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Магнитный изотопный эффект (МИЭ) был от-
крыт для изотопов углерода как зависимость скоро-
сти реакции (или вероятности рождения молекулы) 
от ядерного спина, его проекции, магнитного мо-
мента и энергии электрон-ядерного (сверхтонкого) 
взаимодействия [1]. МИЭ приводит к фракциониро-
ванию изотопов в зависимости от их магнитных мо-
ментов, и позже этот эффект был обнаружен [2] для 
многих пар и триад изотопов: 12С/13C; 16O/17O/18O; 
28Si/29Si/30Si; 32S/33S/34S; 72Ge/73Ge; 199,201Hg/200,202Hg; 
24Mg/25Mg/26Mg; 235U/238U; 117Sn/119Sn. В 2004 г. МИЭ 
впервые наблюдался в биохимических реакциях [3, 4] 
креатинкиназы, когда в качестве ингибитора исполь-
зовали хлорид метилртути, содержащий магнитные и 
немагнитные ядра ртути, что приводило к изменению 
активности фермента. Однако наибольший интерес 
вызвал МИЭ при образовании АТФ в реакции фер-
ментативного фосфорилирования, катализируемой 
креатинкиназой, в активном центре которой находи-
лись либо магнитные ядра 25Mg, либо немагнитные 
24Mg или 26Mg [5]. В первом случае (25Mg) выход АТФ 
был в два раза выше, что объясняется синглет-три-
плетной конверсией образующейся ион-радикальной 
пары со спиновым запретом обратимого процесса в 
триплетном канале образования АТФ [6]. При этом 
топология активного центра и изменение конформа-
ции (в частности, при изменении величины рН) мо-
лекулы фермента имеют большое значение [7]. МИЭ 
был обнаружен и для других реакций переноса фос-
фата, катализируемых пируваткиназой и фосфогли-

цераткиназой [8]. Известно, что реакция синтеза АТФ 
катализируется не только ионами магния, но и иона-
ми кальция и цинка, причем введение магнитных ядер 
43Ca и 67Zn также сопровождается увеличением выхо-
да АТФ в 2–4 раза по сравнению с немагнитными [9]. 
Таким образом, стало очевидно, что ферментативное 
фосфорилирование является спин-селективным про-
цессом, связанным с МИЭ, а фосфотрансферазы ра-
ботают как молекулярные машины, контролируемые 
спином ионов металлов в активном центре [10]. 

Действие МИЭ фиксировалось и на клетках, на-
пример, клетки E. coli, обогащенные 25Mg, быстрее 
адаптируются к новой питательной среде [11], а кро-
ме того, 25Mg лучше, чем немагнитные изотопы маг-
ния стимулирует восстановление популяции дрож-
жей Saccharomyces cerevisiae после УФ-облучения.

В настоящее время уже описаны перспективы 
применения МИЭ в медицине. Была разработана ме-
дицинская нанобиотехнология доставки магнитных 
изотопов магния в сердечную мышцу для уменьше-
ния ацидоза в условиях гипоксии, индуцированной 
химиотерапией, за счет увеличения синтеза АТФ [12]. 
В качестве транспортеров использовали водораство-
римые катионо-обменные порфиринфуллереновые  
(ПФ) наночастицы РМС16 [13], проникающие сквозь 
клеточные мембраны и способные накапливаться 
максимально в сердечной мышце, а также в лимфо-
цитах (в течение 120 ч). Последнее позволило опро-
бовать применение МИЭ с использованием 67Zn2+  
(по сравнению с ионами цинка общего изотопного 
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пула) на РМС16 в качестве носителя для воздействия 
на лейкемические бластные клетки, полученные из 
костного мозга нелеченых пациентов до 20 лет с диа-
гнозом различных типов острого лейкоза [14]. В слу-
чае В-ОЛЛ (линия клеток ВALL-1) наблюдались зна-
чимые различия в действии наночастиц, несущих как 
магнитные, так и общего изотопного состава ионы 
цинка. 

В данной работе продолжено углубленное из-
учение МИЭ для понимания перспектив применения 
магнитных ядер цинка и магния в лечении острых 
лейкозов (В-ОЛЛ и ОМЛ) при осуществлении до-
ставки на наночастицах порфиринфуллерена.

Материалы и методы

Наночастицы. В работе использовали наноча-
стицы РМС16 (НЧ или ПФ), бакминстер – фуллерен 
(С60) – 2-(бутадиен-1-ил)-тетра-(о-γ-аминобутирил-о-
фталил) – порфирин, полученные, как описано ранее 
[15]. В водном растворе с рН 7,5 в наночастицы вво-
дили либо цинк обычного изотопного состава (Zn-
НЧ, содержание магнитного изотопа 67Zn составляет 
~4%), либо изотоп 67Zn с 96%-м обогащением (67Zn-
НЧ). В качестве контроля использовали наночастицы 
РМС16 (НЧ), не содержащие металлов. Физико-хи-
мические характеристики НЧ описаны в работе [12].

Приготовление клеточного материала осущест-
вляли в соответствие с методикой, описанной в [14].

Размер наночастиц определяли на приборе 
«Zetasizer Nano ZS» по методу динамического рас-
сеяния света. Для визуализации использовали осве-
щение сфокусированным лазерным лучом раствора 
с НЧ. Скорость броуновского движения, выражен-
ная в виде среднеквадратичного смещения частицы 
за определенное время, связана с размером частицы 
уравнением Стокса–Эйнштейна.

Морфологические исследования. Отбирали 2 млн 
клеток и доводили объем раствора до 1 мл полной 
средой. Полная среда: 80% RPMI (Roswell Park Me-
morial Institute Medium), 20% FCS (сыворотка крови 
теленка), 200 мкг∙мл–1 гентамицина, 2 моль/л глута-
нина, 5 мкг∙мл–1 инсулина, 5 мкг∙мл–1 трансферрина, 
5 мкг∙мл–1 селенита натрия. Полученную суспензию 
(200 мкл) переносили в пластиковые пробирки типа 
эппендорф (1 мл). Для окрашивания клеток добавля-
ли по  1 мкл бромистого этидия (EtBr) и иодистого 
пропидия (PI), а также 50 мкл фосфатно-солевого бу-
фера (PBS). Окрашивание проводили 15 мин, после 
чего клетки в течение 5 мин осаждали на центрифуге 
(1800 об∙мин–1) при 20°С. Осадок клеток ресуспенди-
ровали в 200 мкл неполной среды (RPMI), и получен-
ную суспензию (7 мкл) наносили на обезжиренное 

предметное стекло, которое накрывали покровным 
стеклом. Образец анализировали на флуоресцент-
ном микроскопе «LEICA DM6000B» или на лазерном 
сканирующем конфокальном микроскопе «LSM 710» 
(«Carl Zeiss»). Изображение фиксировали с помощью 
видеосистемы на основе цифровой камеры.

Для разбивания агрегатов наночастиц применя-
ли ультразвуковую обработку (УЗ-ванна) в течение 
10 мин при 21кГц и 50 Вт.

МТТ-метод основан на определении жизнеспо-
собности клеточных культур по способности жи-
вых клеток восстанавливать растворимый желтый 
бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-тетразолия 
(МТТ) митохондриальными и цитоплазматическими 
дегидрогеназами с образованием пурпурно-синих 
растворимых в ДМСО или изопропиловом спирте 
кристаллов формазана [16]. Количество формаза-
на определяли спектрофотометрически на приборе 
«Microplate Reader 550» («Bio Rad») при λ = 550 нм. 
Методика проведения МТТ-теста подробно описана 
в [17]. Выборка составляла 10 образцов для каждого 
случая. Результаты обрабатывали методом U-теста 
Манна–Уитни (р < 0,05). Значения LD50 вычисляли 
с помощью медианы и t-критерия Стьюдента. В ра-
боте использовали концентрации препаратов от 0,032 
до 100 мкг мл–1.

Активность ангиотензин-превращающего фер-
мента (АПФ) в образцах определяли по начальной 
скорости гидролиза субстрата Hip-His-Leu. Изме-
рения проводили на многоцелевом микропланшет-
ном считывателе плашек «Tecan Infi nite M200» (Ав-
стрия), определяя скорость накопления продукта 
реакции His-Leu с помощью о-фталевого альдегида 
[18]. В работе использовали АПФ из легких быка, 

Рис. 1. Выживаемость лимфоцитов здоровых доноров 
(МТТ-тест) в присутствие Zn-НЧ и 67Zn-НЧ (МИЭ = 0)
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методика выделения которого подробно описана в 
[19].

Результаты и их обсуждение

На рис. 1 видно, что в изученном интервале кон-
центраций препаратов лимфоциты здоровых доно-
ров практически (в пределах ошибки эксперимента) 
не реагируют на введение как Zn-НЧ, так и 67Zn-НЧ, 
т.е. магнитный изотопный эффект не наблюдается. 
Однако следует отметить, что при рассмотрении мор-
фологии клеток, обработанных Zn-НЧ и 67Zn-НЧ в 
концентрации 10 мкг мл–1 (рис. 2, 3) оказалось, что 
в обоих случаях часть обработанных клеток гибнет 
путем апоптоза в отличие от необработанных клеток, 
5% которых за то же время гибнет путем некроза [20]. 
Кроме того, наблюдается значительная агрегация кле-
ток при обработке их наночастицами, содержащими 
магнитные 67Zn-НЧ.

Бластные клетки BALL-1 пациентов с В-ОЛЛ гиб-
нут под действием 67Zn-НЧ при существенно мень-
ших концентрациях препарата (рис. 4, А) по сравне-
нию с Zn-НЧ. Величина МИЭ, как отношение соот-
ветствующих величин LD50  (рис. 4, Б), в этом случае 
составляет ~3,5. В случае бластных клеток пациентов 
с ОМЛ разница в действии наночастиц с магнитным и 
немагнитным изотопами цинка небольшая (рис. 5), и 

Рис. 2. Морфологические изменения в лимфоцитах здоро-
вых доноров в присутствии  67Zn-НЧ (концентрация препа-

рата 10 мкг мл–1, t = 3,5 ч) 

Рис. 3. Морфологические изменения в лимфоцитах здоро-
вых доноров в присутствии Zn-НЧ (концентрация препарата 

10 мкг мл–1, t = 3,5 ч) 

МИЭ составляет ~1,5. При этом наблюдается некото-
рая разница в действии препаратов на клетки паци-
ентов в возрасте младше 10 лет и старше (данные не 
приведены), которая не влияет на величину МИЭ, но 
косвенно указывает на разнообразие возможных ми-
шеней именно магнитных ядер.

Рассматривая НЧ-ПФ, следует учитывать не 
только их роль транспортеров-доставщиков, но и 
собственные свойства наночастиц. К настоящему 
времени сформировалось понимание основных па-
раметров, имеющих принципиальное значение для 
медицинских применений производных фуллерена. 
К ним относятся в первую очередь размеры нано-
частиц и их способность к самоагрегации, в значи-
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тельной  степени связанная со строением боковых 
цепей и возможностью образовывать водородные 
связи. Размеры и форма частиц определяют морфо-
логию агрегатов. Как правило (хотя имеются и ис-
ключения), частицы меньшего размера проявляют 
более высокую цитотоксичность. Это может быть 
связано с разными факторами, в частности, с тем, 
что, в основном, именно от размера зависит способ-
ность фуллереновых наночастиц встраиваться в бел-
ки, мембраны и внутрь спирали ДНК [21–23], влияя 
на различные сигнальные пути [24].

Мы наблюдали увеличение размеров цинк-
содержащих наночастиц во времени, что показано на 
рис. 5, при этом цитотоксичность уменьшалась  при-
мерно в 2 раза, однако магнитный изотопный эффект 
по-прежнему наблюдался (рис. 6). 

Для рассмотрения возможных механизмов про-
цессов апоптоза с участием магнитных ядер изотопа 
цинка, доставляемых в клетки на наночастицах про-
изводных фуллерена, безусловно, следует учитывать 
индивидуальное действие обоих составляющих при-

Рис. 4. Выживаемость: А – клеток BALL-1 (бластные клетки 
пациентов с В-ОЛЛ) под воздействием Zn-НЧ и 67Zn-НЧ 
(МИЭ = 3,5); Б – бластных клеток пациентов с ОМЛ под 

воздействием Zn-НЧ и 67Zn-НЧ (МИЭ = 1,5)

Рис. 5. Увеличение от времени размеров наночастиц, несу-
щих ионы цинка: А – Zn-НЧ; Б – 67Zn-НЧ (1 –  после ультра-
звуковой обработки, 2 –  через 1 неделю, 3 –  через 2 недели, 

4 –  через 4 недели
 

меняемого вещества, т.е. как порфиринфуллерена, 
так и ионов цинка. Известно, что цинк любого изо-
топного состава в условиях его дефицита или из-
бытка проявляет концентрационно-зависимое цито-
токсическое действие, реализуемое в зависимости 
от условий и типа клеток либо через апоптоз, либо 
через некроз [25].  При этом следует учитывать, что 
после доставки ионов цинка в клетки на фуллерено-
вом носителе, представляющем катионообменник, и 
выпуске его при соответствующем значении рН [12], 
что и наблюдается в нашем случае, цинк может быть 
«захвачен» другим цинковым транспортером. После 
этого цинк либо помещается в цинкосомы, либо мо-
жет быть задействован в последующие реакции бу-
ферирования и гашения цинка [26]. На конкурентной 
основе он может занимать место в активных центрах 
некоторых белков [27], имеющих характерные для 
связывания ионов цинка аминокислотные остатки, 
что приводит к расширению возможности его воз-
действия на клетку путем дополнительной (либо 
флуктуационной, либо сигнальной) транспортиров-
ки и встраивания в «незапланированные объекты». 
В условиях нарушенного гомеостаза цинк является 
ROS(активные формы кислорода)-активирующим 
фактором через различные механизмы, первым из ко-



191ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2014. Т. 55. № 3

торых служит снижение антиоксидантного действия 
Cu,Zn-супероксиддисмутазы (SOD) за счет наруше-
ния как ее конформационного состояния (за которое 
ионы цинка являются ответственными), так и ее экс-
прессии [25].

Замена обычного изотопного состава цинка (4,1% 
67Zn) на магнитные ядра 67Zn может приводить к не-
скольким противодействующим процессам, первый 
из которых – увеличение выхода АТФ. Он анало-
гичен наблюдаемому для ионов 25Mg и характерен 
для различных фосфотрансфераз, в каталитическом 
процессе которых задействованы ионы магния, цин-
ка и кальция [8]. Таким образом, все энергетически-
зависимые процессы прямо или опосредовано под-
падают под воздействие магнитных ядер, причем 
их модуляция в зависимости от объекта может ре-
гулироваться как вверх-, так вниз. Кроме того, ионы 
цинка участвуют в работе ДНК-полимераз, причем 
замена на магнитный изотоп цинка приводит, как 
было недавно показано [28], к значительному паде-
нию каталитической активности ДНК-полимеразы 
бета. Это, соответственно, должно влиять на проли-

ферацию через р53 и далее через семейство белков 
Bcl-2. Ионы цинка способны также встраиваться в 
различные компоненты клетки, включая цинковые 
пальцы, где замена на магнитные ядра может при-
водить к изменениям. Однако в этом случае можно 
ожидать модуляции в таких сигнальных путях апоп-
тоза, как Wnt; MAPK и Nrf2-Keap1.

Фуллереновый транспортер РМС16 (ПФ-НЧ) яв-
ляется соединением с известными параметрами био-
распределениея и фармакокинетики и имеет низкую 
токсичность [12]. Однако его морфологическое пове-
дение при попадании в клетку, в частности способ-
ность к агрегации и созданию сложных наноструктур 
и супрамолекул (особенно при транспортировке маг-
нитных ядер), неизвестно, хотя такого рода изменения 
могут иметь большое значение. Как видно из резуль-
татов данной работы, такая агрегация действительно 
происходит достаточно активно в случае 67Zn-НЧ. Те-
оретически наши НЧ должны являться акцепторами 
радикалов [29], т.е. в условиях нормального гомео-
стаза проявлять, как и цинк, антиоксидантные свой-
ства. Однако чистые НЧ не оказывали существенного 
влияния на выживаемость изучаемых клеток [14].

Таким образом, влияние МИЭ при действии цинк-
содержащих наночастиц на лейкемические клет-
ки выражалось: 1) в увеличении цитотоксичности 
в случае препарата с магнитными ядрами 67Zn-НЧ;              
2) в преобладании апоптотических явлений и увели-
чении агрегации клеток в присутствие наночастиц, 
несущих ионы 67Zn; 3) в случае В-ОЛЛ наблюдалось 
наибольшее значение МИЭ, в случае ОМЛ оно было 
небольшим, в случае лимфоцитов здоровых доноров 
влияние МИЭ не проявлялось. 

Все это позволяет считать магнитный изотопный 
эффект перспективным инструментом для воздей-
ствия на раковые клетки крови. Дальнейший путь ис-
следования лежит в выяснении тех мишеней in vivo, 
которые подвержены воздействию магнитного изо-
топа цинка, и различий здоровых и лейкемических 
клеток, возможно, способствующих более активному 
выпуску изотопов цинка из наночастиц, что может 
увеличивать эффект. 

С учетом важности ренин-ангиотензиновой систе-
мы (RAS) в целом и, в частности, ангиотензин-пре-
вращающего фермента (АПФ) в пролиферации и кан-
церогенезе в данной работе рассмотрено in vitro вли-
яние 67Zn на активность АПФ при разных значениях 
рН (6,5; 7,5; 8,5). Однако ни в одном из этих случаев 
не наблюдалось зависимости ферментативной актив-
ности от вводимого изотопа цинка (данные не приве-
дены), что, однако, не может исключить опосредован-
ного участия RAS в рассмотренных процессах.

Рис. 6. Изменение цитотоксичности по отношению к 
клеткам BALL-1 под действием препаратов: А –  Zn-НЧ и                        
Б –67Zn-НЧ в условиях, когда после ультразвуковой обработ-

ки наночастиц прошло 1 и 4 недели соответственно
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MAGNETIC ISOTOPE EFFECT AS A TOOL OF APOPTOSIS MODULATION  
IN LEUKEMIC CELLS

M.A. Orlova, A.A. Poloznikov, A.P. Orlov 

(division of radiochemistry, mail: orlova.radiochem@mail.ru)

Lymphocytes from healthy donors and leukemic cells of patients with acute B-lymphoblastic 
leukemia (BALL-1) and acute myeloid leukemia was exposed with nanoparticles bearing 
magnetic (Zn-67) and nonmagnetic (total isotope pool) nuclei of zinc. The values of corresponding 
magnetic isotope effects determined as the ratio of LD50 magnitudes of preparations with 
magnetic and nonmagnetic zinc isotopes was 0, 3.5 and 1.5. The morphologic studies by confocal 
and fl uorescence microscopy showed an apoptotic death of cells under preparations and besides 
there was an increase in the cell aggregation and better aggregation of nanoparticles in the case 
of 67Zn-NP, resulted in a decrease of cytotoxicity. However magnetic isotope effect was observed 
even in the case of aggregation.

Key words: porphyrin-fullerene nanoparticles, aggregation, zinc-67, magnetic isotope effect, B-ALL, 
AML, apoptosis, angiotensin-converting enzyme.
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