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Введение
Во всем мире растет внимание к перспективам развития нанотехнологий. Наиболее активно развивающимися направлениями наноиндустрии являются нанобиология и наномедицина. Развитие нанотехнологий с использованием белковых, липидных молекул, нуклеиновых кислот и их синтетических аналогов дает возможность создавать новые высокочувствительные и дешевые системы для ранней диагностики и лечения, обеспечивающие пролонгированное поступление лекарственных веществ, целевую доставку в определенные органы и клетки-мишени,  улучшение фармакологических свойств препарата, снижение эффективной дозы и системной токсичности [1,2,3]. 

Несмотря на существующее многообразие препаратов, продолжается поиск лекарств, отвечающих определенным параметрам: эффективность, безопасность, биодоступность, стоимость. При этом препараты наночастиц железа с их  уникальными свойствами (высокая поверхностная энергия; устойчивая сорбция биомолекул; изменение физико-химических свойств под действием физических полей; малые размеры сопоставимые с биомолекулами) открывают широкие перспективы для использования наноматериалов в терапии различных заболеваний. Особое внимание уделяется биологическому синтезу железосодержащих наночастиц, что обусловлено биологической совместимостью данных объектов и возможностью управления внешним магнитным полем [3,4]. Преимущества микроорганизмов, как потенциальных источников выделения наночастиц, заключаются в возможности управляемого наращивания их биомассы и получения наночастиц с заданными свойствами без существенных энергетических затрат [5].
Совокупность научных данных о наноматериалах указывает на то, что они относятся к новому классу продукции, и характеристика их потенциальной опасности для здоровья человека и состояния среды обитания во всех случаях является обязательной. В связи с этим изучение безопасности наноматериалов, создание методологии по оценке их биосовместимости, биодеградируемости, токсичности, разработка нормативных документов являются актуальными проблемами для мирового сообщества [6,7]. 
Таким образом целью исследования является оценка воздействия магнитных наночастиц ферригидрита на нейтрофильные гранулоциты крови человека (in vitro) для определения их биосовместимости и экотоксичности.

Объекты и методы
Объектами исследования являлись нейтрофильные гранулоциты крови, выделенные у 29 условно-здоровых доноров крови и наночастицы ферригидрита (НЧ), концентрацию которых рассчитывали исходя из минимального и максимального количества железосодержащих веществ в организме человека [8]. В связи с этим, доза препаратов в минимальной концентрации составила 25 мг, в максимальной – 50 мг на 106 клеток в 1 мл. В работе использован золь магнитных наночастиц ферригидрита,  полученный из биомассы бактерий продуцентов Klebsiella oxytoca. Данный вид бактерии в анаэробных условиях способен синтезировать секреторный экзополисахарид, который связан с наночастицами ферригидрита [9,10]. Использованная бактериальная культура, была выделена из сапропеля озера Боровое (Красноярский край) [10,11].

Оценку состояния здоровья доноров и забор крови осуществляли на базе Центра крови № 1. Перед процедурой забора крови, донору предоставляли форму информационного согласия на участие в научно-исследовательской работе.

Респираторный взрыв нейтрофильных гранулоцитов крови определяли с помощью хемилюминесцентного анализа. Исследование спонтанной и зимозан-индуцированной люминол-зависимой хемилюминесценции (ХЛ) осуществляли с помощью биохемилюминесцентного анализатора “CL3606M” (СКТБ “Наука”, Красноярск, Россия) [12]. Результаты хемилюминесцентного анализа характеризовали по следующим параметрам: время выхода на максимум интенсивности (Tmax), максимальное значение интенсивности (Imax) и площадь (S) под хемилюминесцентной кривой. Усиление ХЛ, индуцированной зимозаном, оценивали соотношением площади индуцированной (Sинд.) к площади спонтанной (Sспонт.) и определяли как индекс активации (ИА) [13].

Оценку воздействия наночастиц на нейтрофильные гранулоциты (in vitro) проводили с помощью определения раннего и позднего хемилюминесцентного ответа: 
Оценка респираторного взрыва клеток при контакте с наночастицами (ранний ответ, протокол №1):  Наночастицы вносили в опытные пробы непосредственно перед хемилюминесцентным анализом в концентрациях 25 мг и 50 мг на 106 клеток в 1 мл. Для каждой концентрации готовили 2 кюветы для исследования спонтанной/зимозан-индуцированной реакции. Для сравнения, хемилюминесцентную активность измеряли в нейтрофильных гранулоцитах без воздействия НЧ (контроль). Далее проводили хемилюминесцентный анализ. 
Оценка респираторного взрыва клеток при длительном контакте с наночастицами (поздний ответ, протокол №2):  Наночастицы в концентрациях 25 мг и 50 мг на 106 клеток в 1 мл вносили к нейтрофильным гранулоцитам. Суспензии инкубировали в течение 30 минут при температуре 37оС. Для каждой концентрации готовили 2 кюветы для исследования спонтанной/зимозан-индуцированной реакции. Для сравнения нейтрофильные гранулоциты инкубировали в течении 30 минут при температуре 37оC без воздействия НЧ (контроль). Далее проводили хемилюминесцентный анализ. 
Cтатистический анализ осуществлялся с помощью пакетов прикладных программ Statistica 6.1 (StatSoftInc., 2007). Описание выборки производили с помощью подсчета медианы (Ме) и интерквартильного размаха в виде 25 и 75 процентилей (С25 и С75). Достоверность различий между показателями независимых выборок оценивали по непараметрическому критерию Манна-Уитни. Достоверность различий между показателями зависимых выборок оценивали по U критерию Вилкоксона.
Результаты исследования

С помощью люминол-зависимой хемилюминесценции определяли базовую активность клеток и резервные возможности нейтрофильных гранулоцитов при воздействии на них неспецифического индуктора в виде зимозана. Исследована способность нейтрофильных гранулоцитов к образованию общего пула вторичных радикалов кислорода (H2O2, .OH, 1O2, HClO).
При исследовании раннего хемилюминесцентного ответа нейтрофильных гранулоцитов на воздействие наночастиц in vitro в минимальной концентрации (25 мг на 106 клеток в 1 мл) не было выявлено достоверных различий с контрольной группой. Таким образом было отмечено, что уровень респираторного взрыва нейтрофильных гранулоцитов не изменяется при воздействии НЧ в минимальной концентрации.


В результате оценки раннего ответа нейтрофильных гранулоцитов на воздействие максимальной концентрации НЧ (50 мг на 106 клеток в 1 мл) in vitro было обнаружено статистически достоверное уменьшение в 1,6 раз показателей интенсивности реакции в зимозан-индуцированном процессе (рис.1, а). Также достоверно, в 2,1 раза, снижалась площадь под кривой хемилюминесцентной реакции стимулированной зимозаном относительно контроля (рис.1, б). При определении усиленной ХЛ отмечено снижение ИА в 2,3 раза при воздействии наночастицами (рис.2, а).

При оценке позднего ответа нейтрофильных гранулоцитов на воздействие НЧ в минимальной концентрации (25 мг на 106 клеток в 1 мл) также не обнаружено статистически значимых результатов. При воздействии максимальной концентрации НЧ (50 мг на 106 клеток в 1 мл) на нейтрофильные гранулоциты in vitro было обнаружено статистически достоверное снижение показателя   характеризующего время выхода на пик (в 10 раз) в спонтанной хемилюминесцентной реакции (рис.3, а) и, в 6 раз, показателя максимальной интенсивности хемилюминесцентного процесса в нагрузочных тестах (рис.3, б). Хемилюминесцентный показатель, описывающий площадь под кривой зимозан-индуцированной реакции снижался в 5,6 раза после инкубации нейтрофильных гранулоцитов с НЧ (рис.3, в). Также при длительном  воздействии НЧ in vitro происходило снижение в 3,7 раза ИА (рис.2, б).
Обсуждение результатов исследования

Взаимодействие наночастиц с биологическими объектами может приводить к их встраиванию в мембраны, проникновению в клетки и клеточные органеллы и даже изменять функции различных биологических структур. Все эти свойства наночастиц определяет их биокинетика и биологическая активность [1,3]. 
Поверхности наночастиц, обеспечивающие взаимодействие с окружающей средой, являются областями, где происходит генерация свободных радикалов. Генерация свободных радикалов, индуцирующая оксидативный стресс, по современным представлениям является одним из основных механизмов токсичности наноматериалов in vivo [6]. Генерация свободных радикалов может протекать как во внеклеточном пространстве, так и при попадании наночастиц внутрь клетки. На первом этапе ответа клеток происходит активация противоокислительного потенциала клеток, способствующая их защите от реактивных форм кислорода [7]. Следовательно, первой реакцией на наночастицы в клетках является включение защитного механизма, направленного на снижение концентрации свободных радикалов. На что и указывает низкий уровень позднего ответа спонтанной и зимозан-индуцированной хемилюминесценции нейтрофильных гранулоцитов на воздействие НЧ in vitro и отражает низкую концентрацию активных форм кислорода и таким образом снижение метаболической активности клеток при длительном воздействии НЧ. 
Заключение
Установлено, что при воздействии НЧ на клетку значительно снижается интенсивность оксидации. Уровень свободнорадикального окисления  снижается при предварительной инкубации клеток с НЧ. При этом, кратковременный эффект НЧ может быть модулирующим и зависеть от исходного уровня реактивности клеток.  Уникальная  особенность НЧ в том, что снижение оксидативного стресса при их воздействии происходит исключительно в стимулированной реакции. Таким образом, можно отметить, что действие НЧ реализуется преимущественно на активированные клетки. Поскольку наночастицы могут накапливаться и достаточно длительное время сохраняться в организме, а их взаимодействие с биологическими объектами в значительной мере определяются свойствами наночастиц, отсюда становится очевидной необходимость проведения исследований этих процессов на системном уровне и привлечение методов предсказания свойств наночастиц и моделирования механизмов взаимодействия наночастиц с биологическими молекулами и системами. 
