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Обоснование. Благодаря очень маленьким размерам наноматериалы, 
в частности кукурбитурилы, имеют уникальные физические и химические 
свойства, которые находят применение в медицине. Однако вопросы ток­
сичности кукурбитурилов не до конца изучены, в частности нас интересу­
ет иммунологическая безопасность их применения. Одним из механизмов 
нанотоксичности является образование активных форм кислорода (АФК) 
макрофагами и нейтрофилами. Гиперпродукция АФК может повлечь за собой 
окислительный стресс и дальнейшее повреждение ДНК клеток с потерей 
физиологической функции и развитием патологии.
Цель. Оценка влияния кукурбит^]урилов (n = 6,7,8) на продукцию активных 
форм кислорода макрофагами и нейтрофилами мышей.
Материалы и методы. В работе были использованы мыши гибриды F1 
(CBAхC57Bl/6) в возрасте 2 мес. (n = 11). Оценка продукции супероксидного 
радикала перитонеальными нейтрофилами и макрофагами мыши прово­
дилась спектрофотометрическим методом определения восстановления 
р-нитросинего тетразолия (НСТ) до формазана.
Результаты. Было показано, что CB[6] и CB[7] в концентрациях 0,5 и 0,3 мМ 
не оказывают ингибирующего эффекта на синтез АФК, а, наоборот, стати­
стически значимо увеличивают продукцию АФК макрофагами. Кроме того, 
CB[6] 0,3 мМ повышает уровень АФК в нейтрофилах.
Заключение. Кукурбитурилы в зависимости от используемой концентрации 
(0,3 мМ и выше) могут приводить к повышению продукцию АФК в иммуно­
компетентных клетках мышей.
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АФК, активные формы кислорода
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Background. Due to their very small size, nanomaterials, in particular cucurbiturils, 
have unique physical and chemical properties that find their application in medicine. 
However, the toxicity o f cucurbiturils is not fully understood; in particular, we are inter­
ested in the immunological safety of their use. One of the mechanisms of nanotoxicity 
is the formation of reactive oxygen species (ROS) by macrophages and neutrophils. 
Hyperproduction of ROS can lead to oxidative stress and further damage to cell DNA 
with loss of physiological function and development of pathology.
The aim. Evaluation of the effect of cucurbit[n]urils (n = 6, 7,8) on the production 
of reactive oxygen species by mice macrophages and neutrophils.
Materials and methods. F1 hybrid mice (CBAxC57Bl/6) aged 2 months (n = 11) 
were used in the work. Evaluation of superoxide radical production by peritoneal 
mouse neutrophils and macrophages was carried out by spectrophotometric method 
for determining the reduction of p-nitroblue tetrazolium (NBT) to formazan. 
Results. It was shown that CB[6] and CB[7] at concentrations of 0.5 and 0.3 mM 
do not have an inhibitory effect on ROS synthesis, but, on the contrary, significantly 
increase ROS production by macrophages. In addition, CB[6] 0.3 mM increases 
the level of ROS in neutrophils.
Conclusion. Cucurbiturils can lead to an increase in the production of ROS in im­
munocompetent cells, depending on the concentration used (0.3 mM and higher).

Key words: macrophages, neutrophils, nanoparticles, cucurbiturils, ROS, reactive 
oxygen species
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В В Е Д Е Н И Е

Активные формы кислорода (АФК) легко вступа­
ют в химические реакции с макромолекулами, такими 
как липиды, белки, углеводы и нуклеиновые кислоты, 
вызывая их окислительную модификацию, что приво­
дит к потере их функции [1].

Некоторые исследователи связывают токсичность 
наночастиц с генерацией АФК [2, 3]. Так ли это на самом 
деле? Наночастицы в биологических целях создаются 
и применяются, в основном, для использования в каче­
стве высокоактивных антибактериальных или проти­
воопухолевых агентов. В случае с неорганическими на­
ночастицами (наночастицы на основе металлов) их ток­
сичность связывают с некрозом, апоптозом, аутофагией, 
фрагментацией, ингибированием синтеза ДНК вплоть 
до мутагенеза, повреждением или полным разрушени­
ем клеточных мембран, нарушением их проницаемости, 
внутриклеточным окислением, изменением мембранных 
потенциалов и нарушением процессов переноса элек­
тронов, ингибированием ферментов или подавлением 
их активности (например, АТФазы), а также остановкой 
клеточного цикла и митоза, ингибированием пролифе­
рации клеток [4]. С органическими полимерами всё го­
раздо сложнее. Например, известные дендримеры поли­
амидоамина (poly(amidoamine) -  PAMAM) вызывают по­
вышенную продукцию внутриклеточных активных форм 
кислорода (АФК), генотоксичность и апоптоз при воз­
действии in vitro дендримерами поколений G4, G5 и G6. 
Наблюдается зависимое от поколения дендримеров 
PAMAM усиление продукции АФК. Токсические прояв­
ления хорошо коррелируют с химией поверхности нано­
частиц, в частности, с количеством поверхностных ами­
ногрупп в поколениях РАМАМ [5]. Исследования с фул- 
лереном Бакминстера (C(60)) и фуллеренолом показали, 
что условия окружающей среды, включая воздействие 
света и концентрацию кислорода, могут влиять на обра­
зование токсичных АФК при воздействии фуллеренами 
[6]. Однако карбоксилированный C60 известен как на­
номатериал с мощной биоантиоксидантной способно­
стью, которая может предотвратить дисфункцию тканей, 
вызванную окислительным стрессом. Некоторые иссле­
дования показали, что в различных патологических мо­
делях in vivo и in vitro разнонаправленные положитель­
ные биологические эффекты карбоксилированного C60 
опосредуются его антирадикальной активностью [7]. Ка­
сательно кукурбитурилов (СВ) сообщалось о комплексо­
образовании дифенилениодония -  биоактивного иона 
галония -  с CB[7] и CB[8], при этом комплексообразова­
ние изменяло ингибирующую активность дифенилени­
одония по отношению к продукции АФК [8]. Следующий 
гибрид -  супрамолекулярная нанокапсула азобензола 
(Азо) и метилвиологена (MV) на основе CB[8] может ими­
тировать систему защиты внутриклеточных фермента­
тивных АФК, то есть выступать в качестве антиоксидан­
та [9]. Накопившихся данных по органическим наноча­
стицам и их влиянии на продукцию АФК на сегодняш­
ний день недостаточно, поскольку существуют различ­
ные модификации наночастиц. Один и тот же полимер,

но с различной «начинкой» в виде иона металла или ча­
стицы лекарственного средства может либо вызывать 
продукцию АФК, либо её ингибировать, а также высту­
пать в роли антиоксиданта. Следовательно, существу­
ют критические детерминанты, которые могут повли­
ять на генерацию АФК. Эти критические детерминанты 
включают: размер, форму, площадь поверхности части­
цы, поверхностные положительные заряды, поверхност­
ные группы, растворение частиц, высвобождение иона 
металла из наночастиц на основе металлов либо оксидов 
металлов, активацию ультрафиолетовым светом, агрега­
цию, режим взаимодействия с клетками, влияние на pH 
среды, а также иммунологическое окружение, которое 
по-особенному взаимодействует со сложными органи­
ческими наночастицами, такими как кукурбитурилы [10].

Широкому терапевтическому применению наноча­
стиц препятствует эффективно работающая иммунная 
система организма. При введении в организм кукур­
битурилов клетки иммунной системы способны погло­
щать их. В целях иммунологической защиты макрофаги 
и нейтрофилы используют респираторный взрыв в от­
вет на чужеродное проникновение в макроорганизм хи­
мических соединений, хотя так же активные формы кис­
лорода принимают участие в передаче сигналов клетке 
[11, 12, 13]. Показано, что комплексы CB[7] с молекула­
ми красителя (флуорофоры, конъюгированные со спер- 
мидином и адамантиламином) могут проникать через 
клеточные мембраны клеток макрофагов мыши; в тече­
ние 20 минут 86 % клеток включили комплекс [14]. Со­
ответственно, CB теоретически могут активировать ма­
крофаги и могут оказывать влияние на продукцию АФК.

Наночастицы усиливают экспрессию провоспали­
тельных цитокинов и активируют макрофаги, что уве­
личивает образование АФК [3, 15].

Наночастицы широко используются в качестве си­
стем доставки лекарственных средств, поскольку нано­
частицы могут не только увеличивать биосовместимость 
и растворимость лекарств, но также увеличивать время 
их циркуляции в крови [16]. Образование комплексов 
кукурбитурилов с лекарственными средствами пред­
лагается применять для достижения следующих преи­
муществ [17]: увеличение стабильности лекарственного 
средства и снижение коэффициента деградации in vivo; 
увеличение растворимости; контроль клиренса; изме­
нение способа приёма (с парентерального на перораль­
ный); маскировка вкуса. Кукурбитурилы и комплексы 
на их основе обладают широким спектром иммуномо­
дуляторной и противоопухолевой активностей [18-21].

Целью данной работы является оценка влияния 
кукурбит[п]урилов (n = 6, 7, 8) на продукцию активных 
форм кислорода макрофагами и нейтрофилами мышей.

М А Т Е Р И А Л Ы  И М Е ТО Д Ы

В работе были использованы мыши гибриды F1 
(CBAxC57Bl/6) в возрасте 2 мес. (n = 11). Животных со­
держали в соответствии с правилами, принятыми Ев­
ропейской конвенцией по защите животных, использу­
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емых для экспериментальных или иных научных целей 
[22]. Макрофаги и нейтрофилы перитонеальной поло­
сти, получаемые для проведения данного исследования, 
выделяли методом вымывания с помощью питательной 
среды из брюшной полости животных после умерщвле­
ния после декапитации. Для привлечения в брюшную 
полость нейтрофилов и макрофагов животным прово­
дилась инъекция в брюшную полость 1 мл 10%-го сте­
рильного пептона за 3 часа до эксперимента в случае 
выделения нейтрофилов, и за 72 часа для получения ма­
крофагов. После выделения клетки разделяли на при­
липающую и неприлипающую фракции для сокраще­
ния примеси иных клеточных популяций. Культивиро­
вание полученных клеточных культур проводили в при­
сутствии CB[n], где (n = 6, 7, 8) в концентрациях 0,1, 0,3 
и 0,5 мМ -  CB[6,7] и 0,01 мМ -  CB[8], в качестве контро­
ля использовались клетки, активированные зимозаном, 
а также клетки без стимуляции наночастицами либо зи­
мозаном. Уровень продукции супероксидного радикала 
перитонеальными нейтрофилами и макрофагами мыши 
оценивался с помощью восстановления нитросинего те- 
тразолия (НСТ) до формазана [23, 24]. К монослою кле­
ток добавляли 0,5 мл раствора фосфатно-солевого бу­
фера с 0,1 % глюкозы с добавлением 2 мг/мл зимозана, 
предварительно опсонизированного сывороткой мы­
шей, и 1 мг/мл НСТ. Планшет с пробами термостатиро- 
вали при 37 °С в течение 30 минут, гранулы формаза­
на растворяли в 0,5 мл диметилсульфоксида. Далее де­
тектировали оптическую плотность в лунках планше­
та на мультимодальном планшетном ридере («Berthold 
Technologies», США) при длине волны 540 нм. Результаты 
выражали в условных единицах оптической плотности.

Статистическую  обработку результатов иссле­
дования проводили, вычисляя медиану (Me), 25-й 
и 75-й перцентиль (LQ, HQ), и представляли в виде 
Me (LQ, HQ). Оценку различий между клетками, куль­
тивированными в различны х условиях, проводи­
ли при помощи непараметрического критерия Вил- 
коксона, статистически значимыми считали резуль­
таты при р  < 0,05.

РЕЗУЛ ЬТА ТЫ  И О БСУЖ Д ЕН И Е

Полученные нами данные (рис. 1) указы ваю т 
на то, что CB[6] и CB[7] в концентрациях 0,5 и 0,3 мМ 
не оказывают ингибирующего эффекта на синтез АФК, 
а, наоборот, статистически значимо увеличивают про­
дукцию АФК макрофагами. Так же CB[6] 0,3 мМ повы­
шает уровень АФК в нейтрофилах (рис. 2). CB[8] не ока­
зывал влияния не продукцию АФК ни нейтрофилами, 
ни макрофагами.

В случае нейтрофилов по уровню генерации АФК 
и способности к инактивации они дифференцированы 
на два функционально неравнозначных класса. Первые 
взаимодействуют с чужеродным веществом и инакти­
вируются, активно генерируя АФК, а вторые не инак­
тивируются и в меньшей степени производят АФК. 
Очевидно, in vivo клетки первого класса являются фа­
гоцитами, а клетки второго выполняют иные функции
[25]. Взаимодействие кукурбитурилов с нейтрофила­
ми не изучено, поэтому, вероятно, они лучше взаимо­
действует с кукурбит[6]урилом в определённой кон­
центрации. В случае макрофагов, поскольку они яв-
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РИС. 1.
Влияние C B [6 ,7 ,8 ] на продукцию акт ивны х форм кислорода  
м акрофагами мыш ей-гибридов F1(CBAxC57Bl/6). Данны е пред­
ст авлены  в виде диаграмм размаха, где верхний и нижний 
кварт или (25 %  и 75 %) -  верхняя и нижняя границы прям оу­
гольника соот вет ст венно; горизонт альная линия -  м едиа­
на; верхние и нижние границы фигуры -  максим альное и м ини­
мальное значения соот вет ст венно; * -  ст ат ист ически зна­
чимые различия по сравнению  с  конт ролем  (р < 0,05)

FIG. 1.
Effect o f  C B [6 ,7 ,8 ] on production o f  reactive oxygen species 
by m acrophages o f  F1(CBAxC57Bl/6) hybrid mice. Data are pre­
sented as box-and-w hiskerplots, with boxes extending from  
the 25th to the 75th percentile, with a horizontal line at the m edian, 
while the whiskers extend to the lowest and highest data points;
* -  difference is significant (p < 0.05) vs. control
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РИС. 2. FIG. 2.
Влияние C B [6 ,7 ,8 ] на продукцию акт ивны х форм кислоро­
да нейт роф илам и мыш ей-гибридов F1(CBAxC57Bl/6). Данные  
предст авлены  в виде диаграмм размаха, где верхний и ниж­
ний кварт или (25 %  и 75 %) -  верхняя и нижняя границы пря­
моугольника соот вет ст венно; горизонт альная л иния -  м е­
диана; верхние и нижние границы фигуры -  максимальное  
и м иним альное значения соот вет ст венно; * -  ст ат ист иче­
ски значимые различия по сравнению  с  конт ролем (р < 0,05)

Effect o f  C B [6 ,7 ,8 ] on production o f  reactive oxygen species 
by neutrophils o f  F1(CBAxC57Bl/6) hybrid mice. Data are pre­
sented as box-and-w hiskerplots, with boxes extending from the 
25th to the 75th percentile, with a horizontal line at the m edian, 
while the whiskers extend to the low est a n d  highest data points; 
* -  difference is significant (p < 0.05) vs. control

ляются первой линией защиты от чужеродного воз­
действия, вероятно, при встрече макрофага с кукур- 
битурилом происходит более тесное взаимодействие, 
также и спектр молекул для взаимодействия у макро­
фагов значительно шире.

Предположительно, влияние кукурбитурилов зави­
сит от дозировки и молекулы, которая находится в поло­
сти кукурбитурилов. Так, включение молекулы ресвера- 
трола (и подобных соединений) в полость кукурбитури- 
ла позволяет данному комплексу улавливать радикалы 
и выступать в качестве антиоксиданта [26]. Таким обра­
зом, кукурбитурилы способны быть внешними модуля­
торами активных форм кислорода.

в ы в о д

Влияние кукурбитурилов на нейтрофилы и макрофа­
ги мышей зависит от дозировки, чем меньше концентра­
ция кукурбитурилов, тем ниже уровень продукции ак­
тивных форм кислорода. Следовательно, в низких кон­
центрациях (0,1 мМ и ниже) кукурбитурилы при исполь­
зовании их в качестве биомедицинского агента не будут 
приводить к усилению продукции АФК.
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