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ХАРКІВСЬКИЙ НАЦІОНАЛЬНИЙ МЕДИЧНИЙ УНІВЕРСИТЕТ

ВПЛИВ НАНОЧАСТИНОК ОРТОВАНАДАТУ ГАДОЛІНІЮ  
З ДОМІШКОЮ ЄВРОПІЮ GDVO4:EU3+ З ПОПЕРЕДНІМ  
УФ-ОПРОМІНЕННЯМ ТА БЕЗ НЬОГО НА ГЕНЕРАЦІЮ АКТИВНИХ  
ФОРМ КИСНЮ В ЛЕЙКОЦИТАХ ЩУРІВ 

Вступ. Зважаючи на значні темпи поширення онкопатології, пошук і дослідження засобів, що здатні 
підвищувати ефективність та профіль безпеки протиракової терапії, є актуальними. До перспективних 
радіосенситайзерів належать наночастинки, зокрема ортованадату гадолінію з домішкою європію 
GdVO4:Eu3+. Проте дані щодо їх цитотоксичності є досить обмеженими в літературі й часто суперечли-
вими, що зумовлює доцільність їх подальшого вивчення.

Мета дослідження – оцінити генерацію активних форм кисню (АФК) у лейкоцитах периферичної 
крові щурів під впливом наночастинок ортованадату гадолінію з домішкою європію GdVO4:Eu3+ за умов 
перорального введення і вивчити подальший вплив на інтенсифікацію апоптотичних процесів.

Методи дослідження. У дослідженні використовували щурів популяції WAG, яких випадковим чином 
поділили на три групи: 1­ша – тварини, які отримували питну воду; 2­га – щури, яким протягом 14 днів 
внутрішньошлунково вводили водний розчин GdVO4:Eu3+ в дозі 50 мкг/кг маси тіла, без опромінення; 3­тя – 
тварини, яким упродовж 14 днів внутрішньошлунково вводили водний розчин GdVO4:Eu3+ в дозі 50 мкг/кг 
маси тіла, з попереднім УФ­опроміненням. У суспензії лейкоцитів визначали генерацію АФК за допомогою 
флуоресцентного зонда 2,7­дихлордигідрофлуоресцеїн діацетату на проточному цитометрі. Отримані 
результати обробляли статистично. 

Результати й обговорення. Результати дослідження свідчать про нерівномірну генерацію АФК у 
лейкоцитах: у 2­й групі спостерігали суттєву інтенсифікацію їх продукування порівняно з контролем. 
Попереднє УФ­опромінення наночастинок GdVO4:Eu3+ призводило до зниження показника флуоресценції 
(свідчення генерації АФК) (3­тя група) порівняно з двома іншими групами. Очевидно, визначальним факто-
ром є не лише УФ­обробка наночастинок, але і тривалість та спосіб введення самих наночастинок. 

Висновки. Наночастинки GdVO4:Eu3+ при пероральному застосуванні в щурів у дозі 50 мкг/кг маси 
тіла без попереднього УФ­опромінення здатні достовірно підвищувати генерацію АФК у лейкоцитах, тоді 
як використання їх в аналогічній дозі з попереднім опроміненням, навпаки, супроводжується зменшенням 
продукування АФК, навіть порівняно з контролем.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: ортованадат гадолінію; наночастинки; онкологія; активні форми кисню; проточ-
на цитометрія. 
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ВСТУП. На сьогодні онкопатологія займає 
одну з лідируючих позицій серед причин перед-
часної смертності населення практично в усіх 
регіонах світу, що зумовлює нагальність пробле-
ми не лише пошуку нових шляхів терапії, але і 
вдосконалення існуючих схем хіміо­, променевої 
та радіотерапії [1].

Одним із шляхів підвищення ефективності 
та профілю безпеки променевої терапії є вико-
ристання радіосенсибілізаторів і радіопротекто-
рів з метою збільшення потужності протипухлин-
ної дії, в тому числі шляхом подолання радіоре-
зистентності ракових клітин та, водночас, змен­

шення ушкоджувального впливу на навко  лиш ні 
здорові клітини [2–4]. 

Результати сучасних досліджень свідчать 
про те, що наночастинки можуть бути потенцій-
ними радіосентитайзерами, які здатні підвищу-
вати ефективність променевої терапії. Крім того, 
їх можна також використовувати в комплексній 
терапії з іншими фармакологічними агентами з 
метою надання останнім нових властивостей, 
зниження токсичності чи підвищення ефектив-
ності лікування [5–7]. 

Однак, незважаючи на значні перспективи 
використання наночастинок, їх застосування 
спряжене з ризиком цитотоксичності, яка пере-
важно реалізується через генерацію активних 
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форм кисню (АФК) та інтенсифікацію окисного 
стресу, що, у свою чергу, провокує проапопто-
тичні зміни. Слід також відмітити, що аналогічні 
механізми задіяні й у реалізації фармакологічних 
ефектів наночастинок та лежать в основі їх 
ефективності при онкопатології [8, 9]. 

До перспективних агентів належать наночас-
тинки ортованадату гадолінію з домішкою євро-
пію GdVO4:Eu3+, які наразі активно досліджують 
з метою включення їх до схем терапії та діагнос-
тики ракових захворювань. Проте дані щодо їх 
цитотоксичності є досить обмеженими в літера-
турі й часто суперечливими, що зумовлює до-
цільність їх подальшого вивчення [10–15]. Нано-
частинки ортованадату гадолінію з домішкою 
європію GdVO4:Eu3+ надав для дослідження 
Інститут сцинтиляційних матеріалів НАН України 
(відділ наноструктурних матеріалів імені Ю. В. Ма­
люкіна, м. Харків, Україна). 

Мета дослідження – оцінити генерацію ак-
тивних форм кисню (АФК) у лейкоцитах перифе-
ричної крові щурів під впливом наночастинок 
ортованадату гадолінію з домішкою європію 
GdVO4:Eu3+ за умов перорального введення і 
вивчити подальший вплив на інтенсифікацію 
апоптотичних процесів.

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. У дослідженні 
використовували 18 щурів популяції WAG, яких 
випадковим чином поділили на три групи (по 
6 тварин у кожній): 1­ша (контроль) – щури, які 
отримували питну воду в кількості, еквівалентній 
об’єму рідини, яку одержували тварини експе-
риментальних груп; 2­га – щури, які протягом 
14 днів за допомогою внутрішньошлункового 
зонда отримували водний розчин наночастинок 
ортованадату гадолінію з домішкою європію 
GdVO4:Eu3+ в дозі 50 мкг/кг маси тіла; 3­тя – тва-
рини, які впродовж 14 днів за допомогою внут­
рішньошлункового зонда одержували водний 
розчин наночастинок ортованадату гадолінію з 
домішкою європію GdVO4:Eu3+ в дозі 50 мкг/кг 
маси тіла, яких попередньо піддавали УФ­опро-
міненню за допомогою спеціальної лампи. 

Тварин усіх груп протягом експерименту 
утримували в однакових умовах на однаковому 
раціоні харчування. Щурів виводили з експери-
менту шляхом декапітації, зразки крові збирали 
в ЕДТА­вакунтейнери. Після цього пробопідго-
товку для дослідження на проточному цитометрі 
проводили за протоколом, який використовують 
в Інституті експериментальної та клінічної меди-
цини Харківського національного медичного 
університету. 

Метод, який використовували для визначен-
ня генерації АФК у лейкоцитах, детально описа-
но в нашій попередній публікації [14].

Для дослідження використовували суспензію 
лейкоцитів, яку готували за таким протоколом. 
Зразки крові, отримані від кожної тварини, лізу-
вали та двічі промивали розчином Pharmalyse 
(BD, США) і фосфатним буфером. Після цього 
з кожного зразка відбирали визначений об’єм 
крові (100 мкл) у полістиролові туби розміром 
12×75 мм (“Falcon”, Мексика) та 2 мл 1 % розчи-
ну FACSLyse (“BD FACSTM Lysing”, Сан­Хосе, 
США). Після змішування отриманий розчин ін-
кубували в темряві при 23 °С упродовж 15 хв. 
Потім проводили центрифугування при 500 g 
протягом 5 хв. Відбирали супернатант і додава-
ли 2 мл фосфатного буфера.

Для подальшої оцінки рівня АФК у лейкоци-
тах використовували лейкоцитарні суспензії. З 
метою виявлення внутрішньоклітинної кон­
центрації АФК застосовували флуоресцентний 
зонд 2,7­дихлордигідрофлуоресцеїн діацетату 
(H2DCFDA). Його розщеплюють внутрішньоклі-
тинні естерази з утворенням 2,7­дихлордигід-
рофлуоресцеїну, який АФК трансформують у 
високофлуоресцентний 2,7­дихлорфлуоресцеїн 
(DCF).

Використовували проточний цитометр  
BD FACSCanto ™ II (“BD Biosciences”, США). 
Середню інтенсивність флуоресценції (MFI) з 
DCF аналізували за допомогою програмного 
забезпечення BD FACSDiva™ (“Becton Dickinson”, 
США) для кількісної оцінки продукування АФК 
лейкоцитами.

Статистичну обробку отриманих даних прово­
дили за допомогою програми Graph Pad Prism 5 
(“Graph Pad Software”, США). Показники порів-
нювали з використанням непараметричного 
U­критерію Манна – Уїтні. Відмінності при р<0,05 
вважали статистично значущими.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Одержані 
результати свідчать про нерівномірну генерацію 
АФК у лейкоцитах, які ми отримали зі зразків 
крові тварин трьох експериментальних груп та 
оцінили за допомогою методу проточної цито-
метрії. Одержані дані наведено на рисунку. 

У 2­й групі спостерігали суттєве достовірне 
(р<0,05) підвищення показника флуоресценції, 
що вказувало на інтенсифікацію продукування 
АФК порівняно з контролем. 

Водночас слід відмітити, що попереднє 
УФ­опромінення наночастинок ортованадату 
гадолінію з домішкою європію GdVO4:Eu3+ при-
зводило до зниження показника флуоресценції 
(3­тя група) порівняно не лише з лейкоцитами 
тварин, які отримували неопромінену дозу на-
ночастинок, але і з контролем (1­ша група). 

На сьогодні цілком доведено той факт, що 
саме природа, розмір, агрегаційна здатність, 
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співвідношення поверхні до об’єму та покриття 
визначають властивості, зокрема цитотоксич-
ність, наночастинок. Крім того, здатність нано-
частинок інтенсифікувати генерацію АФК та 
подальший окисний стрес, який багато в чому 
визначає активацію проапоптотичних процесів, 
є відомими молекулярними механізмами цито-
токсичності, опосередкованої наночастинками. 

У рамках нашого дослідження ми вивчали 
здатність наночастинок ортованадату гадолінію 
з домішкою європію GdVO4:Eu3+ (попередньо 
УФ­опромінених та без попередньої обробки) 
впливати на генерацію АФК у лейкоцитах щурів 
за умов перорального введення протягом 
14 днів. 

Ми відзначили наявність чіткого впливу по-
передньої УФ­обробки наночастинок на їх здат-
ність стимулювати продукування АФК у лейко-
цитах: посилення генерації АФК відбувалося під 
дією необроблених частинок, тоді як УФ­опромі-
нення, навпаки, знижувало цю здатність. Проте 
вважаємо, що не лише УФ­обробка наночасти-
нок є визначальним фактором, але і тривалість 

та спосіб введення самих наночастинок. Зокре-
ма, в публікації [15] оприлюднено дані, що фор-
муванню окисного стресу в лейкоцитах сприяла 
висока концентрація УФ­необроблених наночас-
тинок, особливо під час тривалої експозиції, тоді 
як наночастинки ортованадату гадолінію з до-
мішкою європію GdVO4:Eu3+, попередньо об­
роблені ультрафіолетовим світлом, індукували 
оверпродукування АФК в ядерних клітинах навіть 
при короткочасній інкубації та низькій концент­
рації.

Отримані дані узгоджуються з тим, що нано-
частинки ортованадату гадолінію з домішкою 
європію GdVO4:Eu3+ можуть продукувати АФК 
як при прямому високоенергетичному фотонно-
му опроміненні/рентгенівському опроміненні, так 
і в темнових умовах.

Здатність наночастинок ортованадату гадо-
лінію з домішкою європію GdVO4:Eu3+ генерува-
ти АФК без УФ­обробки (зокрема, O2

∙− O2
∙− і 

OH­радикалів) пов’язана з великою кількістю VO 
та іонів ванадію з нижчою валентністю (V4+) в їх 
кристалічній ґратці. Фотоіндуковані електрони і 

Рис. Репрезентативна цитограма (a) і гістограма SSC/FL1 (2,7­дихлорфлуоресцеїн) (б) лейкоцитів щурів 1­ї (I, конт­
роль, тварина № 2), 2­ї (II, неопромінені наночастинки, тварина № 3) і 3­ї (III, опромінені наночастинки, тварина № 1) 
груп, відповідно, зверху вниз. Середня інтенсивність флуоресценції DCF у лейкоцитах становить 4584,55, 18656,64 та 
1336,43, відповідно, для 1­ї, 2­ї і 3­ї груп.

Примітка. Достовірні відмінності між 1­ю і 2­ю (р<0,05) та 1­ю і 3­ю (р<0,05) групами.

a б

I

II

III

a б

a б
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дірки можуть бути захоплені на дефектах, що 
затримує їх перенесення на поверхню наночас-
тинки [12, 13]. 

Водночас генерацію АФК під впливом попе-
редньо опромінених наночастинок можна пояс-
нити тим, що світло провокує відновлення Eu3+ 
до Eu2+. Електрони, що зберігаються в Eu2+, на-
далі беруть участь у реакціях перенесення 
електронів з виробленням супероксидного аніо­
на та інших АФК [16]. 

У ряді наукових робіт було відзначено, що 
наночастинки, в тому числі на основі ванадію, 
можуть спричиняти мітохондріальну дисфункцію 
[17–20]. Зокрема, один із механізмів полягає в 
тому, що наночастинки можуть проходити без-
посередньо до мітохондрій, взаємодіючи з ними 
та викликаючи витік вільних радикалів, які завж-
ди утворюються при роботі дихального ланцюга 
та інших метаболічних шляхів, спряжених з 
окисненням [21]. Для наночастинок ортованада-
ту гадолінію з домішкою європію GdVO4:Eu3+ 
було доведено вплив на тканинне дихання, зок­
рема їх здатність пригнічувати окисне фосфо-
рилювання [22]. Таким чином, потенційно нано-
частинки ортованадату гадолінію з домішкою 
європію GdVO4:Eu3+ можуть посилювати мі-

тохондріальну дисфункцію та стимулювати 
проапоптотичні зміни в клітинах, у тому числі 
внаслідок надмірного витоку електронів через 
ушкоджені мітохондрії. Зазначені зміни замкнуть 
порочне коло оверпродукування АФК та будуть 
вторинно посилювати окисний стрес. При конт­
рольованому використанні ці властивості можна 
застосовувати для стимуляції апоптозу, напри-
клад ракових клітин, що є перспективним на-
прямком у лікуванні онкологічних захворювань. 

ВИСНОВКИ. Результати наших досліджень 
свідчать про те, що наночастинки ортованадату 
гадолінію з домішкою європію GdVO4:Eu3+ при 
пероральному застосуванні в щурів у дозі 50 мкг/кг 
маси тіла без попереднього УФ­опромінення 
здатні достовірно підвищувати генерацію АФК у 
лейкоцитах, тоді як використання їх в аналогічній 
дозі з попереднім опроміненням, навпаки, су-
проводжується зменшенням продукування АФК, 
навіть порівняно з контролем. Вищевикладене 
обумовлює перспективність подальшого вивчен-
ня властивостей наночастинок ортованадату 
гадолінію з домішкою європію GdVO4:Eu3+ з 
метою використання їх у практичній медицині, 
зокрема в схемах терапії онкопатології. 
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EFFECT OF GADOLINIUM ORTHOVANADATE NANOPARTICLES WITH EUROPIUM 
GDVO4:EU3+ WITH AND WITHOUT PREVIOUS UV IRRADIATION ON THE 
GENERATION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN RAT LEUKOCYTES

Summary
Introduction. Considering the significant rate of oncopathologies spreading, search and research of methods 

for increasing the effectiveness and safety profile of anticancer therapy is relevant. One of the promising radiosen-
sitizers are nanoparticles, including gadolinium orthovanadate with europium. However, data on their cytotoxicity 
are quite limited, which determines the feasibility of their further study.

The aim of the study – to evaluate the generation of reactive oxygen species (ROS) in rats peripheral blood 
leukocytes under the influence of GdVO4:Eu3+ nanoparticles (oral administration).

Research Methods. The WAG rats were used in our study, which were divided into 3 groups that received 
drinking water (group 1); aqueous solution of GdVO4:Eu3+ at a dose of 50 μg/kg of body weight without UV irradia-
tion (group 2) and with previous UV irradiation (group 3) for 14 days intragastrically. In the suspension of leukocytes, 
the generation of ROS was determined using the fluorescent probe 2,7­dichlorodihydrofluorescein diacetate on a 
flow cytometer. The obtained results were processed statistically.

Results and Discussion. The results indicate uneven generation of ROS in leukocytes: a significant intensifi-
cation of ROS production was observed in group 2, compared to the control. Previous UV irradiation of GdVO4:Eu3+ 
nanoparticles led to a decrease in the fluorescence index (indication of ROS generation) (group 3), compared to 
the other two groups. It is obvious that the determining factor is not only the UV irradiation of nanoparticles, but also 
the duration and method of administration of the nanoparticles themselves.

Conclusions. The results of our research indicate that GdYVO4:Eu3+ nanoparticles administered orally in rats 
at a dose of 50 μg/kg of body weight without previous UV irradiation are able to reliably increase the generation of 
ROS in leukocytes, while the use of nanoparticles with a similar dose with previous UV irradiation, on the contrary, 
is accompanied by a decrease in ROS production, even compared to the control.

KEY WORDS: gadolinium orthovanadate; nanoparticles; oncology; reactive oxygen species; flow cy-
tometry.




