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На теперішній час наночастинки широко вико-
ристовуються у медицині та біології. Зокрема, по-
казано, що накопичення наночастинок у клітинах 
залежить від багатьох факторів: хімічного складу, 
форми, розміру, а також від складу розчину інкуба-
ції та типу клітин, що взаємодіють з наночастинка-
ми. З огляду на це було досліджено лінію клітин  
PK-15, оскільки вона конститутивно експресує ксе-
ноантиген Gal-α-1,3-Gal (α-Gal-епітоп) на клітинній 
мембрані. Цей епітоп активує реакцію гіпергостро-
го відторгнення за умов трансплантації. У зв’язку з 
цим питання щодо його елімінації є принципово 
важливим при використанні біоімплантатів, клапан-
них протезів, біоскаффолдів, отриманих з тканин 
тварин. 

Мета дослідження – встановлення основних 
параметрів мічення наночастинками на основі ор-
тованадату гадолінію європію GdYVO4:Eu3+ та Gd-
VO4:Eu3+ (часу інкубації, температури та складу роз-
чину, необхідності струшування) клітин лінії PK-15. 

За допомогою методів клітинного культивуван-
ня та флуоресцентної мікроскопії в роботі було 
досліджено мічення клітин лінії PK-15 наночастин-
ками за умов варіації наступних параметрів: конце-
нтрації наночастинок, часу інкубації, температури 
інкубації, введення до складу розчину 10% феталь-
ної телячої сироватки, струшування. В експеримен-
ті були використані наночастинки на основі ортова-
надату гадолінію європію різні за розміром та фор-
мою: сферичні GdYVO4: Eu3+ (1-2 нм) та веретено-
подібні GdVO4: Eu3+ (25×8 нм). 

Встановлено, що інкубація клітин з наночастин-
ками протягом 60 хвилин при 22°С є достатньою 
для зв’язування наночастинок різної форми та роз-

міру з клітинами РК-15. За умов інкубації при 0°С 
струшування було необхідно для полегшення кон-
такту клітин з наночастинками. Використання інку-
баційних розчинів, які містять фетальну телячу 
сироватку, виявилось недоцільним, оскільки в цих 
умовах не спостерігається флуоресценції наночас-
тинок. Це можливо є наслідком того, що фетальна 
теляча сироватка перешкоджає взаємодії наночас-
тинок з мембранами клітин. 

Ключові слова: наночастинки, ортованадат 
гадолінію, клітини лінії РК-15, культивування, флу-
оресценція. 

 
Зв'язок роботи з науковими програмами, 

планами, темами. Дослідження виконано в рамках 
науково-дослідної теми «Властивості кріоконсерво-
ваних первинних культур клітин ендокринних залоз 
неонатальних тварин in vitro та in vivo при трансп-
лантації», № державної реєстрації 0116U003494. 

Вступ. Інтенсивний розвиток нанотехнологій 
останніми роками сприяв розширенню галузей за-
стосування наночастинок (НЧ) в біології та медици-
ні [4, 9, 11, 14, 24]. Було встановлено, що біосуміс-
ність НЧ багато в чому залежить від умов захоп-
лення НЧ клітинами [27]. Також показано, що аку-
муляція НЧ клітинами залежить від хімічного скла-
ду НЧ і середовища інкубації [15], форми та розмі-
ру НЧ [16], часу їх накопичення та концентрації 
[21], а також типу клітин, які взаємодіють з НЧ  
[2, 20]. 

Лінія клітин нирки свині РК-15 широко викорис-
товується в медико-біологічних дослідженнях, але 
й досі є мало вивченим в цьому аспекті об'єктом. 
Щодо взаємодії клітин цієї лінії з НЧ різної хімічної 
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природи встановлено можливість використання НЧ 
в якості носіїв генів для трансфекції клітин РК-15. 
Крім того, клітини цієї лінії було використано як 
модельну систему для дослідження вільно-
радикальних процесів, індукованих НЧ в мітохонд-
ріях [12, 28].  

Тим часом, лінія клітин нирки свині РК-15 воло-
діє дуже важливою характеристикою, а саме консти-
тутивною експресією ксеноантигена Gal-α-1,3-Gal на 
клітинній мембрані [19]. Високий природний титр 
антитіл до цього антигену у людини є причиною 
розвитку гіпергострого і гострого відторгнення тра-
нсплантату, отриманого від донора, що експресує 
α-Gal епітоп [6]. Було показано, що α-Gal епітоп, 
навіть екстраґований і кон'юґований з органічними 
наночастинками, при взаємодії з природними анти-
тілами до цього ксеноантигену викликає in vivo 
швидку мобілізацію макрофагів і стимулює секре-
цію ними широкого спектру цитокінів [6, 29]. Тому, 
елімінація епітопу або зниження його експресії на 
поверхні клітин може продовжити «життя» трансп-
лантату. Це особливо актуально для використання 
біоімплантатів, отриманих з тканин свиней клапан-
них протезів, біоскаффолдів тощо. Відомо, що на-
ночастинки можуть бути використані для модифіка-
ції антигенів на поверхні клітин [23]. 

Метою даного дослідження було встановлення 
основних параметрів мічення наночастинками на 
основі ортованадату гадолінію європію GdYVO4:Eu3+ 
та GdVO4:Eu3+ (часу інкубації, температури та скла-
ду розчину, необхідності струшування) клітин лінії 
PK-15. 

Матеріал та методи дослідження. В експери-
менті використана перещеплювана лінія клітин 
нирки свині РК-15. Лінію клітин PK-15 підтримували 
в стандартних умовах з використанням живильного 
середовища DMEM/F12 («PAA», Австрія), що міс-
тить 100 Од/мл пеніциліну ( «Arterium», Україна), 
100 мг/мл стрептоміцину ( «Arterium») і 10% фе-
тальної телячої сироватки (ФТС; «Biowest», Фран-
ція). Для експерименту клітинний моношар відкріп-
ляли за допомогою суміші 0,5% трипсину («Sigma», 
США) і розчину Версену (1: 1). Після ретельного 
відмивання від ферменту шляхом центрифугуван-
ня у живильному середовищі клітини інкубували з 
наночастинками без сироватки або з ФТС. 

В експерименті були використані НЧ на основі 
ортованадату гадолінію європію різні за розміром 
та формою: сферичні GdYVO4: Eu3+ (1-2нм) – НЧ1 
та веретеноподібні GdVO4: Eu3+ (25 × 8нм) – НЧ2. 

Інкубацію проводили в поліпропіленових пробі-
рках SPL (life sciences) в об’ємі 1 мл в кінцевій кон-
центрації клітин 1*105 кл/мл та інкубували з нано-
частинками в концентраціях в діапазоні від 25 до 
100 мкг/мл протягом 60-180 хв за температури 0 и 

22 ºС. Температурний режим 0 та 22 ºС підтриму-
вали з використанням водяної бані (для 0 ºС – з 
льодом). Струшування здійснювали на струшувачі 
UOSLab SH 5 (Україна) зі швидкістю 60 об/хв. В 
якості розчину для інкубації використовували роз-
чин DMEM (PAA, Австрія), що в деяких експериме-
нтах містив 10% фетальної телячої сироватки 
(ФТС). 

Спостереження ізольованих клітин проводили 
за допомогою флуоресцентного мікроскопа Olym-
pus XI71 (Японія) на збільшенні x1000. Зв'язування 
НЧ з клітинами РК-15 визначали за наявністю діля-
нок з характерною червоно-помаранчевої люмінес-
ценцією на поверхні клітин, що обумовлена перено-
сом енергії від групи VO4

3-
 на Eu3+ при збудженні 

ультрафіолетом [17, 25]. Для обробки зображень 
використовували програму AxioVision Rel4.7 (США). 

Результати дослідження. В сучасні науковій 
літературі існує розбіжність щодо вибору розчину 
для інкубації з НЧ. Стандартна методика акумуля-
ції НЧ на основі ортованадату гадолінію, яка була 
розроблена для ізольованих гепатоцитів щура, 
передбачала інкубацію клітин в середовищі з 10% 
ФТС [26]. Автори стверджували, що наявність в 
середовищі інкубації сироваткових протеїнів стабі-
лізує НЧ та перешкоджає їхній агрегації, яка розви-
вається в сольових розчинах [15]. Однак згідно з 
протоколом [11], клітини РК-15 інкубували з НЧ в 
розчині без сироватки. Більш того, в роботі [30] 
показано, що введення в розчин інкубації холесте-
рину, який у певній кількості присутній у сироватці, 
знижує ефективність накопичення НЧ гепатоцита-
ми щурів. Крім того, в роботі [10] показано, що вве-
дення 10% ФТС в розчин інкубації може пригнічу-
вати захоплення НЧ клітинами одного фенотипу, і 
не впливати на інші. Враховуюче вищесказане, 
необхідно було вивчити взаємодію клітин лінії РК-
15 з НЧ в розчинах обох типів, тобто тих, що міс-
тять та не містять ФТС. 

Досить суперечливі дані існують також щодо 
токсичності НЧ на основі ортованадату гадолінію. 
Відсутність вираженого цитотоксичного ефекту 
комплексу GdVO4:Eu3+ було показано для клітин-
них ліній SKOV3 та A549 [13]. У роботі Гольце-
ва А.М. з співавт. [7] було показано, що НЧ здатні 
до виборчого зв'язування з пухлинними клітинами 
певного фенотипу і пригнічення росту пухлини. 
Також було показано [1], що сферичні НЧ мали 
виражений прооксидантний ефект.  

Нами було досліджено чотири різних концентра-
ції НЧ1 в діапазоні від 25 до 100 мкг/мл. Інкубацію 
проводили в розчинах, що не містили ФТС. Встанов-
лено, що НЧ1 в концентрації 25 та 50 мкг/мл не ма-
ють вираженої токсичної дії на клітини лінії РК-15. 
Однак, в цих випадках практично не спостерігається 
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зв'язування НЧ1 (рис. 1, а, б). Чітка флуоресценція 
НЧ1 на поверхні клітин спостерігається за концент-
рацій 75 та 100 мкг/мл (рис. 1, в, г). Однак, при 
цьому виявляються пошкоджені клітини та фрагме-
нти зруйнованих клітин.  

У наступному експерименті інкубацію НЧ1 про-
водили в розчинах, які містили 10% ФТС. Було 
встановлено, що ФТС в концентрації 10% запобіга-
ла токсичній дії підвищених концентрацій НЧ1. Од-
нак після інкубації клітин РК-15 з НЧ1 в присутності 
ФТС в жодному з досліджених зразків не було ви-
явлено специфічної флуоресценції зв'язаних НЧ1. 
Це свідчило про те, що додавання ФТС до інкуба-
ційного середовища перешкоджає взаємодії клітин 
лінії РК-15 з НЧ1.  

Наступним етапом нашої роботи було дослі-
дження впливу температури інкубації клітин РК-15 
на накопичення НЧ1 в розчинах без сироватки. На 
рис.2 представлені флуоресцентні фотографії клі-
тин після інкубації з НЧ1 при температурах 22 та 0°
С без струшування та при постійному струшуванні. 
Встановлено, що після 60 хв інкубації з НЧ1 в кон-
центрації 100 мкг/мл при 22°С НЧ1 зв'язуються з 
клітинами незалежно від струшування (рис. 2 а, б), 
а при 0°С – тільки при постійному струшуванні 
(рис. 2, в, г). 

При використанні НЧ різного розміру фактор 
перемішування інкубаційного середовища теж  
відіграє значну роль. Нами було в порівняльному 

аспекті використані НЧ1 та НЧ2 при постійному 
струшуванні та без нього. Встановлено, що стру-
шування в процесі інкубації сприяло збільшенню 
кількості зв'язаних НЧ1, що виявлялося більш яск-
равою флуоресценцією об'єктів (рис. 3, а, в). При 
інкубації з більш крупними веретеноподібними НЧ2 
без струшування мічення клітин не спостерігалося 
(рис. 1, б), тоді як струшування сприяло цьому 
процесу (рис. 1, г). 

Обговорення результатів дослідження. При 
використанні наночастинок у сучасних біологічних 
дослідженнях завжди постає питання про їхню ток-
сичність для живих клітин. Шкідлива дія наночасти-
нок, як і накопичування їх у клітинах, залежить від 
хімічного складу, форми, розміру та типу клітин, що 
взаємодіють з наночастинками. У проведених нами 
експериментах виявилося, що сферичні наночас-
тинки GdYVO4: Eu3+ розміром 1-2 нм мають токсич-
ну дію на клітини лінії РК-15 в концентраціях 75 та 
100 мкг/мл. При цьому додавання ФТС в концент-
рації 10% запобігає токсичній дії підвищених конце-
нтрацій наночастинок, однак одночасно в цих умо-
вах зникає флуоресценція наночастинок, які взає-
модіють з клітинами. Це можливо є наслідком того, 
що ФТС перешкоджає взаємодії наночастинок з 
мембранами клітин. 

Отримані дані узгоджується з даними інших ав-
торів про те, що при додаванні НЧ в розчини з ФТС, 
вони утворюють комплекси з білками сироватки, 

Рис. 1. Флуоресцентні зображення клітин РК-15 після 60 хв інкубації з НЧ1 у концентраціях 25 (а), 50 (б), 75 (в)  
і 100 (г) мкг/мл при 22°С при постійному струшуванні. Інкубація в розчині без ФТС. Червоно-помаранчева флуорес-

ценція – НЧ на поверхні клітин, зелена флуоресценція - аутологічна флуоресценція клітин. Зб. х 1000 
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Рис. 2. Флуоресцентні зображення клітин РК-15 після 60 хв інкубації з НЧ1 в концентрації100 мкг/мл при 22°С (а, б) 
і 0°С (в, г) без струшування (а, в) або при постійному струшуванні (б, г). Червоно-помаранчева флуоресценція – НЧ 

на поверхні клітин, зелена флуоресценція - аутологічна флуоресценція клітин. Зб. х 1000 

А Б 

B Г 

Рис. 3. Флуоресцентні зображення клітин РК-15 після 60 хв інкубації з НЧ 1 (а, в) і НЧ 2 (б, г) в концентрації  
(100 мкг/мл) при 22°С без (а, б) та при постійному струшуванні (в, г). Червоно-помаранчева флуоресценція – НЧ  

на поверхні клітин, зелена флуоресценція - аутологічна флуоресценція клітин. Зб. х 1000 

А В 

Б Г 
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формуючи «корону» – динамічне утворення, розмір 
якого залежить від часу інкубації і складу розчину 
[3, 15, 18]. При цьому подальша здатність до інтер-
налізації комплексів білок-НЧ в клітини також різна 
для різних середовищ культивування і типів клітин. 
Так, для клітин лінії Hela було показано, що ком-
плекси білок-НЧ, утворені в живильному середови-
щі RPMI, більш активно інтерналізуються в клітини, 
в порівнянні з середовищем DMEM [18]. Макрофа-
ги лінії RAW 264.7 повністю втрачали здатність до 
фагоцитозу НЧ в комплексі з «короною» протеїнів, 
збагаченої імуноглобулінами, факторами компле-
менту і коаґуляційними білками [3]. 

Як було з’ясовано раніше, проникнення НЧ в 
клітини може здійснюватися різними шляхами: за 
допомогою ендоцитозу, пасивної дифузії, по мем-
брано-транспортним каналам, крізь самоорганізо-
вані нанорозмірні пори в мембрані [5, 8, 22]. Оче-
видно, що в наших експериментальних умовах при 
температурі інкубації 0°С взаємодія НЧ з клітинами 
може йти тільки енергонезалежними шляхами, на-

приклад, пасивною дифузією, швидкість якої зале-
жить від температури. Тому за умов інкубації за 
зниженої температури постійне перемішування 
клітин збільшує вірогідність їхньої взаємодії з НЧ 
та сприяє міченню клітин. 

Висновки. За температури 22°С для взаємодії 
клітин лінії РК-15 з НЧ 60 хв є достатнім часом інку-
бації, при цьому постійне струшування не має зна-
чення. При використанні часу інкубації 60 хв при 
температурі 0°С струшування є необхідним для 
полегшення контакту клітин з НЧ. Використання 
інкубаційних розчинів, що містять 10% ФТС, є недо-
цільним, оскільки в даних умовах не спостерігається 
флуоресценції НЧ, що зв'язалися з клітинами. 

Перспективи подальших досліджень. Перс-
пектива проведених досліджень полягає у більш 
детальному вивченні взаємодії НЧ з мембраною 
клітин, збагачених епітопом Gal-α-1,3-Gal. Особли-
во актуальним є вивчення можливості його деакти-
вації або маскування за допомогою зв’язування з 
наночастинками. 

Подяка 
Щиро дякуємо члену-кореспонденту НАН України, доктору фіз.-мат. наук, професору Малюкі-

ну Ю. В., доктору фіз.-мат. наук Єфімовій С. Л. та співробітникам відділу нанокристалічних матеріа-
лів Інституту сцинтиляційних матеріалів НАН України за надані наночастинки. 
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УДК 546/662-022.513.2:57.085.23:577.336:577.112.824 
МЕЧЕНИЕ КЛЕТОК ЛИНИИ PK-15 НАНОЧАСТИЦАМИ НА ОСНОВЕ  
ОРТОВАНАДАТА ГАДОЛИНИЯ: ВЛИЯНИЕ ВРЕМЕНИ И УСЛОВИЙ ИНКУБАЦИИ 
Богуславский К. И., Алабедалькарим Н. М. 
Резюме. В настоящее время наночастицы широко используются в медицине и биологии. В частности, 

показано, что накопление наночастиц в клетках зависит от многих факторов: химического состава, формы, 
размера, а также от состава раствора инкубации и типа клеток, взаимодействующих с наночастицами. В 
связи с этим была изучена линия клеток PK-15, поскольку она конститутивно экспрессирует ксеноантиген 
Gal-α-1,3-Gal (α-Gal-эпитоп) на клеточной мембране. Этот эпитоп активирует реакцию гиперострого оттор-
жения в условиях трансплантации, поэтому вопрос о его элиминации является принципиально важным при 
использовании биоимплантантов, клапанных протезов, биоскаффолдов из тканей животных. 

Цель исследования – выяснение основных параметров мечения наночастицами на основе ортована-
дата гадолиния европия GdYVO4:Eu3+ и GdVO4:Eu3+ (времени инкубации, температуры и состава раство-
ра, необходимости встряхивания) клеток линии PK-15. 
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С помощью методов клеточного культивирования и флуоресцентной микроскопии в работе было ис-
следовано мечение клеток линии PK-15 наночастицами в условиях вариации следующих параметров: 
концентрации наночастиц, времени инкубации, температуры инкубации, введения в состав раствора 
10% фетальной телячьей сыворотки, встряхивания. В эксперименте были использованы наночастицы на 
основе ортованадата гадолиния европия разные по размеру и форме: сферические GdYVO4: Eu3+  
(1-2 нм) и веретенообразные GdVO4: Eu3+ (25×8 нм). Установлено, что инкубация клеток с наночастицами 
в течение 60 минут при 22°С является достаточной для связывания наночастиц различной формы и раз-
мера с клетками РК-15. В условиях инкубации при 0°С встряхивание было необходимо для облегчения 
контакта клеток с наночастицами. Использование инкубационных растворов, содержащих фетальную 
телячью сыворотку, оказалось нецелесообразным, поскольку в этих условиях не наблюдается флуорес-
ценции наночастиц. Это возможно является следствием того, что фетальная телячья сыворотка препят-
ствует взаимодействию наночастиц с мембранами клеток. 

Ключевые слова: наночастицы, ортованадат гадолиния, клетки линии РК-15, культивированин, 
флуоресценция. 
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Labeling Of Pk-15 Cell Line with Nanoparticles of Hadolinium Orthovanadate:  
Influence of time and Incubation Conditions  
Bohuslavskyi K., Alabedalkarim N. 
Abstract. Currently, nanoparticles are widely used in medicine and biology. In particular, it was shown that 

the accumulation of nanoparticles in cells depended on many factors: chemical composition, shape, size as well 
as composition of the incubation solution and the type of cells interacting with nanoparticles. Based on this, the 
PK-15 cell line was studied due to constitutively expressing Gal-α-1,3-Gal xenoantigen (α-Gal-epitope) on the 
cell membrane. This epitope activates the reaction of hyperacute rejection at transplantation; therefore the ques-
tion of its elimination is crucial when using bioimplants, valve prostheses, bioscaffolds, which originate from ani-
mal tissues. Elimination of this epitope or reduction of it expression on the cell surface may prolong graft sur-
vival. Thus, the study of the possibility of using nanoparticles to modify the surface of Gal-α-1,3-Gal-bearing 
cells is relevant. 

The purpose of the study was to determine the main parameters of PK-15 cell labeling with nanoparticles 
based on gadolinium europium orthovanadate GdYVO4:Eu3+ and GdVO4:Eu3+ (incubation time, temperature and 
composition of the solution, need for shaking). 

Material and methods. Using cell culture techniques and fluorescence microscopy, the labeling of the PK-15 
cell line with nanoparticles was studied under various conditions: nanoparticle concentration, incubation time, 
incubation temperature, introduction of 10% fetal calf serum to the incubation solution, shaking. Different in size 
and shape nanoparticles based on orthovanadate gadolinium europium were used in the experiment: spherical 
GdYVO4: Eu3+ (1-2 nm) and spindle-shaped GdVO4: Eu3+ (25×8 nm). 

Results and discussion. The study results showed that incubation of cells with nanoparticles for 60 minutes 
at 22°C was sufficient for binding nanoparticles of various shapes and sizes with PK-15 cells. At 0°C incubation 
conditions, shaking was necessary to facilitate the contact of cells with nanoparticles. The use of incubation so-
lutions containing fetal calf serum turned out to be inexpedient, since under these conditions no nanoparticle 
fluorescence wass observed. This may be due to the fact that fetal calf serum prevents the interaction of 
nanoparticles with cell membranes. The prospect of the research is a more detailed study of the interaction of 
nanoparticles with the membrane of cells enriched with the Gal-α-1,3-Gal epitope. Particularly relevant is the 
study of the possibility of its deactivation or masking by binding to nanoparticles. 

Conclusions. At a temperature of 22 ° C for interaction of cells of the line РК-15 from the LF 60 minutes is 
sufficient time for incubation, while constant shaking is irrelevant. When using the incubation time of 60 minutes 
at 0 ° C, shaking is necessary to facilitate the contact of cells from the LF. The use of incubation solutions con-
taining 10% fetal calf serum is not feasible, since under these conditions there is no fluorescence of the LF that 
binds to the cells. 

Keywords: nanoparticles, hadolinium orthovanadate, PK-15 cell line, cultivation, fluorescence. 
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