп’ютерної програми GraphPad Prism 5.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Полімерний носій ВЕП-ГМА-ПЕГ був синтезований на основі олігомерних спо-

лук, позначених як АР. На цих носіях було іммобілізовано протипухлинний препа-
рат доксорубіцин, який широко використовують у клініці для хіміотерапії пацієнтів 
із раковими захворюваннями. До полімерного ланцюга носія було також приєдна-
но поліетиленгліколь (ПЕГ). У тексті статті такі комплекси позначені PC-Dox (poly-
meric carrier-doxorubicin). Для порівняння антинеопластичної дії доксорубіцину  
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у вільній та іммобілізованій формі використовували різні лінії пухлинних клітин лю-
дини: HCT116 (колоректальна карцинома людини), A549 (карцинома легені людини) 
і MCF-7 – (карцинома молочної залози людини) та її сублінія MCF-7/ADR, резис-
тентна до дії доксорубіцину. Для дослідження антинеопластичної дії доксорубіцину, 
іммобілізованого на олігомерних носіях, використовували співвідношення носія до 
протипухлинного препарату, що дорівнювало 30:1. Для порівняння дії вільного та 
інкапсульованого на носії доксорубіцину розраховували вміст доксорубіцину в його 
комплексі з носієм. 

У табл. 1 наведено дані щодо ефективності вільного та інкапсульованого до-
ксорубіцину через 72 год їхньої дії на пухлинні клітини. Як видно, ефективність 
цитотоксичної дії, яку визначали за показником ІС50, суттєво зростає (від 4,33 до 
11,8 разу залежно від лінії пухлинних клітин людини) за умов використання доксо-
рубіцину, інкапсульованого в полімерному носії, порівняно з використанням віль-
ного доксорубіцину. Важливо зазначити, що таке зростання було значно вищим, 
коли використовували пухлинні клітини, резистентні до дії доксорубіцину (знижен-
ня показника ІС50 становить 4,33 для батьківської лінії MCF-7, чутливої до доксо-
рубіцину, тоді як для сублінії MCF-7/ADR, резистентної до цього протипухлинного 
препарату, зниження цього показника дорівнює 8,02).
Таблиця 1. Інгібування проліферації ракових клітин вільним доксорубіцином і його 

комплексом із полімерним носієм ВЕП-ГМА-ПЕГ (ІС50 – концентрація пре-
парату, при якій досягається напівмаксимальне інгібування росту клітин)

Table 1. Inhibition of proliferation of tumor cells by free doxorubicin and its complex 
with the polymeric carrier VEP-GMA-PEG (ІС50 – concentration of preparation 
at which half-maximal inhibition of cell growth is achieved)

Клітинна 
лінія

Доксорубіцин Доксорубіцин 
з ВЕП-ГМА-ПЕГ Кратність зростання 

інгібування
ІС50, М ±m, нМ ІС50, М ±m, нМ

А549 1138,12 11,21 96,45 0,14 11,80
MCF-7 148,04 2,82 34,21 2,65 4,33
MCF-7/ADR 547,10 3,27 68,16 3,12 8,02
HCT116 112,98 0,46 11,83 0,87 9,55

Отже, використання синтезованого полімерного носія для доставки доксорубі-
цину в клітини-мішені дає змогу не лише ефективніше діяти на чутливі до доксорубі-
цину клітини, але й ефективніше долати резистентність пухлинних субліній до цього 
протипухлинного препарату. Звідси також випливає можливість суттєвого зниження 
терапевтичної дози цього високотоксичного препарату (приблизно в 10 разів), що 
дасть змогу суттєво зменшити негативні побічні ефекти використання доксорубіци-
ну в хіміотерапії злоякісних пухлин. 

У науковій літературі описані й інші полімерні носії для доксорубіцину, використан-
ня яких давало змогу долати значною мірою резистентність пухлинних клітин до цьо-
го лікувального препарату [9, 11, 18]. Застосований у нашій роботі полімерний носій 
не лише є малотоксичним [1, 13], але й допомагає легко здійснювати його біо- функ-
ціоналізацію з метою покращення біосумісності, а також адресності дії в організмі. 

Дослідження часової динаміки дії вільного й інкапсульованого доксорубіцину 
на пухлинні клітини людини дало змогу виявити сильний цитотоксичний ефект ін-
капсульованої форми препарату вже на 1-, 3-, і 6-й годині його дії на клітини лінії 
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А549 із досягненням ІС50 вже через 24 год. У той же час за дії вільного доксорубіци-
ну на клітини цієї лінії ІС50 не досягалася навіть через 72 год. Доцільно зазначити, 
що клітини лінії A549 карциноми легені людини характеризуються значною стійкіс-
тю до дії різних протипухлинних чинників завдяки своїй високій проліферативній ак-
тивності та, головним чином, завдяки надекспресії білків MRP1, MRP2, BCRP, LRP, 
відповідальних за резистентність пухлинних клітин до лікарських препаратів [10]. 

Наступним етапом у нашій роботі було дослідити, чи корелює зростання сту-
пеня цитотоксичності доксорубіцину після його іммобілізації на полімерному носії 
з підвищеною швидкістю доставки доксорубіцину в клітини-мішені. Для цього ви-
користовували два методи визначення власної люмінесценції доксорубіцину після 
його поглинання клітинами: проточну цитофлуориметрію (рис. 2) і конфокальну 
флуоресцентну мікроскопію (рис. 3). Люмінесценція доксорубіцину (екстинція / 
емісія – 485 нм / 520 нм). В обох випадках надходження доксорубіцину в клітини-
мішені визначали після їхньої інкубації з вільним чи іммобілізованим на носії.

Встановлено, що доксорубіцин у комплексі з носієм нагромаджується у клітинах 
раку молочної залози уже за концентрації 200 нМ, тоді як доксорубіцин у вільній 
формі за такої концентрації лише починає нагромаджуватися у клітинах і, як наслі-
док, інтенсивність його люмінесценції є незначною. Важливо підкреслити, що док-
сорубіцин, іммобілізований на полімерному носії, сильніше нагромаджується також  
у резистентних до ліків лініях пухлинних клітин, таких як А549 та MCF-7/ADR.
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Клітини лінії А549 Рис. 1. Динаміка росту клітин А549 за 
присутності в культуральному 
середовищі доксорубіцину, іммо-
білізованого на носії ВЕП-ГМА-
ПЕГ (PC-Dox), і вільного доксору-
біцину (Dox) через 1, 3, 6, 24 і 72 
години їхньої дії (показник щодо 
початкової кількості клітин)

Fig. 1. The growth of A549 cells in the pres-
ence in culture medium doxorubicin 
immobilized on the carrier VEP-
GMA-PEG (PC-Dox) and free doxo-
rubicin (Dox) after 1, 3, 6, 24 and 72 
hours of their actions (index relative 
to the initial cell number)
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Оскільки доксорубіцин у вільному стані майже не нагромаджувався пухлинни-
ми клітинами ліній А549 та MCF-7/ADR, на відміну від його суттєвого нагромаджен-
ня в цих клітинах за дії на них комплексів доксорубіцину з полімерним носієм, мож-
на вважати, що такий носій допомагає цьому препаратові долати наявну в даних 
кліти нах систему, що забезпечує множинну резистентність до ліків. Відомо, що екс-
креція ксенобіотиків, включно з ліками, із клітин часто пов’язана із функціонуван-
ням транспортних білків плазматичної мембрани, до яких належить Р-глікопротеїн 
(Р-gр), транспортні білки родини MRP та інші [12, 14, 17]. Функціонування Р-gр 
забез пе чує резистентність клітин до багатьох протипухлинних препаратів (Multi-
Drug Re sistan ce – MDR), серед яких є антрациклінові антибіотики, алкалоїди рос-
линного походження, деякі флуоресцентні барвники, етидію бромід, граміцидин D 
та інші. Р-глікопротеїн належить до родини транспортерів АВС (АТР Binding Cas-
sette). Їхня здатність транспортувати сполуки різної хімічної природи і механізми 
такої дії суттєво відрізняються від функціонування більшості лігандозв’язувальних 
білків [17]. Високий рівень експресії гена MDR виявлено в карциномах товстої киш-
ки, нирки, гепатомах, раку наднирників, гострому мієлолейкозі, хронічному лімфо-
лейкозі [12, 14].

Існує припущення, що функціонування транспортерів АВС може блокуватися 
зростанням позаклітинної концентрації хімічного чинника, або таким збільшенням 
швидкості проникнення чинника, при якому транспортери плазматичної мембра-
ни не здатні перешкодити його масовому надходженню у клітину. Внаслідок цього 
концентрація цитостатика в цитоплазмі клітини може досягти настільки високого 
рівня, що з ним не будуть у змозі впоратися транспортери АВС ядра і тому цито-
ста тик проникне з цитоплазми в ядро [4].

 

Рис. 2. Поглинання доксорубіцину у вільному 
стані та після його іммобілізації на но-
сії пухлинними клітинами ліній MCF-7, 
MCF-7/ADR, А549 (оцінка за допомо-
гою проточної цитофлуориметрії)

Fig. 2. Uptake of free Dox and PC-Dox comp lex 
by tumor cells of MCF-7, MCF-7/ADR and 
А549 lines (evaluation by FACS analy sis)
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Ми простежили за проникненням доксорубіцину в клітини лінії MCF-7 раку мо-
лочної залози людини в часі за дії на них вільного доксорубіцину та його комплексу 
із полімерним носієм (в обох випадках концентрація доксорубіцину була 2 мкM. За 
результатами досліду на конфокальному мікроскопі було сфотографовано клітини 
через 10 хв, 30 хв і 1 год їхньої інкубації із вказаними препаратами.

Рис. 3. Поглинання вільного доксорубіцину та його комплексу з полімерним носієм (концентрація про-
типухлинного препарату в обох випадках становила 2 мкM) пухлинними клітинами лінії MCF-7 
(оцінка за допомогою конфокальної мікроскопії). Фарбування клітин здійснювали фалоїдином, 
міченим FITC (зелене свічення), флуоресцентним барвником DAPI (синє свічення) та доксору-
біцином (червоне свічення)

Fig. 3. Uptake of Dox and PC-Dox complex (2 µM) in human breast cancer MCF-7 cells (confocal micros-
copy). Cell staining was performed by FITC-labeled Phalloidin (green color), fluorescent dye DAPI 
(blue color), and doxorubicin (red color)

Як видно з рис. 3, уже після 10-хвилинної інкубації клітин із доксорубіцином, 
іммобілізованим на полімерному носії, майже весь препарат виявляється в ядрі 
клітин, на відміну від вільного доксорубіцину, який лише через 1 год починає на-
копичуватися в ядерній мембрані. 

Тому постало питання, яким може бути механізм, що забезпечує значно більш 
ефективне проникнення в клітини доксорубіцину в комплексі з носієм, порівняно  
з проникненням у клітини вільного доксорубіцину. Для цього ми використали кол-
хіцин як інгібітор макропіноцитозу [3] та цитохалазин Б як інгібітор ендоцитозу [16]. 
Клітини інкубували протягом 1 год з одним із цих інгібіторів і після відмивання до-
давали до них комплекс доксорубіцину з полімерним носієм. Після 30-хвилинної 
інкубації пухлинних клітин лінії MCF-7 із цим комплексом клітини відмивали та ви-
значали в них вміст доксорубіцину на флуоресцентному мікрофотометрі.
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Результати даного експерименту показали, що ні колхіцин, ні цитохалазин Б 
не впливають на інтенсивність поглинання комплексу доксорубіцину із полімерним 
носієм пухлинними клітинами лінії MCF-7. Звідси можна припустити, що полімер-
ний компонент даного комплексу, що містить у своїй структурі поліетиленгліколь, 
допомагає доксорубіцину ефективно долати таку біологічну перешкоду, як плаз-
матична мембрана клітини. Очевидно, така інкапсуляція робить доксорубіцин не-
доступним для мембранних транспортерів АВС, які забезпечують клітинам резис-
тентність до різних ксенобіотиків, у т.ч. протипухлинних препаратів.

Як висновок, одержані в роботі результати свідчать про те, що доставка док-
сорубіцину в пухлинні клітини-мішені за допомогою синтезованих нанорозмірних 
полімерів класу АР із вбудованим у їхню структуру поліетиленгліколем, дає змогу 
суттєво (у 10 разів) знизити ефективну діючу концентрацію цього протипухлинного 
препарату зі збереженням його цитотоксичного ефекту. Отже, завдяки застосуван-
ню таких носіїв можна значно знизити дозу протипухлинних препаратів, які харак-
теризуються сильною побічною токсичністю для і без того ослабленого організму 
пацієнта, що піддається хіміотерапії.
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IMMOBILIZATION OF DOXORUBICIN ON THE OLYGOELEСTROLYTIC POLYMERIC 
CARRIER VEP-GMA-PEG INCREASES ITS AND ANTICANCER ACTIVITY 
CELLULAR UPTAKE
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Application of special systems for drug delivery into target cells might be useful for 
overcoming several problems in treatment of dangerous diseases. These are: conse-
quences of nonspecific negative effects of drugs towards healthy cells, low sensitivity 
of cancer cells to anticancer drugs used in doses that are non-toxic for the organism, 
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resistance of tumor cells to anticancer drugs and of the pathogenic microorga nisms to 
the antibiotics. Here we studied the efficiency of application of novel nanoscale drug de-
livery system in tumor cell lines, including drug-resistant ones. The polyethylene glycol 
(PEG)-modified polymeric carrier VEP-GMA used in this study, was synthesized at the 
Department of Organic Chemistry of Lviv National Polytechnic University. We compared 
the effect of free doxorubicin and of this anticancer drug immobilized on the polymeric 
carrier, towards human tumor cells. It was found that such immobilization of doxorubicin 
significantly enhanced the cytotoxic action of this drug towards human lung carcinoma 
A549 cells, human colorectal carcinoma HCT116 cells, human breast carcinoma MCF-
7 cells and their doxorubicin-resistant MCF-7/ADR subline. The results of our studies 
demonstrated that using doxorubicin complex with novel polymeric nanoscale carrier 
VEP-GMA-PEG permitted reducing the active dose of doxorubicin in cancer cells at 
least 10 times, comparing with such dose of this anticancer drug used in free form. 
Since the antineoplastic effect of carrier-immobilized doxorubicin was maintained, these 
results suggest a potential reduction of negative side effects of the corresponding che-
motherapy. It was shown that the uptake by tumor cells of the carrier- immobilized doxo-
rubicin was significantly enhanced comparing with such uptake of free doxorubicin. Our 
data demonstrated that neither macropinocytosis, nor endocytosis can be responsible 
for the uptake of doxorubicin that is immobilized on the nanosized polymeric carrier. Our 
future experiments are focused on the improvement of characteristics of this carrier by 
means of its specific functionalization aimed at reaching its addressed action towards 
tumor cells in vitro and in vivo. 

Keywords: nanosized polymeric drug carriers, doxorubicin, human tumor cells, 
cell resistance to drugs.

ИММОБИЛИЗАЦИЯ ДОКСОРУБИЦИНА НА ОЛИГОЭЛЕКТРОЛИТНОМ 
ПОЛИМЕРНОМ НОСИТЕЛЕ ВЭП-ГМА-ПЭГ ПОВЫШАЕТ СКОРОСТЬ 
ПОСТУПЛЕНИЯ ЭТОГО ПРОТИВООПУХОЛЕВОГО ПРЕПАРАТА В РАКОВЫЕ 
КЛЕТКИ И ЭФФЕКТИВНОСТЬ ЕГО ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ
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Использование специальных систем доставки лекарственных препаратов  
в клетки-мишени может позволить преодолеть проблемы, возникающие в ходе ле-
чения различных заболеваний, а именно негативные последствия неспецифиче-
ского влияния лекарств на здоровые клетки организма, низкую чувствительность 
раковых клеток к некоторым противоопухолевым препаратам в нетоксичной для 
организма дозе, резистентность патогенных организмов к антибиотикам.
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В работе изучали эффективность использования наноразмерной системы 
доставки лекарственных препаратов в клетки опухолевых линий (дикого типа  
и резистентных). Полимерный носитель ВЭП-ГМА, модифицированный полиэти-
ленгликолем, был синтезирован на кафедре органической химии Национального 
университета „Львовская Политехника”.

Показано, что использование полимерного носителя с иммобилизированным 
противоопухолевым препаратом доксорубицином приводило к существенному 
уменьшению прироста клеток карциномы легких А549, колоректальной карциномы 
HCT116, рака молочной железы MCF-7 и ее резистентной сублинии MCF-7/ADR.

Необходимо подчеркнуть, что применение полимерного носителя ВЭП-ГМА-
ПЭГ позволило снизить действующую дозу доксорубицина минимум в 10 раз  
с сохранением антинеопластического эффекта этого препарата, который преду-
сматривает существенное уменьшение негативных побочных эффектов такой 
химиотерапии. Установлено ускоренное поглощение опухолевыми клетками док-
сорубицина в составе транспортного комплекса с носителем, по сравнению с по-
глощением его свободной формы. Показано, что макропиноцитоз или эндоцитоз 
не задействованы в поглощении клетками таких комплексов доксорубицина с по-
лимерным носителем. Проводятся работы по дальнейшему совершенствованию 
созданного наноразмерного полимерного носителя путем его дополнительной 
функционализации с целью повышения адресности его действия на опухолевые 
клетки in vitro и in vivo.

Ключевые слова: наноразмерные полимерные носители лекарств, доксо-
рубицин, клетки опухолей человека, резистентность кле-
ток к лекарствам.
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