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The work is a fragment of the research work “In-
vestigation of the effectiveness, mechanisms of action 
and safety of the use of rare earth element orthovana-
dates nanoparticles for optimisation of radiotherapy 
in oncological pathology”, state registration number 
0121U110920.

Introduction. 
Due to their low toxicity and unique optical prop-

erties, nanomaterials based on rare earth metals are 
increasingly being used in fields such as biology, phar-
macology, and medicine [1-5]. In the medical field, 
nanoparticles (NPs) are of particular interest both for 
creating systems for targeted delivery of biologically 
active substances to target organs and as a noninvasive 
tool in biological and chemical research [6-8].

The most common is the use of colloidal solutions 
containing lanthanide ions, in particular, stable gadolin-
ium compounds, which are characterised by high solu-
bility, biological compatibility and low toxicity, used as 
magnetic resonance contrast agents in radiotherapy 
for patients with cancer [9-12]. However, irradiation of 
NPs with a photon beam generates many short-range 
electrons, and Auger cascades, causing a modification 
of NPs. These chemical transformations can result in 
increased generation of reactive oxygen species (ROS), 
which subsequently leads to more significant cytotox-
icity and genotoxicity to tumours [13-15]. It has been 
demonstrated that NPs can have not only antioxidant 
but also prooxidant effects, so their effect can be consid-
ered, on the one hand, as favourable and, on the other 
hand, as unfavourable, depending on the nature of NPs, 
their shape, size, dose, and environment [16-20].

There is a danger of developing pathological condi-
tions caused by nanomaterials, so finding out the caus-
es of the toxic effects of NP is one of the experimental 
areas of modern medicine. At present, more than 2000 
types of NPs are known, but none of them has been 
thoroughly studied. The number of reports on the toxic 
effects of NP is increasing [21-25]. Upon ingestion, NPs 
can be transported through blood vessels and accumu-
late in various organs, including the liver, heart, kidneys, 
spleen, bone marrow, and other organs and tissues, 
where they can cause pathological changes [6-8], which 
indicates the relevance of this study. There are few stud-
ies on the use of nanomaterials in radiotherapy in which 
various effects are possible as a result of the synergy of 
factors.

In our study, we determined the effect of polyeth-
ylene glycol-400 (PEG-400) on various cell systems and, 
first of all, on plasma membranes, particularly on its 
surface and hydrophobic properties [12-16]. Accord-
ing to the research of L. A. Babiychuk [7-10], PEG-400 
is a non-penetrating substance that can adsorb on the 
membrane surface, causing changes in its structure and 
charge. With its lipophilic groups, PEG-400 can be in-
corporated into hydrophobic areas of the plasma mem-
brane, interacting with the fatty acid tails of phospho-
lipids or hydrophobic regions of integral proteins. Due 
to the polar groups in its structure, PEG-400 can inter-
act with hydrophilic regions of molecules, in particular 
with the polar heads of phospholipids [21-23]. We chose 
PEG-400 as a model object of influence on the erythro-
cyte membrane in vivo.

The fluorescent probe O1O (2-(2¢-hydroxy-phenyl)-
5-phenyl-1,3-oxazole) was used to study the state of rat 
erythrocyte membranes under the conditions of expo-
sure to NP (with and without irradiation) and PEG-400, 
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whose fluorescence parameters depend on the polarity 
and proton donor capacity of its microenvironment [15-
18].

The aim of the study. 
To evaluate the state of erythrocyte cell membranes 

in rats using the fluorescent probe O1O under the influ-
ence of yttrium gadolinium orthovanadate nanoparticles 
activated with europium at doses of 100 μg/kg and 200 
μg/kg, both under conditions of their preliminary UV ir-
radiation and without it and polyethylene glycol-400 at a 
dose of 2.89 g/kg (1/10 LD50).

Object and research methods. 
Samples of chemically pure substances with regu-

lated physicochemical characteristics were used in the 
study: synthesized polyethylene glycol-400 (PEG-400) 
(Barva-Pharm, Ivano-Frankivsk) and yttrium gadolinium 
orthovanadate nanoparticles activated with europium 
GdYVO4:Eu3+. Gadolinium gadolinium orthovanadate 
nanoparticles with europium impurity GdVO4:Eu3+ 
were provided for the study by the Institute of Scintil-
lation Materials of the National Academy of Sciences 
of Ukraine (Department of Nanostructural Materials 
named after Y. V. Malyukin, Kharkiv, Ukraine).

Polyethylene glycol-400 (PEG-400) is a colourless 
viscous liquid with a characteristic odour and a bitter, 
slightly burning taste, highly hygroscopic. Density: 1.1-
1.2 g/cm 3; flash T 182-287 C. Melting point 4-8°C. Solu-
ble in many organic solvents: benzene, carbon tetrachlo-
ride, chloroform, dimethylformamide, acetonitrile.

The experimental part of the study was carried out 
following the general ethical principles adopted by the 
First National Congress of Ukraine on Bioethics (Kyiv, 
2001), the provisions of the European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals (Strasbourg, 1986) and 
the Council Directive 86/609/EEC (1986), Law of Ukraine 
No. 3447-IV of 21.02.2006 «On the Protection of Ani-
mals from Cruelty». The experiment was carried out on 
sexually mature (6-8 months old) white male WAG rats 
weighing 200-250 g obtained from the research and ex-
perimental clinic of Kharkiv National Medical University. 
The study was conducted during an experiment lasting 
14 days under exposure to GdYVO4:Eu3+ and PEG-400.

The experimental animals were kept in standard 
vivarium conditions with a 12-hour day/night regime. 

According to the standards, animals received sufficient 
water and granular feed ad libitum [15-21].

Water and aqueous solutions of NPs were admin-
istered orally to rats using a pipette with a tip, and an 
aqueous solution of PEG-400 was administered intragas-
trically using a metal probe daily in the morning on an 
empty stomach.

The experiment was conducted on 36 sexually ma-
ture male rats of the WAG population, randomly divided 
into six groups (6 animals in each group). The first group 
was the control group (rats received drinking water); 
groups 2 and 3 were animals injected with aqueous solu-
tions of gadolinium yttrium orthovanadate for 14 days, 
respectively, at a dose of 100 μg/kg body weight (group 
2, Gd-100) and 200 μg/kg (group 3, Gd-200); groups 
4 and 5 – animals receiving a similar dose of aqueous 
solutions of nanoparticles for 14 days, i.e. 100 μg/kg 
(group 4, Gd(UV)-100) and 200 μg/kg (group 5, Gd(UV)-
200), which were pre-irradiated with UV light in quartz 
cuvettes, UV radiation source «Quartz-125» (λ=200÷400 
nm) for 20 min at a distance of l=20 cm. The sixth group 
of animals received an aqueous solution of PEG-400 at a 
dose of 2.89 g/kg body weight.

At the end of the experiment on day 14, the animals 
were anaesthetised by cervical dislocation [15-22]. All 
manipulations were performed from 8:30 to 10:00 under 
standard conditions. During the experimental part of the 
study, the general condition of the animals, as well as 
water and feed intake, was monitored every day except 
for weekends. Blood was collected in sterile tubes con-
taining K2 EDTA Vacutainer (BD Vacutainer). Red blood 
cells were separated from plasma by centrifugation for 
15 min at 3000 g on a UNIVERSAL 320 R centrifuge. The 
leukocyte film and supernatant were removed by aspi-
ration. The erythrocyte suspension was washed three 
times by centrifugation at 1500 g for 3 min in a 10-fold 
volume of phosphate-salt buffer (0.15 mol/L NaCI, 0.01 
mol/L phosphate buffer, pH 7.4) [13-19].

The fluorescent probe O1O (2-(2¢-hydroxy-phenyl)-
5-phenyl-1,3-oxazole) was used to study the state of rat 
erythrocyte membranes under the influence of NP and 
PEG-400. Its fluorescence is sensitive to changes in the 
polarity and proton-donating capacity of its microenvi-
ronment [8-14].

When the O1O probe is in the excited electronic 
state, an intramolecular proton phototransfer reaction 
(IPPT) occurs [3-5]: the hydroxyl group in the ortho po-
sition of the lateral benzene ring acts as a proton donor, 
and the nitrogen atom of the oxazole ring acts as a pro-
ton acceptor (fig. 1). This reaction results in the forma-
tion of the phototautomeric form (T*). The photoprod-
uct has fluorescence in a much longer wavelength region 
of the spectrum compared to the original (or so-called 
«normal») form (N*) [12-17].

The presence of dual-band fluorescence allows for 
ratiometric measurements, i.e., the ratio of fluorescence 
intensities of the phototautomeric form and the original 
form (IT*/IN*) is used as a parameter for assessing chang-
es in the physical and chemical properties of the O1O 
probe microenvironment: for example, with increasing 
polarity and/or proton donor capacity of the medium, 
the ratio IT*/IN* decreases [5-7].

The use of ratiometric fluorescent probes eliminates 
the measurement error caused by deviations in the con-
centration of the fluorescent probe (e.g., uneven con-

Figure 1 – Scheme of the intramolecular proton phototransfer 
reaction (IMPPT) in 2-(2'-OH-phenyl)-5-phenyl-1,3-oxazole (O1O 

probe). The up arrow indicates electronic excitation, and the down 
arrow indicates light emission (fluorescence).
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tent of the fluorescent probe in different membranes), 
as well as measurement errors due to deviations in the 
configuration and adjustment of fluorescence measure-
ment equipment (e.g., due to changes in photodetector 
sensitivity, deviations (fluctuations) in the intensity of 
the excitation light source, etc.) [8-14].

Since an increase in the hydration of the lipid bilayer 
leads to an increase in the proton donor capacity and 
polarity of the membrane medium [6], the O1O probe 
can be used to detect changes in lipid membrane hydra-
tion [10-12]. Given that changes in membrane hydra-
tion, in turn, are associated with changes in membrane 
lipid order [5-8], the O1O probe can indicate the latter.

In phospholipid membranes, the O1O probe is lo-
cated (fig. 2) in the region of glycerol residues of phos-
pholipids (closer to the centre of the lipid bilayer), in the 
area of carbonyl groups of phospholipids, and the region 
of fatty acid chains of phospholipids near the region of 
carbonyl groups of phospholipids [15-21].

The state of the lipid bilayer of the cell membranes of 
rat erythrocytes toxicated with PEG-400 was determined 
using the fluorescent probe O1O in physiological solu-
tions [17]. The fluorescent probe was dissolved in ace-
tonitrile to an initial concentration of 2·10-4 mol/L; 10 
μL of the corresponding probe solution was added to 2 
ml of erythrocyte suspension. The final concentration of 
the probe in the suspension of the studied membranes 
was 1·10-6 mol/L. Thus, the molar ratio of lipid/probe 
was 1000:1. The fluorescence spectra were measured 
using a Hitachi 850 spectrofluorometer (Japan) one hour 
after the probes were added to the cell suspension. The 
fluorescence spectra of the probes were measured in 
the region of 340-600 nm at a slit width of 5 and 5 nm, 
respectively, and an excitation wavelength of 330 nm.

In the case of fluorescence measurements of the 
O1O probe in suspensions of rat erythrocytes toxicised 
with yttrium gadolinium orthovanadate, the cells were 
stained with the fluorescent probe by adding an ali-
quot of the initial probe solution in acetonitrile to the 
cell suspensions: the final probe concentration was 
~5·10–6 mol/L. Before measuring fluorescence, the cell 
suspensions were incubated with the probe at room 
temperature for 1 hour. A PerkinElmer FL8500 spectro-
fluorometer was used to measure the emission of the 
probe in the range of 340-550 nm. Other parameters of 
fluorescence acquisition: spectrum scan increment was 
0.1 nm, emission scan rate was 240 nm/min, excitation 
wavelength was 330 nm, excitation and emission band 
gaps were 5 nm.

Research results and their discussion. 
Figure 3 shows the results of measurements of the 

fluorescence of the O1O probe bound to erythrocytes of 
rats toxicated with the xenobiotic (XB) PEG-400 in com-
parison with the fluorescence of the probe in solution 
with erythrocytes of the control group of rats.

According to fig. 3, in the case of animals admin-
istrated with PEG-400, the ratio of intensities of the 
long-wave (emission of the phototautomeric form of 
the probe [4-7]) and short-wave (emission of the nor-
mal form of the probe [9-16]) fluorescence bands of the 
probe practically did not change compared to the cor-
responding value for the control group of rats: the ratio 
of fluorescence intensities of I477/I370 was 110 and 108, 
respectively.

Thus, as a result of PEG-400 exposure, no changes 
were observed in the area of localisation of the O1O 
probe, i.e. in the region of glycerol residues of phospho-
lipids (closer to the centre of the lipid bilayer), in the re-
gion of carbonyl groups of phospholipids and the region 
of fatty acid chains of phospholipids near the area of car-
bonyl groups of phospholipids.

However, in the case of erythrocytes from rats toxi-
cated with PEG-400, a marked decrease in the fluores-
cence intensity of the probe used was observed, indi-
cating a reduction in the number of probe molecules 
that bound to erythrocyte membranes during one hour 
of incubation. The decrease in the rate of probe binding 
to the membranes can be explained by the formation 
of an additional protective membrane around each lipid 
membrane [15-20], consisting of PEG-400 molecules 
that were adsorbed on the surface of the erythrocyte 
membrane.

The dynamics of the fluorescence intensity of the 
probe were recorded, as well as the absence of changes 
in the area of glycerol residues of phospholipids, in the 

Figure 2 – Localisation and orientation of the fluorescent probe O1O 
in phospholipid membranes. Two molecules of 1,2-dipalmitoyl-

phosphatidylcholine from the outer lipid bilayer of the membrane 
are shown to indicate the localisation of the probe.

Figure 3 – Fluorescence spectrum of the O1O probe in solution 
with rat erythrocytes under the influence of PEG-400 compared to 
the spectrum of O1O in the solution of erythrocytes of the control 

group of rats.
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nificant changes in the O1O spectrum were recorded in 
the rat erythrocyte suspension after exposure to yttri-
um gadolinium orthovanadate activated with europium 
(GdYVO4:Eu3+) under UV irradiation, both under UV con-
ditions and without it.

The absence of changes in the IT*/IN* ratio of the O1O 
probe in rat erythrocytes exposed to yttrium gadolinium 
orthovanadate activated with europium (GdYVO4:Eu3+) 
under UV irradiation and without it, compared to the 
corresponding ratio for control cells, indicates that there 
are no changes in membrane hydration in the probe area 
under the action of nanoparticles: in the area of glycer-
ol residues of phospholipids (closer to the centre of the 
lipid bilayer), in the area of carbonyl groups of phospho-
lipids and the area of fatty acid chains of phospholipids 
near the area of carbonyl groups of phospholipids. The 
absence, as mentioned above, of changes in hydration, 
in turn, indicates the absence of changes in the order of 
membrane lipids [23-25].

Thus, in comparison with the control 
sample of erythrocyte suspension, no 
changes in rat erythrocyte membranes were 
recorded under the influence of NP gadolin-
ium yttrium orthovanadate activated with 
europium (GdYVO4:Eu3+) even at the maxi-
mum concentrations of NP (200 μg/kg) and 
UV irradiation.

Conclusions. 
1. The experimental study of the fluo-

rescence spectrum of the O1O probe in the 
suspension of erythrocytes of rats exposed 
to 14 days of intragastric administration of 
PEG-400 at a dose of 2.89 g/kg of the animal 
body (1/10 of the LD50) indicates the forma-
tion of an additional membrane of polyeth-
ylene glycol-400 molecules on the surface 
of erythrocyte membranes.

2. The study of the fluorescence spec-
trum of the O1O probe in the suspension of 

erythrocytes of rats exposed to 14 days of exposure to 
NP of gadolinium gadolinium orthovanadate activated 
with europium at doses of 100 μg/kg and 200 μg/kg of 
the animal body, both under UV irradiation and without 
it, did not reveal any changes in the erythrocyte mem-
branes of rats, even at the maximum concentrations of 
NP (200 μg/kg) and UV irradiation.

Prospects for further research.
The obtained results of using gadolinium yttrium or-

thovanadate nanoparticles, activated by ultraviolet irra-
diation or not, provide new grounds for further testing 
and implementation of the approach in clinical practice 
to improve the effectiveness of radiation therapy in pa-
tients with cancer without negative consequences.

area of carbonyl groups of phospholipids and the area of 
fatty acid chains of phospholipids of erythrocytes of the 
experimental group of animals, treated with PEG-400 at 
a dose of 1/10 LD50, is evidence of the formation of an 
additional membrane of polyethylene glycol-400 mole-
cules on the surface of erythrocyte membranes in vivo, 
which is adsorbed on the membrane surface. 

In the next series of experimental studies, the state 
of rat erythrocyte membranes under the influence of NP 
yttrium gadolinium orthovanadate activated with eu-
ropium (GdYVO4:Eu3+) was studied: the results of mea-
surements of the fluorescence spectra of the fluorescent 
probe O1O bound to erythrocytes are shown in figure 4 
and table.

In comparison with the corresponding spectrum of 
the O1O probe in the case of the control sample, no sig-

Table – Ratio of fluorescence intensities of normal and 
phototautomeric forms (IТ*/IN*)a of the O1O probe in rat 
erythrocyte membranes after exposure to NP of yttrium 

gadolinium orthovanadate activated with europium (GdYVO4: 
Eu3+) under UV irradiation and without it

No.
Groups of rats after exposure to NP of gadolinium 
yttrium orthovanadate activated with europium 

(GdYVO4:Eu3+) under UV irradiation and without it

Ratio of 
fluorescence 
intensities of 
normal and 

phototautomeric 
forms (IТ*/IN*)

a

(I470I370)

1 Control group 1.71

2 GdYVO4 : Eu3+ in a dose of 100 µg/kg 1.67

3 GdYVO4 : Eu3+ in a dose of 100 µg/kg and UV irradiation 1.74

4 GdYVO4 : Eu3+ in a dose of 100 µg/kg 1.72

5 GdYVO4 : Eu3+ in a dose of 100 µg/kg and UV irradiation 1.72
Notes: a – the relative error in determining IТ*/IN is less than 6%.

Figure 4 – Representative fluorescence spectra of the O1O probe 
in rat erythrocyte suspensions: (a) control sample, (b) under the 

influence of NP of yttrium gadolinium orthovanadate activated with 
europium GdYVO4:Eu3+ and under irradiation.
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Вступ. 
Завдяки малій токсичності та унікальним оптич-

ним властивостям наноматеріали на основі рідкозе-
мельних металів все частіше знаходять застосування 
в таких областях науки як біологія, фармакологія та 
медицина [1-5]. У сфері медицини особливий інте-
рес викликають наночастинки (НЧ), як для створення 
систем адресної доставки біологічно-активних речо-
вин до органів-мішеней, так і в якості неінвазивного 
інструменту в біологічних та хімічних дослідженнях 
[6-8]. 

Найбільш поширеним є застосування колоїдних 
розчинів, які містять іони лантаноїдів, зокрема, ста-
більні сполуки гадолінію, які характеризуються висо-
кою розчинністю, біологічною сумісністю і низькою 
токсичністю,  що використовують в якості магніт-
но-резонансних контрастних препаратів при прове-
денні променевої терапії пацієнтам з онкологічними 
захворюваннями [9-12]. Але опромінення НЧ пучком 
фотонів генерує велику кількість електронів ближ-
ньої дії та оже-каскади, викликаючи модифікацію 
НЧ. Результатом цих хімічних перетворень може бути 
підвищена генерація активних форм кисню (АФК), що 
згодом призведе до більшої цитотоксичності та гено-
токсичності по відношенню до пухлин [13-15]. Проде-
монстровано, що НЧ можуть чинити не тільки анти-

оксидантну, але й прооксидантну дію, тому їх вплив 
можна розглядати з одного боку, як сприятливий, а з 
іншого, як негативний, що залежать  від природи НЧ, 
їх форми, розміру, дози та оточення [16-20]. 

Існує небезпека розвитку патологічних станів, 
викликаних застосуванням наноматеріалів, тому 
з’ясування причин токсичної дії НЧ становлять один 
з  експериментальних напрямків сучасної медицини. 
На теперішній час відомо понад 2000 видів НЧ, але 
жодна з них достеменно не досліджена. Кількість 
повідомлень про токсичну дію НЧ все зростає [21-
25]. При потраплянні в організм людини, НЧ можуть 
транспортуватись по кровоносних судинах та накопи-
чуватися в різних органах, зокрема в печінці, серці, 
нирках, селезінці, кістковому мозку та інших органах 
та тканинах, де вони можуть викликати патологічні 
зміни [6-8], що вказує на актуальність проведення 
цього дослідження. Істотно мало досліджень щодо 
застосування наноматеріалів при проведенні проме-
невої терапії, при якій можливі різні ефекти як наслі-
док  синергізму впливу чинників.

У нашому дослідженні було визначено вплив по-
ліетиленгліколю-400 (ПЕГ-400) на різні системи клітин 
і першочергово, на плазматичні мембрани, зокрема 
на її поверхневі та гідрофобні властивості [12-16]. За 
дослідженнями Л. А. Бабійчук [7-10] ПЕГ-400 є непро-
никаючою у клітину речовиною, яка має властивість 
адсорбуватися на поверхні мембрани, викликаючи 
зміни її структури та величину заряду. Маючи ліпо-
фільні групи, ПЕГ-400  може вбудовуватися в гідро-
фобні ділянки плазматичної мембрани, взаємодіючи 
з жирнокислотними хвостами фосфоліпідів або гід-
рофобними областями інтегральних білків. Завдяки 

Наноматеріали на основі рідкоземельних металів почали широко використовуватися в медицині 
при проведенні променевої терапії пацієнтам з онкологічними захворюваннями. Однак опромінення 
наночастинок (НЧ) генерує велику кількість електронів ближньої дії, що може викликати їх модифікацію. 
Поліетиленгліколь-400 (ПЕГ-400) є непроникаючою у клітину речовиною, яка має властивість 
адсорбуватися на поверхні мембрани, викликаючи зміни її структури та величину заряду, вбудовуючись 
в її гідрофобні ділянки та взаємодіючи з жирнокислотними хвостами фосфоліпідів або гідрофобними 
областями інтегральних білків. Для дослідження стану мембран еритроцитів щурів за умов впливу 
НЧ (на тлі опромінювання та без нього) та ПЕГ-400 було застосовано флуоресцентний зонд O1O 
(2-(2-гідрокси-феніл)-5-феніл-1,3-оксазол), параметри флуоресценції якого залежать від полярності 
та протонодонорної здатності його мікрооточення. Оскільки збільшення гідратації ліпідного бішару 
клітинних мембран призводить до збільшення протонодонорної здатності та полярності мембранного 
середовища, зонд О1О можна використовувати для виявлення змін гідратації ліпідних мембран. 
Експериментальне вивчення спектру флуоресценції зонда О1О у суспензії еритроцитів крові щурів, що 
зазнавали дії поліетиленгліколю-400, свідчить про формування на поверхні мембран додаткової оболонки 
з його молекул. Дослідження спектру флуоресценції зонда О1О у суспензії еритроцитів крові щурів, що 
зазнавали дії НЧ ортованадату гадоліній ітрію, активованого європієм у дозах 100 мкг/кг і 200 мкг/кг, як в 
умовах їх попереднього УФ опромінення, так і без нього, змін у мембранах еритроцитів щурів не виявило. 

Kлючові слова: ортованадат гадолінію ітрію, наночастинки, флуоресценція зонда О1О, 
поліетиленгліколь-400, мембрани еритроцитів щурів.
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наявним полярним групам в структурі, ПЕГ-400  може 
взаємодіяти з гідрофільними ділянками молекул, 
зокрема з полярними головками фосфоліпідів [21-
23]. Нами було обрано ПЕГ-400, як модельний об’єкт 
впливу на мембрану еритроцитів in vivo. 

Для дослідження стану мембран еритроцитів 
щурів за умов впливу НЧ (на тлі опромінювання та 
без нього) та ПЕГ-400 було застосовано флуорес-
центний зонд O1O (2-(2'-гідрокси-феніл)-5-феніл-1,3-
оксазол), параметри флуоресценції якого залежать 
від полярності та протонодонорної здатності його 
мікрооточення [15-18].

Мета дослідження. 
Оцінити стан клiтинних мембран еритроцитів 

крові щурiв за допомогою флуоресцентного зонда 
О1О за умов впливу наночастинок ортованадату га-
доліній ітрію, активованого європієм у дозах 100 мкг/
кг і 200 мкг/кг, як в умовах їх попереднього УФ оп-
ромінення так і без нього та поліетиленгліколю-400 у 
дозі 2,89 г/кг (1/10 ДЛ50).

Об’єкт і методи дослідження. 
У роботі використано зразки хімічно чистих ре-

човин з регламентованими фізико-хімічними харак-
теристиками: синтезований поліетиленгліколь-400 
(ПЕГ-400) («Барва-фарм», м. Івано-Франківськ) та на-
ночастинки ортованадату гадолiнiю ітрію, активова-
ного європієм GdYVO4:Eu3+. Наночастинки ортована-
дату гадолінію з домішкою європію GdVO4:Eu3+ надав 
для дослідження Інститут сцинтиляційних матеріа-
лів НАН України (відділ наноструктурних матеріалів 
імені Ю. В. Малюкіна, м. Харків, Україна).

Поліетиленгліколь-400 (ПЕГ-400) – безбарвна в’яз-
ка рідина з характерним запахом і гіркуватим, ледь 
пекучим присмаком, дуже гігроскопічна. Густина: 
1,1-1,2 г/см 3; Т спалаху 182-287 C. Точка плавлення 
4-8°C. Розчинний у багатьох органічних розчинниках: 
бензолі, чотирихлористому вуглеці, хлороформі, ди-
метилформаміді, ацетонітрилі.

Експериментальна частина дослідження викону-
валась відповідно до загальних етичних принципів, 
ухвалених Першим національним конгресом України 
з біоетики (Київ, 2001), положень Європейської кон-
венції про захист хребетних тварин (Стразбург, 1986) 
та Директиви Ради Європи 86/609/ЕЕС (1986), Закону 
України № 3447-IV від 21.02.2006 «Про захист тварин 
від жорстокого поводження». Експеримент прово-
дився на статевозрілих (6-8 місяців) білих щурах-сам-
цях популяції WAG масою 200-250 г, отриманих з 
науково-експериментальної клініки Харківського на-
ціонального медичного університету. Дослідження 
проведено в процесі експерименту тривалістю 14 діб 
за умов впливу GdYVO4:Eu3+ та ПЕГ-400.

Експериментальні тварини перебували в стан-
дартних умовах віварію з 12-годинним режимом 
день/ніч. Тварини отримували воду в достатній кіль-
кості та гранульований корм ad libitum згідно норм 
[15-21].

Воду та водні розчини НЧ вводили щурам перо-
рально – за допомогою піпетки-дозатора з наконеч-
ником, водний розчин ПЕГ-400 – за допомогою мета-
левого зонду внутрішньошлунково щоденно вранці 
натщесерце. 

Експеримент проводили на 36 статевозрілих 
щурах-самцях популяції WAG, яких випадковим 
чином розподіляли на 6 груп (по 6 тварин у кожній). 

Перша група – контрольна (щури отримували питну 
воду), 2 та 3 група -тварини, яким на протязі 14 діб 
вводили водні розчини ортованадату гадоліній ітрію, 
відповідно в дозі 100 мкг/кг маси тіла тварини (2 
група, Gd-100) і 200 мкг/кг (3 група, Gd-200); 4 і 5 група 
– тварини, які отримували протягом 14 діб аналогічну 
дозу водних розчинів наночастинок, тобто 100 мкг/
кг (4 група, Gd(UV)-100) і 200 мкг/кг (5 група, Gd(UV)-
200), що були попередньо опроміненні УФ-світлом 
у кварцових кюветах, джерело УФ-випромінювання 
«Кварц-125» (λ=200÷400 нм) протягом 20 хв. на від-
стані l=20 см. Шоста група тварин отримувала водний 
розчин ПЕГ-400 у дозі 2,89 г/кг маси тіла. 

По закінченню експерименту на 14 добу тварин 
знеживлювали методом цервікальної дислокації 
[15-22]. Всі маніпуляції проводили з 8:30 до 10:00 в 
стандартних умовах. Протягом проведення експери-
ментальної частини дослідження кожного дня, крім 
вихідних, контролювали загальний стан тварин, вжи-
вання води та корму. Кров відбирали в стерильні про-
бірки, що міcтили K2 EDTA Vacutainer (BD Vacutainer). 
Еритроцити відділяли від плазми центрифугуванням 
протягом 15 хв. при 3000 g на центрифузі UNIVERSAL 
320 R. Лейкоцитарну плівку та супернатант видаляли 
методом аспірації. Суспензію еритроцитів тричі про-
мивали шляхом центрифугування при 1500 g 3 хв в 
10-кратному об’ємі фосфатно-сольового буферу (0,15 
моль/л NaCI, 0,01 моль/л фосфатний буфер, pH 7,4) 
[13-19]. 

У проведених дослідженнях стану мембран ери-
троцитів щурів при впливі НЧ та ПЕГ-400 було засто-
совано флуоресцентний зонд O1O (2-(2'-гідрокси-
феніл)-5-феніл-1,3-оксазол, флуоресценція якого є 
чутливою до змін полярності та протонодонорної 
здатності його мікрооточення [8-14]. 

Коли зонд O1O знаходиться у збудженому елек-
тронному стані, відбувається реакція внутрішньомо-
лекулярного фотопереносу протона (ВМФПП) [3-5]: 
гідроксильна група в орто-положенні латерального 
бензольного кільця діє як протонодонор, а атом азоту 
оксазольного кільця діє як акцептор протона (рис. 1). 
У результаті цієї реакції утворюється фототаутомерна 
форма (Т*). Фотопродукт має флуоресценцію у знач-
но більш довгохвильовій області спектру порівняно з 
вихідною (або так званою «нормальною») формою 
(N*) [12-17].

Наявність двосмугової флуоресценції дозво-
ляє проводити раціометричні вимірювання, тобто 
використовувати співвідношення інтенсивностей 
флуоресценції фототаутомерної форми та вихідної 
форми (IT*/IN*) як параметр для оцінки змін фізи-
ко-хімічних властивостей мікрооточення зонда О1О: 
наприклад, із зростанням полярності та/або прото-
нодонорної здатності середовища співвідношення  
IT*/IN* зменшується [5-7].

Застосування раціометричних флуоресцентних 
зондів усуває похибку вимірювання, викликану від-
хиленням концентрації флуоресцентного зонда 
(наприклад, нерівномірний вміст флуоресцентного 
зонда в різних мембранах), а також похибки вимі-
рювання через відхилення в конфігурації та налаш-
туванні обладнання для вимірювання флуоресценції 
(наприклад, за умов зміни чутливості фотодетектора, 
девіації (коливань) інтенсивності джерела збуджую-
чого світла тощо) [8-14].
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Оскільки збільшення гідратації ліпідного бішару 
призводить до збільшення протонодонорної здатно-
сті та полярності мембранного середовища [6], зонд 
О1О можна використовувати для виявлення змін 
гідратації ліпідних мембран [10-12]. Враховуючи, що 
зміни гідратації мембран, у свою чергу, пов’язані зі 
змінами впорядкованості ліпідів мембран [5-8], зонд 
O1O може вказувати на останні.

У фосфоліпід них мембранах зонд O1O розта-
шований (рис. 2) в ділянці гліцеринових залишків 
фосфоліпідів (ближче до центру ліпідного бішару), 
в ділянці карбонільних груп фосфоліпідів і в ділянці 
жирнокислотних ланцюгів фосфоліпідів поблизу ді-
лянки карбонільних груп фосфоліпідів [15-21].

Визначення стану ліпідного бішару клітинних 
мембран еритроцитів щурів, токсифіковних ПЕГ-400, 
проводилося за допомогою флуоресцентного зонда 
О1О у фізіологічних розчинах [17]. Флуоресцентний 
зонд розчиняли в ацетонітрилі до початкової кон-
центрації 2∙10-4 моль/л; 10 мкл відповідного розчи-
ну зонда додавали до 2 мл суспензії еритроцитів. 
Кінцева концентрація зонда в суспензії досліджува-
них мембран – 1∙10-6 моль/л, таким чином, молярне 
відношення ліпід / зонд становило 1000:1. Вимірю-
вання спектрів флуоресценції проведене на спек-
трофлуориметр «Hitachi 850» (Японія) через годину 
після додавання зондів до суспензії клітин. Спектри 
флуоресценції зондів вимірювали в області 340-600 
нм при ширині щілин монохроматорів збудження 
і флуоресценції 5 і 5 нм відповідно, і довжині хвилі 
збудження 330 нм.

У випадку вимірювань флуоресценції зонда О1О 
у суспензіях еритроцитів щурів, токсифіковних НЧ 
ортованадату гадолінію ітрію, клітини фарбували 
флуоресцентним зондом шляхом додавання алікво-
ти вихідного розчину зонда в ацетонітрилі до суспен-
зій клітин: кінцева концентрація зонда становила ~ 
5∙10–6 моль/л. Перед вимірюванням флуоресценції 
клітинні суспензії інкубували із зондом при кімнат-
ній температурі протягом 1 години. Для вимірюван-
ня випромінювання зонда в діапазоні 340-550 нм 
використовували спектрофлуориметр «PerkinElmer 
FL8500». Інші параметри отримання флуоресценції: 
приріст сканування спектру становив 0,1 нм, швид-
кість сканування випромінювання 240 нм/хв, дов-
жина хвилі збудження 330 нм, щілини збудження та 
випромінювання 5 нм.

Результати досліджень та їх обговорення. 
На рисунку 3 представлено результати вимірю-

вань флуоресценції зонда O1O, зв’язаного з еритро-
цитами щурів, токсифікованих ксенобіотиком (КБ) 
ПЕГ-400, порівняльно до флуоресценції зонда у роз-
чині з еритроцитами контрольної групи щурів.

Згідно рис. 3, у випадку тварин, які отримували 
ПЕГ-400, співвідношення інтенсивностей довгохви-
льової (випускання фототаутомерной форми зонду 
[4-7]) і короткохвильового (випускання нормальної 
форми зонду [9-16]) смуг флуоресценції зонда прак-
тично не змінювалося в порівнянні з відповідним 
значенням для контрольної групи щурів: співвідно-
шення інтенсивностей флуоресценції I477 / I370 стано-
вило 110 і 108, відповідно.

Таким чином, в результаті впливу ПЕГ-400 не спо-
стерігається змін в області локалізації зонду О1О, 
тобто в ділянці гліцеринових залишків фосфоліпідів 

Рисунок 1 – Схема реакції внутрішньо молекулярного фотопе-
реносу протона (ВМФПП) у 2-(2'-ОН-феніл)-5-феніл-1,3-оксазолі 

(зонд O1O). Стрілка вгору показує електронне збудження, а 
стрілка вниз – випромінювання світла (флуоресценцію).

Рисунок 2 – Локалізація та орієнтація флуоресцентного зонда 
O1O у фосфоліпідних мембранах. Для позначення локалізації 

зонда показано дві молекули 1,2-дипальмітоїл-фосфатидилхолі-
ну із зовнішнього ліпідного шару мембрани.

Рисунок 3 – Спектр флуоресценції зонда О1О у розчині з еритро-
цитами щурів при впливі ПЕГ-400 порівняльно до спектра О1О  

у розчині еритроцитів контрольної групи щурів.
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(ближче до центру ліпідного бішару), в ділянці карбо-
нільних груп фосфоліпідів і в ділянці жирнокислотних 
ланцюгів фосфоліпідів поблизу ділянки карбонільних 
груп фосфоліпідів.

Разом з тим, у випадку розглядання еритроцитів 
щурів, токсифікованих ПЕГ-400, спостерігається по-
мітне зниження інтенсивності флуоресценції викори-
станого зонда, що свідчить про зменшення кількості 
молекул зонда, що зв'язалися з мембранами еритро-
цитів за одну годину інкубації. Зменшення швидкості 
зв'язування зонда з мембранами може бути поясне-
но формуванням навколо кожної ліпідної мембрани 
додаткової захисної оболонки [15-20], що складаєть-
ся з молекул ПЕГ-400, які адсорбувалися на поверхні 
мембрани еритроцитів.

Зареєстрована динаміка інтенсивності флуорес-
ценції зонда, а також відсутність змін в області глі-
церинових залишків фосфоліпідів, в області карбо-
нільних груп фосфоліпідів і в області жирнокислотних 
ланцюжків фосфоліпідів еритроцитів дослідної групи 
тварин, які отримували ПЕГ-400 в дозі 1/10 ДЛ50, є 
свідченням формування на поверхні мембран ери-
троцитів in vivo крові щурів додаткової оболонки з 
молекул поліетиленгліколю-400, яка адсорбується на 
поверхні мембрани. 

У наступній серії експериментальних досліджень 
проведено вивчення стану мембран еритроцитів 
щурів в умовах впливу НЧ ортованадату гадоліній 
ітрію, активованого європієм (GdYVO4:Eu3+): резуль-
тати вимірювань флуоресценції спектрів флуорес-
центного зонда O1O, зв’язаного з еритроцитами, 
представлено на рисунку 4 та в таблиці.

У порівнянні з відповідним спектром зонда 
О1О у випадку контрольного зразка, не заре-
єстровано значних змін спектра О1О у суспен-
зії еритроцитів щурів після впливу НЧ ортова-
надату гадоліній ітрію, активованого європієм  
(GdYVO4: Eu3+), як в умовах УФ опромінення так і без 
нього.

Відсутність зміни співвідношення IT*/IN* зонда 
О1О у еритроцитах щурів, що були під дією НЧ ор-
тованадату гадоліній ітрію, активованого європієм 
(GdYVO4:Eu3+), в умовах УФ опромінення та без нього, 
порівняно до відповідного співвідношення для кон-
трольних клітин, вказує на те, що під дією наночасток 

не відбувається змін гідратації мембрани 
в зоні розташування зонда: в ділянці глі-
церинових залишків фосфоліпідів (ближ-
че до центру ліпідного бішару), в ділянці 
карбонільних груп фосфоліпідів і в ділян-
ці жирнокислотних ланцюгів фосфоліпі-
дів поблизу ділянки карбонільних груп 
фосфоліпідів. Згадана відсутність змін 
гідратації, у свою чергу, є свідченням про 
відсутність змін впорядкованості мемб-
ранних ліпідів [23-25].

Таким чином, порівняно до кон-
трольного зразка суспензії еритроци-
тів, в умовах впливу НЧ ортованадату 
гадоліній ітрію, активованого європієм 
(GdYVO4:Eu3+), не зареєстровано змін 
у мембранах еритроцитів щурів навіть 
при максимальних концентраціях НЧ 
(200 мкг/кг) та УФ опроміненні.

Висновки. 
1. Експериментальне вивчення спектру флуорес-

ценції зонда О1О у суспензії еритроцитів щурів, що 
зазнавали 14 денного внутрішньошлункового вве-
дення ПЕГ-400 в дозі 2,89 г/кг тіла тварини (1/10 ДЛ50) 
свідчить про формування на поверхні мембран ери-
троцитів крові щурів додаткової оболонки з молекул 
полі етиленгліколю-400.

2. Дослідження спектру флуоресценції зонда О1О 
у суспензії еритроцитів щурів, що зазнавали 14 ден-
ної дії НЧ ортованадату гадоліній ітрію, активованого 
європієм у дозах 100 мкг/кг та 200 мкг/кг тіла твари-
ни, як умовах УФ опромінення так і без нього, змін 
у мембранах еритроцитів щурів, навіть при макси-
мальних концентраціях НЧ (200 мкг/кг) та УФ опромі-
ненні не виявило.

Перспективи подальших досліджень. 
Отримані результати використання наночастинок 

ортованадату гадоліній-ітрію, які були активованими 
ультрафіолетовим опроміненням або не активова-
ні, дають нові підстави для проведення подальших 
випробувань та імплементацію підходу в клінічну 
практику для підвищення ефективності променевої 
терапії у хворих на онкопатологію без негативних на-
слідків.

Таблиця – Співвідношення інтенсивностей флуоресценції 
нормальної та фототаутомерної форм (IТ*/IN*)a зонда O1O в 
мембранах еритроцитів щурів після впливу НЧ ортованада-
ту гадоліній ітрію, активованого європієм (GdYVO4 : Eu3+) в 

умовах УФ опромінення та без нього

№ 
п/п

Групи щурів після впливу НЧ ортованадату 
гадоліній ітрію, активованого європієм 

(GdYVO4 : Eu3+) в умовах УФ 
опромінення та без нього

Співвідношення 
інтенсивностей 
флуоресценції 
нормальної та 
фототаутомер-

ної форм (IТ*/IN*)
a

(I470I370)

1 Контрольна група 1.71

2 GdYVO4 : Eu3+ в дозі 100 мкг/кг 1.67

3 GdYVO4 : Eu3+ в дозі 100 мкг/кг та УФ опромінені 1.74

4 GdYVO4 : Eu3+ в дозі 200 мкг/кг 1.72

5 GdYVO4 : Eu3+ в дозі 200 мкг/кг УФ опромінені 1.72
Примітки: a – відносна похибка визначення IТ*/IN складає менш 6%.

Рисунок 4 – Репрезентативні спектри флуоресценції зонда O1O 
в суспензіях еритроцитів щурів: (а) контрольний зразок, (б) в 

умовах впливу НЧ ортованадату гадоліній ітрію, активованого 
європієм GdYVO 4 :Eu 3+ та в умовах опромінення.
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ДОСЛІДЖЕННЯ СТАНУ МЕМБРАН ЕРИТРОЦИТIВ КРОВІ ЩУРIВ ЗА ДОПОМОГОЮ ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО 
ЗОНДА ЗА УМОВ ВПЛИВУ НАНОЧАСТИНОК ОРТОВАНАДАТУ ГАДОЛIНIЮ ІТРІЮ ТА ПОЛІЕТИЛЕНГЛІКОЛЮ-400

Наконечна О. А., Посохов Є. О., Безродна А. І., Ярмиш Н. В., Бачинський Р. О.
Резюме. У сфері медицини особливий інтерес викликають наночастинки (НЧ), як для створення систем 

адресної доставки біологічно-активних речовин до органів-мішеней, так і в якості неінвазивного інструмен-
ту в біологічних та хімічних дослідженнях, особливо в якості магнітно-резонансних контрастних препаратів 
при проведенні променевої терапії пацієнтам з онкологічними захворюваннями. Але опромінення НЧ пучком 
фотонів генерує велику кількість електронів ближньої дії та оже-каскади, викликаючи модифікацію  НЧ, що 
може підвищувати генерація активних форм кисню (АФК), що згодом призведе до більшої цитотоксичності та 
генотоксичності по відношенню до пухлин. Показано, що під дією опромінення НЧ можуть чинити не тільки 
антиоксидантну, але й прооксидантну дію, що залежать  від природи НЧ, їх форми, розміру, дози та оточення.

Робота виконана для дослідження стану мембран еритроцитів щурів за умов впливу поліетиленгліко-
лю-400 (у дозі 1/10 ДЛ50), речовиною, яка, адсорбуючись на поверхні мембрани, може викликати зміни її 
структури та величину заряду, та НЧ, а саме ортованадату гадолінію ітрію, активованого європієм у дозах 
100 мкг/кг та 200 мкг/кг, на тлі опромінювання та без нього було використано флуоресцентний зонд O1O 
(2-(2'-гідрокси-феніл)-5-феніл-1,3-оксазол), параметри флуоресценції якого залежать від полярності та 
протонодонорної здатності його мікрооточення. 
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Проведені експериментальні дослідження спектру флуоресценції зонду О1О в суспензії крові еритроцитів 
щурів під впливом поліетиленгліколю-400 свідчать про утворення додаткової оболонки з його молекул на 
поверхні мембрани. Дослідження спектру флуоресценції зонда О1О в суспензії еритроцитів крові щурів, які 
піддалися дії ортованадату ітрію гадолінію, активованого європієм, як в умовах УФ-опромінення, так і без 
нього, не виявило змін мембран еритроцитів щурів, навіть при максимальних концентраціях НЧ (200 мкг/кг).

Ключові слова: ортованадат ітрію гадолінію, наночастинки, флуоресценція зонда О1О, 
поліетиленгліколь-400, мембрани еритроцитів щурів.

INVESTIGATION OF THE CONDITION OF THE ERYTHROCYTE MEMBRANES OF RATS USING A FLUORESCENT 
PROBE UNDER CONDITIONS OF EXPOSURE TO YTTRIUM GADOLINIUM ORTHOVANADATE NANOPARTICLES AND 
POLYETHYLENE GLYCOL-400

Nakonechna O. A., Posokhov Y. O., Bezrodnaya A. I., Yarmysh N. V., Bachynskyi R. O.
Abstract. In the field of medicine, nanoparticles (NPs) are of particular interest, both for the creation of targeted 

delivery systems of biologically active substances to target organs, and as a non-invasive tool in biological and chem-
ical research, especially as magnetic resonance contrast agents during radiation therapy patients with oncological 
diseases. But irradiation of NPs with a photon beam generates a large number of short-range electrons and Auger 
cascades, causing the modification of NPs, which can increase the generation of reactive oxygen species (ROS), 
which will subsequently lead to greater cytotoxicity and genotoxicity in relation to tumors. It is shown that under 
the influence of irradiation, NPs can have not only an antioxidant, but also a pro-oxidant effect, which depends on 
the nature of the NPs, their shape, size, dose, and environment.

Work conducted for the study the state of rat erythrocyte membranes under the conditions of exposure to 
polyethylene glycol-400 (in a dose of 1/10 DL50), a substance that, adsorbed on the surface of the membrane, 
can cause changes in its structure and the amount of charge, and NPs, namely yttrium gadolinium orthovanadate, 
activated with europium in doses of 100 μg/kg and 200 μg/kg, with and without irradiation, the fluorescent probe 
O1O (2-(2'-hydroxy-phenyl)-5-phenyl-1,3-oxazole) was used, the fluorescence parameters of which depend from the 
polarity and proton-donating ability of its microenvironment.

Experimental studies of the fluorescence spectrum of the O1O probe in the blood suspension of rat erythrocytes 
under the influence of polyethylene glycol-400 indicate the formation of an additional shell of its molecules on the 
surface of the membrane. The study of the fluorescence spectrum of the O1O probe in the erythrocyte suspension 
of the blood of rats exposed to europium-activated yttrium gadolinium orthovanadate, both under UV irradiation 
and without it, did not reveal changes in the membranes of rat erythrocytes, even at the maximum concentration 
of NPs (200 μg/kg ).

Key words: yttrium gadolinium orthovanadate, nanoparticles, fluorescence of probe O1O, polyethylene gly-
col-400, rat erythrocyte membranes.
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