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Выполняемый проект направлен на изучение факторов, обуславливающих противоопухолевую активность низкоразмерных наноструктур на основе гидроксида алюминия, и исследование механизма их действия на опухолевые клетки.

Руководитель проекта: профессор д.ф.-м.н. Псахье С.Г.

Аннотация отчета 2014 г.

Целью первого года выполнения проекта является исследование влияния морфологии низкоразмерных наноструктур на основе гидроксидов алюминия на их противоопухолевую активность и токсичность.

За отчетный период были синтезированы 5 модификаций наноструктур с различной морфологией: нановолокна, отдельные нанолисты, агломераты нанолистов, композиции «микроволокно/микросфера – нанолисты», нанопластинки.

Нановолокна были получены методом окисления пластины алюминия через слой амальгамы во влажном воздухе. Установлены параметры синтеза нановолокон: окисление алюминиевой пластины во влажном воздухе при относительной влажности 85 %; температура окисления 25–60 °С. Нановолокна, полученные методом окисления пластины алюминия через слой амальгамы, имеют диаметр от 10 до 20 нм, длина нановолокон достигает несколько микрометров. По данным рентгенофазового анализа основными продуктами окисления являются аморфная фаза и байерит. Удельная поверхность образца 215 м2/г. Дзета-потенциал нановолокон составил 52,15 мВ. Количество кристаллизационной воды составило 31,2 %, адсорбированной воды – 2,0 % . Температуры фазовых переходов 327 и 664 °С. 

Отдельные нанолисты были получены золь-гель методом при осаждении гидроксидов алюминия из раствора Al(NO3)3×9H2O раствором NH4HCO3. Установлены параметры синтеза нанолистов на основе гидроксидов алюминия: температура образования золя 25 °С, температура образования геля 80 °С, температура прокаливания геля 230 °С, рН образования золя 8. Отдельные нанолисты, полученные золь-гель методом, имеют толщину нанолистов 5–30 нм и размер граней до 600 нм. По данным рентгенофазового анализа основными продуктами окисления являются бемит и гиббсит. Удельная поверхность образца 315 м2/г. Дзета-потенциал нанолистов составил 36 мВ. Количество кристаллизационной воды составило 26,2 %, адсорбированной воды 2,1 %. Температуры фазовых переходов 120, 290 и 325 °С.

Агломераты нанолистов были получены методом окисления водой нанопорошка Al/AlN. Установлены параметры синтеза: прекурсор — наночастицы Al/AlN, температура процесса окисления 60 °С, рН реакционной среды от 7 до 10, время окисления 30 мин. Агломераты нанолистов представляют собой совокупность отдельных, хаотично расположенных нанолистов размером до 200 нм и толщиной 5–8 нм. По данным рентгенофазового анализа продуктами окисления наночастиц Al/AlN являются аморфная фаза и псевдобемит. Удельная поверхность образцов 260 м2/г. Дзета-потенциал агломератов нанолистов составляет 56 мВ. Количество кристаллизационной воды составило 23 %, адсорбированной воды 3 %. Температуры фазовых переходов 350, 648, 973 °С. 

Композиции «микроволокно/микросфера – нанолисты» были синтезированы методом окисления водой нанопорошка Al/AlN в присутствии дополнительных центров зародышеобразования (стекловолокна и сферические наночастицы Al2O3), а также методом окисления нанопорошка Al, покрытого оксидной пленкой. При окислении нанопорошка Al, покрытого оксидной пленкой, происходит формирование полых сфер, покрытых нанолистами. Композиции «микроволокно/микросфера – нанолисты» представляют собой микроволокна/микросферы, на поверхности которых расположены нанолисты, ориентированные по нормали к поверхности и практически полностью ее покрывающие. Размер нанолистов достигает 200 нм, толщина составляет 5–8 нм. Удельная поверхность определяется поверхностью нанолистов и составляет для стекловолокон, покрытых нанолистами, 106 м2/г, для сферического Al2O3, покрытого нанолистами, 189 м2/г, для полых сфер 247 м2/г.

Нанопластинки были получены методом гидротермального окисления алюмогелей при окислении водой нанопорошка Al/AlN. Установлены параметры синтеза нанопластинок: окисление алюмогелей при 200 °С в течение 6 ч. Нанопластинки, полученные при гидротермальном окислении алюмогелей, представляют собой наноструктуры преимущественно неправильной формы, размером 40–100 нм и толщиной 4–8 нм, среднемассовый размер нанопластинок составил 120 нм. По данным рентгенофазового анализа основными продуктами окисления являются бемит. Удельная поверхность образца 198 м2/г. Дзета-потенциал нанопластинок составил 41 мВ. Количество кристаллизационной воды составило 24,4 % , адсорбированной воды 3,2 %. Температуры фазовых переходов 125, 334 и 659 °С.

В рамках выполнения работ по компьютерному моделированию формирования низкоразмерных наноструктур и влияния морфологии наноструктур (при фиксированной величине поверхностной плотности заряда) на локальную деформацию мембраны клетки и работу калий-натриевого канала 

     – построена полноатомная модель слоистого двойного гидроксида Mg4Al2(OH)12 и оксигидроксида алюминия γ-AlO(OH);

     – построено и отбалансировано несколько моделей липидных мембран, в том числе с белком;

     – построена полноатомная модель потенциал-зависимого натриевого канала NaVAb с длиной цепочек до 221 остатков, без мутаций;

     – показано, что положительно заряженная двумерная наноструктура связывается с липидной мембраной, вызывая ее деформацию и дегидратацию поверхности;

     – на основе численного моделирования получены оценки снижения концентрации ионов натрия вблизи поверхности клеточной мембраны в присутствии низкоразмерных наноструктур;

     – показано на численной модели, что нанопластина стремится связаться с ионным каналом, что может привести к закрытию поры канала; также наблюдалось движение сенсоров потенциала в сторону клетки, что может означать начало деактивации канала и дальнейшее закрытие гейта даже при полной деполяризации мембраны.

Построенные и использованные для численных исследований модели опираются на открытые структурные данные, калиброванные на основе экспериментальных данных силовые поля и известные методы и алгоритмы компьютерного моделирования, что дает основание считать, что указанные модели позволяют адекватно описывать взаимодействие двумерных структур гидроксидов металлов с клеточными мембранами и мембранными белками.

Полученные результаты численного моделирования показывают, что при взаимодействии низкоразмерных наноструктур с клеточной мембраной и калий-натриевым каналом имеют место такие факторы, как обеднение концентрации катионов вблизи клеточной мембраны и деактивация потенциал-зависимого ионного канала, которые приводят к нарушению питания клетки, что сказывается на ее способности к пролиферации.

Для проведения оценки in vitro противоопухолевой активности и токсичности синтезированных низкоразмерных наноструктур были выбраны образцы с различной морфологией: нановолокна, отдельные нанолисты, агломераты нанолистов, композиции «микроволокно/микросфера – нанолисты», нанопластинки. В исследованиях in vitro использованы 5 клеточных линий: клетки, изолированные из карцином молочных желез трансгенных мышей (линия MMT-PyMT), и клетки (B16F10), изолированные из меланомы кожи мышей линии C56BL/6J. Кроме того, были использованы раковые клеточные линии человека: клетки карциномы молочной железы человека MCF-7, эпидермоидной карциномы кожи человека UM-SCC-14M и рака шейки матки человека Hela. В качестве контроля были использованы две линии нераковых клеток мышей и человека: кератиноциты кожи человека HaCat и эмбриональные фибробласты мыши MEFs.

В исследованиях in vitro показано, что после 24 ч культивирования клеток в присутствии 5 мг/мл низкоразмерных наноструктур различной морфологии количество живых клеток раковых линий может снижаться вплоть до 40 %. По результатам исследования пролиферативная активность исследуемых клеток в присутствии синтезированных низкоразмерных наноструктур может снижаться до 50 % через 24 ч инкубации во всех исследуемых колониях, через 48 ч инкубации пролиферативная активность может снижаться до 25 % по сравнению с контрольными линиями.

Проведенная оценка клеточной токсичности синтезированных низкоразмерных наноструктур на 5 клеточных линиях MMT-PyMT, B16F10, MCF-7, UM-SCC-14M и Hela показала, что синтезированные наноструктуры после 24 ч культивирования клеток в присутствии 5 мг/мл низкоразмерных наноструктур различной морфологии количество живых клеток раковых линий может снижаться вплоть до 40 %. В концентрации 5 мг/мл при инкубировании 48 ч все синтезированные наноструктуры демонстрируют снижение пролиферативной активности. При увеличении концентрации низкоразмерных наноструктур в исследуемых колониях отчетливо прослеживается тенденция к линейному увеличению противоопухолевой эффективности синтезированных низкоразмерных наноструктур. На основе полученных результатов выявлена индивидуальная дозозависимость различных клеточных линий, рассчитано значение ЛД50 и выбраны оптимальные концентрации низкоразмерных наноструктур для последующих исследований.

Аннотация отчета 2015 г.

Цель проекта: определение физико-химических характеристик низкоразмерных наноструктур на основе гидроксидов алюминия, обуславливающих противоопухолевую активность, и выявление механизмов их действия на опухолевые клетки.

Для достижения цели проекта в 2015 г. был проведен комплекс исследований по синтезу, характеризации низкоразмерных наноструктур на основе гидроксидов алюминия и оценке их противоопухолевой активности.

Проведена предварительная оценка in vivo противоопухолевой активности низкоразмерных наноструктур в виде агломератов складчатых нанолистов псевдобемита c использованием разработанной модели MMTV-PyMT опухоли молочной железы мышей. Показано, что при интратуморальном введении суспензии агломератов складчатых нанолистов псевдобемита объем опухоли молочной железы в 2-3 раза меньше по сравнению с животными контрольной группы.

Проведенные нами иммуногистохимические исследования показали, что воздействие агломератов складчатых нанолистов псевдобемита уменьшает скорость пролиферации опухолевых клеток по сравнению с животными из контрольной группы и вызывает апоптоз опухолевых клеток. Исследования не выявили влияния агломератов складчатых нанолистов псевдобемита на васкуляризацию опухолей.

Нами также была выполнена оценка потенцирующего действия низкоразмерных наноструктур в отношении клинически проверенных цитотоксических агентов. Результаты оценки жизнеспособности опухолевых клеток на основе МТТ-теста показали, что предварительное 24-часовое инкубирование опухолевых PyMT клеток в присутствии агломератов складчатых нанолистов псевдобемита усиливает цитотоксический эффект лекарственных препаратов. Показано, что кумулятивный противоопухолевый эффект предварительного инкубирования клеток в среде, содержащей агломераты низкоразмерных наноструктур на основе гидроксидов алюминия и доксорубицин, выше эффекта, оказываемого доксорубицином или агломератами нанолистов псевдобемита по отдельности. Эти данные свидетельствуют о том, что низкоразмерные наноструктуры гидроксидов алюминия обладают выраженным противоопухолевым действием и потенцируют противоопухолевые свойства доксорубицина и, возможно, других цитотоксических препаратов. 

Для определения характеристик, обуславливающих противоопухолевое действие низкоразмерных наноструктур гидроксидов алюминия, работы по синтезу велись по двум направлениям: 1) разработка методик синтеза наноструктур, позволяющих варьировать плотность поверхностного заряда, и 2) разработка методик получения агломератов складчатых нанолистов с различным фазовым составом. 

Показано, что гидролиз и окисление Al/AlN в растворах с различным массовым содержанием танина позволяют изменять поверхностную плотность заряда в достаточно широких пределах: от 0.05 до 0.24 Кл/м2. Изменение фазового состава агломератов складчатых нанолистов при термической обработке также влияет на величину поверхностной плотности заряда (0.24–0.81 Кл/м2). Для агломератов складчатых нанолистов с различным фазовым составом (псевдобемит, γ-Al2O3 и θ-Al2O3) установлено, что синтезированные наноструктуры при схожей морфологии характеризуются различной величиной поверхностной плотности заряда, которая для γ-Al2O3 составляет 0.81 Кл/м2 и эквивалентна 5 OH-группам на 1 нм2, для θ-Al2O3 составляет 0.39 Кл/м2 и эквивалентна 2,5 ОН-группам, для псевдобемита — 0.24 Кл/м2 и 1,6 OH-группам. Исследования корреляции поверхностной плотности заряда и противоопухолевой активности синтезированных образцов показало, что все синтезированные наноструктуры обладают противоопухолевой активностью. Было установлено, что наноструктуры, характеризующиеся большей величиной поверхностной плотности заряда, эффективнее подавляют рост опухолевых клеток и снижают скорость пролиферации. 

Нами впервые продемонстрировано противоопухолевое действие низкоразмерных наноструктур гидроксидов алюминия в форме агломератов складчатых нанолистов и показано, что эффективность их противоопухолевого действия обусловлена величиной поверхностной плотности заряда с учетом удельной поверхности.

Особенности распределения поверхностного заряда, в том числе обусловленные складчатой морфологией и дефектностью структуры нанолистов, а также характеристиками гидратно-гидроксильного покрова наноструктур на основе гидроксида алюминия, определяют избирательность адсорбции и ионного обмена и их интенсивность. По нашему мнению, специфичность сорбционных характеристик синтезированных низкоразмерных наноструктур на основе гидроксидов алюминия приводит к нарушению ионного баланса во внеклеточной среде (в исследованиях in vitro) и микроокружении опухоли (в исследованиях in vivo). Нарушение ионного баланса может вызывать изменение трансмембранного потенциала опухолевых клеток и индуцировать апоптоз. 

Способность синтезированных низкоразмерных наноструктур индуцировать апоптоз и приводить к снижению скорости пролиферации опухолевых клеток показана впервые. Возможность изменения ионного баланса во внеклеточной области в присутствии синтезированных низкоразмерных наноструктур подтверждается результатами проведенного нами молекулярно-динамического моделирования. Подробное исследование механизмов противоопухолевого действия синтезируемых низкоразмерных наноструктур на основе гидроксидов алюминия является предметом исследований 2016 года.

Полученные результаты соответствуют мировому уровню и являются основой создания нового класса противоопухолевых агентов и разработки новых стратегий лечения опухолей, в том числе для комбинированной терапии со стандартными химиопрепаратами.
Аннотация отчета 2016 г.

В 2016 году были проведен комплекс мультидисциплинарных работ на стыке химии, физики, молекулярно-динамических суперкомпьютерных вычислений и биологии по изучению механизма противоопухолевого действия синтезируемых в проекте низкоразмерных наноструктур на основе гидроксида алюминия. 

Впервые было показано, что синтезированные низкоразмерные наноструктуры в виде агломератов складчатых нанолистов псевдобемита способны сокращать объем опухоли в два раза (в моделях опухоли молочной железы и меланомы мыши). При этом была установлена важная особенность синтезированных наноструктур – в экспериментах in vitro и in vivo было доказано, что низкоразмерные наноструктуры в виде агломератов складчатых нанолистов на основе гидроксида алюминия обладают дифференцированным действием на нормальные и опухолевые клетки: для нормальных клеток материалы являются нетоксичными, для опухолевых – проявляют сильный антипролиферативный эффект. 

Для проведения экспериментов in vivo были разработаны две оригинальные модели опухолей животных (мыши): карцинома молочной железы и меланома кожи. Результаты проведенных иммуногистохимических исследований показали, что применение низкоразмерных наноструктур в виде агломератов складчатых нанолистов на основе гидроксида алюминия при лечении опухолей запускает апоптоз (процесс программируемой клеточной гибели) опухолевых клеток и не влияет на ангиогенез опухоли.

С использованием полно-атомного молекулярно-динамического моделирования, экспериментальных исследований физико-химических свойств и экспериментов in vitro и in vivo впервые было установлено, что ключевым фактором механизма действия низкоразмерных наноструктур на основе гидроксидов алюминия в виде агломератов складчатых нанолистов является их способность селективно изменять ионный состав внеклеточной среды и нарушать ионный баланс в перимембранной области опухолевых клеток. 

При выполнении проекта впервые была обнаружена способность агломератов складчатых нанолистов псевдобемита потенцировать (усиливать) действие стандартного химиопрепарата доксорубицина. В исследованиях in vivo было показано, что при комбинированном применении с минимальными дозами доксорубицина агломераты складчатых нанолистов псевдобемита способны сократить объем опухоли (меланома мыши) в 6 раз за две недели по сравнению с трехкратным уменьшением объема опухоли при применении только доксорубицина. 

Для изучения возможностей создания новых противоопухолевых агентов на основе гидроксидов алюминия были проведены исследования кинетических эффектов и механизмов структурообразования при окислении электровзрывных наночастиц алюминия. Впервые было показано, что в результате окисления водой наночастиц Al могут быть синтезированы низкоразмерные наноструктуры на основе гидроксида алюминия со структурой «полое ядро – мезопористая оболочка». При этом мезопористая оболочка представляет собой складчатые нанолистовые структуры псевдобемита. Синтезированные иерархические структуры перспективны для создания контейнеров для доставки лекарств. 

С использованием оригинальной разработанной в рамках проекта методики модифицирования низкоразмерных наноструктур на основе гидроксида алюминия оксидом магния были синтезированы модифицированные низкоразмерные наноструктуры и в исследованиях in vitro показано, что содержание Mg влияет на антипролиферативный эффект. Синтезированные низкоразмерные наноструктуры способны эффективно (на 50-60 %) подавлять жизнеспособность опухолевых клеток. 

Результаты проведенных при поддержке Российского научного фонда исследований вносят значимый вклад в решение глобальной проблемы создания новых противоопухолевых агентов и препаратов, обладающих большей эффективностью, специфичностью и безопасностью и превосходят мировой уровень. Разработанные в проекте низкоразмерные наноструктуры на основе гидроксида алюминия имеют высокий потенциал для широкого применения в наномедицине, учитывая их способность эффективно подавлять рост опухоли и не оказывать токсического действия на нормальные клетки. Продемонстрированная в проекте перспективность использования низкоразмерных наноструктур на основе гидроксида алюминия для создания противоопухолевых агентов с высокой степенью потенцирования стандартных химиотерапевтических препаратов позволяет создавать новые материалы для разработки новых стратегий лечения рака, позволяющих снизить токсическое действие при химиотерапии.

