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Протонная терапия способна осуществлять лечение опухолей, расположенных в чувствительных 
к излучению тканях. Данная статья демонстрирует фундаментальную возможность усиления эффекта 
протонной терапии с использованием адресных наночастиц золота, селективно распознающих опухо-
левые клетки. Наночастицы Au-PEG в концентрации выше 25 мг/л и дозе протонов 4 Гр вызывали пол-
ную гибель клеток EMT6/P in vitro. Также, бинарная протонная терапия с использованием наночастиц 
золота Au-PEG-FA, векторизованных фолиевой кислотой, вызывала 80% эффект торможения роста 
опухоли in vivo. Использование адресных наночастиц золота является перспективным для усиления 
протонного воздействия на опухолевые клетки и требует дальнейших исследований для повышения 
терапевтического индекса подхода.

Ключевые слова: протонная терапия, радиосенсибилизаторы, наночастицы, золото, терапия опухолей

DOI: 10.31857/S2686738924030104, EDN: VTOKHA

ВВЕДЕНИЕ

Протонная лучевая терапия является перспек-
тивным направлением в радиационной онкологии. 
Основными преимуществами протонной терапии 
является высвобождение большей части энергии 
протонов на конце их пути в пике Брэгга и прямо-
линейность траектории движения частиц в тканях че-
ловека [1]. Это выгодно отличает подход от фотонной 
лучевой терапии, в которой максимум радиоактивной 
дозы поглощается в начале пути в ткани. Бинарные 
подходы к протонной терапии с использованием 
наночастиц в качестве сенсибилизаторов способны 
повысить токсические эффекты за счет физических 
эффектов усиления дозы, а также биологических 
эффектов образования активных форм кислоро-
да и радикалов [2, 3]. В частности, было показано, 
что облучение протонами наночастиц из элементов 
с высоким атомным номером (Z), таких как Au и Pt, 
вызывает высвобождение вторичных и оже-электро-
нов и образование гидроксил-радикалов в растворе 
[4]. С другой стороны, даже легкие элементы, такие 
как бор [5] и титан [6], были способны усилить про-
тонную терапию за счет каталитических процессов, 
происходящих на поверхности частиц.
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Тем не менее, доставка наночастиц в опухолевую 
ткань перед лучевой терапией является самостоятель-
ной сложной задачей. Активно делящиеся опухоле-
вые клетки локализованы в большинстве случаев на 
периферии опухоли, а также рядом с кровеносными 
сосудами. В силу этого, внутриопухолевое введение 
частиц оказывается малоэффективным, так как их 
диффузия ограничена связыванием с межклеточным 
матриксом [7]. При использовании внутривенного 
введения требуется наличие нацеливающих векто-
ров, способных селективно распознавать периферию 
опухолевой ткани и при связывании долговременно 
задерживать наночастицы в ткани-мишени [8]. Со-
временные работы по созданию нацеленных частиц 
для протонной терапии ограничены in vitro уровнем 
[9, 10], хотя и демонстрируют высокую селективность 
осуществляемого воздействия.

Одной из перспективных мишеней для нацелива-
ния является FRα изоформа фолатного рецептора. 
Данный белок представлен при большом количестве 
раковых заболеваний эпителиального происхожде-
ния, включая рак молочной железы, легких, почек 
и яичников [11] с уровнем экспрессии 1–10 милли-
онов белков на клетку, что в 100–300 раз выше, чем 
у здоровых тканей. В данной работе предложен фун-
даментальный подход к бинарной протонной тера-
пии с использованием таргетных наночастиц золота, 
нацеленных на фолатный рецептор с использованием 
альбумина, конъюгированного с фолиевой кислотой.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для демонстрации описанного подхода были по-
лучены наночастицы элементного золота методом 
импульсной лазерной абляции [12] в 1 мМ водно-

го раствора NaCl. При облучении золотой мише-
ни с помощью фемтосекундного Yb: KGW лазера 
(ТЕТА‑10, длина волны 1030 нм, длительность им-
пульса 270 фс, энергия импульса 50 мкДж, частота 
200 кГц) образовывались наночастицы с размером 
менее 100 нм. Для in vitro и in vivo экспериментов нано-
частицы с размером менее 20 нм выделялись методом 
центрифугирования. В результате были получены 
сферические частицы с размером от 4 до 8 нм, что 
было подтверждено просвечивающей электронной 
микроскопией (рис. 1). Полученные наночастицы 
покрывались полиэтиленгликолем (5 кДа) c концевой 
тиольной группой за счет образования ковалентной 
Au-S связи [13], что обеспечивало им долговремен-
ную коллоидную стабильность в фосфатно-солевом 
буфере как минимум в течение 24 часов.

Для оценки возможности усиления протонной 
терапии с использованием полученных наночастиц 
цитотоксичность бинарного подхода была изучена на 
клетках карциномы молочной железы мыши (линия 
EMT6/P). Наночастицы золота вносились к клеткам 
и соинкубировались с ними в течение 16 часов, после 
чего производилось облучение клеток на комплексе 
протонной терапии “Прометеус” (Протвино, Рос-
сия). Энергия протонов в пучке составила 160.5 МэВ, 
и монослой клеток располагался в положении распре-
деленного пика Брэгга. Гомогенность пучка состав-
ляла не менее 98% при уровне изодозы 95%. Оценка 
количества колоний с размером более 50 клеток че-
рез 8 дней после облучения показала существенное 
снижение клоногенной активности при бинарной 
терапии (рис. 2).

Важно отметить, что наночастицы Au-PEG в иссле-
дуемом диапазоне концентраций (от 10 до 50 мкг/мл) 
не вызывали снижение числа образовавшихся ко-
лоний клеток, что подтверждает их высокую биосо-
вместимость. В то же время клетки демонстрировали 
дозозависимый ответ на облучение пучком протонов, 
что выражалось в снижении количества образую-
щихся колоний на 25 и 50% для доз 2 и 4 Гр соответ-
ственно. Преинкубирование клеток с наночастицами 
Au-PEG в концентрации 50 мкг/мл с совместным 
облучением в дозе 2 Гр приводило к четырехкратному 
снижению числа колоний по сравнению с необлу-
ченной группой (рис. 2). Также преинкубирование 
клеток с наночастицами в концентрациях 25 мкг/мл 
 и 50 мкг/мл и облучении в дозе 4 Гр приводило 
к полному исчезновению раковых колоний. Таким 
образом, наночастицы Au-PEG проявляли высокую 
биосовместимость и радиосенсибилизирующее дей-
ствие при облучении пучком протонов в дозе 2–4 Гр 
in vitro.

Затем радиосенсибилизирующие свойства золота 
были исследованы in vivo. В качестве модели опухоли 
была выбрана солидная карцинома Эрлиха. Дан-
ные клетки гиперэкспрессируют фолатный рецептор 

Рис. 1. Изображение наночастиц Au, полученное с по-
мощью просвечивающей электронной микроскопии.
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Рис. 2. Клоногенный анализ клеток аденокарциномы EMT6/P после облучения протонным пучком в присутствии 
наночастиц Au-PEG. * – p < 0.05, ** – p < 0.001, тест Стьюдента.
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альфа [14], поэтому существовала возможность 
осуществлять нацеливание внутривенно вводимых 
наночастиц с помощью таргетного модуля на осно-
ве фолиевой кислоты. Для демонстрации данного 
принципа нами были получены конъюгаты наноча-
стиц Au-PEG с фолиевой кислотой, используя бычий 
сывороточный альбумин (БСА) в качестве промежу-
точного линкера (далее – Au-PEG-FA). Конъюгат 
с БСА получали методом карбодиимидной химии. 
Присоединение конъюгата к наночастицам было об-
условлено образованием связи между SH-группами 
в альбумине и свободной поверхностью золотых НЧ. 
Эффективность прикрепления фолиевой кислоты 
к наночастицам было подтверждено UV–Vis оптиче-
ской спектроскопией по интенсивности характерного 
пика поглощения фолиевой кислоты (363 нм) [15].

Клетки карциномы Эрлиха вводились самкам 
мышей F1 (CBA × C57BL6j) (возраст 8–10 недель, 
масса тела 22–24 г) подкожно в область латеральной 
поверхности правого бедра, и через 10 дней произво-
дилось облучение правого бедра протонным пучком 
с помощью комплекса «Прометеус», доза облучения 
составила 31 Гр. Для оценки бинарной терапии одной 
группе мышей за 24 часа до облучения вводили вну-
тривенно в 0.2 мл PBS 20 мг наночастиц Au-PEG-FA 
с фолиевой кислотой на поверхности. Накопление 
наночастиц в опухолевом узле оценивали с помощью 
компьютерной томографии. Критерием наличия на-
ночастиц в определенной области считали повыше-
ние рентгеноплотности по сравнению с нативными 
срезами (в мягкой ткани до введения наночастиц 
~110–130 HU). После внутривенной инъекции на-
ночастиц по данным КТ определялось негомогенное 
повышение рентгеноплотности ткани опухоли до 
~210–240 HU в виде мелких множественных гипер-

денсивных включений, распределенных неравномер-
но по всему объему опухоли. Наиболее интенсивное 
контрастирование отмечалось в перитуморальной 
строме опухолевого узла, где ожидаемо находится 
наибольшее количество живых опухолевых клеток. 
Эти данные могут свидетельствовать об эффектив-
ности конъюгата с фолиевой кислотой в качестве 
опухолеспецифического вектора для солидной кар-
циномы Эрлиха.

Динамику развития карциномы Эрлиха в экспе-
риментальных группах оценивали морфометрически. 
Для этого через каждые 2–3 дня наблюдения про-
водили измерение линейных размеров опухолевых 
узлов у всех животных с помощью цифрового штан-
генциркуля ШЦЦ‑1-125 (НПП ЧИЗ, РФ). Расчет 
объемов опухолевых узлов и индекса торможения 
роста опухоли (ТРО) на этапах наблюдения прово-
дили по методике, ранее описанной в работе [16].

Использование наночастиц Au-PEG-FA в качестве 
радиосенсибилизатора при проведении протонной 
лучевой терапии значительно усиливало биологиче-
ский ответ карциномы Эрлиха in vivo. При однократ-
ном локальном облучении протонами в дозе 31 Гр 
отмечалось выраженное торможение роста опухоли 
(ТРО = 55–60%). В то же время предварительное 
внутривенное введение наночастиц статистически 
значимо усиливало торможение роста опухоли на 
15–25% на протяжении всего периода наблюдений, 
при этом показатель ТРО достигал 80% (рис. 3). При 
этом токсического (летального) действия протонной 
и бинарной терапии в опыте не наблюдалось.

Эффект радиосенсибилизации также был под-
твержден сравнительным анализом массы опухоле-
вых узлов, выделенных на терминальном этапе опыта, 
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где у мышей после бинарной терапии наблюдалась 
2.2-кратно меньшая масса опухоли в сравнении с мы-
шами без терапии и в 1.25 раз меньшая, чем у мышей, 
получавших только протонную терапию. В данном 
исследовании была проведена эвтаназия всех живот-
ных для терминального макроскопического исследо-
вания опухолевых узлов.

Таким образом, в данном исследовании мы пока-
зали перспективность использования адресных на-
ночастиц золота, нацеленных на фолатный рецептор 
опухоли, в качестве сенсибилизаторов протонной те-
рапии. Наночастицы вызывали полное ингибирование 
клоногенной активности аденокарциномы EMT6/P 
in vitro при концентрациях выше 25 мкг/мл и радиодо-
зе 4 Гр. Также, предварительные результаты терапии 
показали существенное дополнительное замедление 
роста опухоли при бинарном воздействии наноча-
стиц и протонов. Бинарная терапия с использовани-
ем адресных наночастиц золота требует дальнейше-
го изучения для определения токсичности подхода, 
детального определения биораспределения частиц 
и долговременных эффектов лечения опухолей.
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Proton therapy can treat tumors located in radiation-sensitive tissues. This article demonstrates the possibility of 
enhancing the proton therapy with targeted gold nanoparticles that selectively recognize tumor cells. Au-PEG 
nanoparticles at concentrations above 25 mg/L and 4 Gy proton dose caused complete death of EMT6/P cells 
in vitro. Binary proton therapy using targeted Au-PEG-FA nanoparticles caused an 80% tumor growth inhibition 
effect in vivo. The use of targeted gold nanoparticles is promising for enhancing the proton irradiation effect on 
tumor cells and requires further research to increase the therapeutic index of the approach.
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