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Досліджено біологічні ефекти (біотолерантність і цитостатична дія) та зміни 
спектральних характеристик у разі взаємодії зразків клиноптилоліту, легованого 
йонами перехідних металів, з різними біологічними об’єктами, а саме бактерій, 
дріжджів і клітин ссавців з різним рівнем неопластичної трансформації. Проведено 
порівняння люмінесцентно активних зразків клиноптилолітів, легованих РЗЕ, з 
низьким цитотоксичним ефектом із зразками, легованими сріблом. Такі напрацю-
вання є підґрунтям для створення неорганічних систем, розділення або захоплення 
біологічних одиниць (клітин або ферментів) у технологічних пристроях, щоб 
очищати та кондиціонувати рідини, які можна розглядати для використання в 
медичному обладнанні.  

Ключові слова: природний клиноптилоліт, культура клітин постійних ліній ссавців, 
мікроорганізми, перехідні метали, люмінесценція. 

Вступ 
Структура природного цеоліту (клиноптилоліту) добре підходить для іммобілі-

зації таких функціональних компонентів, як гідрофільні органічні молекули. 
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Кращим за цеоліт може бути лише гідроксиапатит, але він має меншу механічну 
міцність. Відомо, що комплексування катіонів металів з деякими органічними 
сполуками підсилює люмінесценцію (в деяких випадках), зміщуючи максимум 
емісії у довгохвильову область. Раніше ми з’ясували, що здатні до люмінесценції 
РЗЕ, зокрема Tb3+ [1] у складі структури цеолітів, змінюють свої спектральні 
характеристики під час взаємодії з клітинами, що дає змогу спостерігати за ними в 
реальному часі шляхом моніторингу люмінесценції, а саме за змінами інтенсив-
ності існуючих смуг свічення та за появою нових смуг.   

Створено серію зразків клиноптилоліту, допованого йонами перехідних металів, 
у тім числі РЗЕ. Їхню біологічну дію та люмінесцентні характеристики зіставлено 
зі зразками, допованими катіонами срібла, міді й цинку. Біологічними мішенями 
слугували клітини бактерійних і дріжджових культур, а також субстрат-залежні 
клітини ссавців. Мета нашої праці – отримати зразки клиноптилоліту, доповані 
катіонами РЗЕ, з низькою цитотоксичною дією.  

Найбільш інтенсивні зміни в люмінесценції спостерігали за включення Tb3+ і 
Eu3+  до цеолітової структури, що допомагає моніторити їх у реальному часі під 
час взаємодії з біологічними об’єктами [1]. У цьому випадку отримано люмінес-
центно активні зразки з низькою цитотоксичною дією. 

Матеріали та методика експерименту 
У дослідженнях використовували зразки цеоліту з родовища Сокирницьке, 

Хустського району Закарпатської області. Зразки цеоліту розтирали пестиком у 
ступці, відбирали фракцію частинок необхідного розміру, промивали дистильова-
ною водою та висушували за кімнатної температури. Зразки закарпатського 
клиноптилоліту характеризуються досить широким розподілом за розмірами пор, 
радіус яких перебуває в інтервалі 1–18 нм із чітко вираженим максимумом в 
області 2,2–2,4 нм [2]. Помел кінцевих зразків виконували з використанням плане-
тарного кульового млина Pulverisette-6 (Fritsch, Німеччина), швидкість обертання 
становила 250 об/хв, тривалість обробки – 1,5 год, млин оснащено 12 кульками з 
нітриду кремнію діаметром 20 мм. Приготування окремих зразків детально 
описано в табл. Механізм сорбції перехідних металів значною мірою залежить від 
рН розчину їхніх солей. Тому, залежно від умов приготування допованих зразків 
клиноптилоліту, сорбція РЗЕ відбувається за різними механізмами. Під час 
одержання зразків за умов, наведених у табл., Lu(III), Nd(III) та Gd(III) сорбуються 
з лужних розчинів головно шляхом адсорбції розчинних нейтральних гідроксидів 
на поверхні алюмосилікату [3–5]. Сорбція Tb(III), Yb(III), Ce(III) відбувається з 
нейтральних і слабко лужних розчинів шляхом адсорбції розчинних нейтральних 
гідроксидів цих РЗЕ на поверхні цеоліту та за допомогою йонно-обмінного 
механізму [6–8]. 

Для проведення біологічних досліджень клітини культивували в скляних 
флаконах (20 см2) Карреля у середовище Ігла в модифікації Дульбекко (DMEM, 
Sigma Chem. Co., США) з додаванням 10% сироватки крові плодів великої рогатої 
худоби (ВРХ, Sigma Chem. Co., США). Пересів культур клітин виконували у 
співвідношенні 1:5 через кожні 3 дні. Для досліду використовували пластикові 24 
лункові (16 мм діаметром лунки) (CELLSTAR CELL CULTURE MICROPLATES, 
Greiner Bio-One International GmbH). Для проведення дослідів клітини-мішені 
висівали на основу в кількості 104-105 клітин на лунку. Час дослідної експозиції – 1 
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i 3 доби. Чашки інкубували за 37 °C в CO2-інкубаторі (CO2-інкубатор C 170 Binder, 
Німеччина) в газовій сфері з 5% СО2.  

Таблиця 
Умови приготування зразків на основі клиноптилоліту в режимі твердофазової екстракції 

Table 
Conditions for preparing samples based on clinoptilolite in the solid-phase extraction mode 

Зразок 
(номер відповідає 

рис.) 
Умови 

Вміст 
допанта, 

мг/г 
Література 

4 Клиноптилоліт Природна форма 0 –# 

3 Клиноптилоліт 

1200 мл Н2О пропускають через 0,6 г 
прожареного за 550oC (2,5 год) 
клиноптилоліту з v=5 мл/хв; dзерен=0,2–
0,31мм; pH 8,0; зразок висушують за 
кімнатної температури 

0 –# 

5 
Na- 
клиноптилоліт 

1200 мл Н2О пропускають через 0,6 г 
прожареного за 550oC (2,5 год) Na-
клиноптилоліту з v=5 мл/хв; dзерен=0,2–
0,31мм; pH 8,0; зразок висушують за 
кімнатної температури 

0 [3] # 

6 
Ag+-  
клиноптилоліт 

1200 мл AgNO3 (C Ag+ =1 мкг/мл) 
пропускають через 0,6 г прожареного за 
550oC (2,5 год) клиноптилоліту з v=5 
мл/хв; dзерен=0,2-0,31мм; pH 8,0; зразок 
висушують за кімнатної температури та 
прожарюють за tо=500oC (2,5 год) 

2 [9,10] 

7 
Cu2+- 
клиноптилоліт 

400 мл Cu(NO3)2 (C Cu2+ =1 мкг/мл) 
пропускають через 0,6 г прожареного за 
150oC (2,5 год) клиноптилоліту з v=3 
мл/хв; dзерен=0,2–0,31мм; pH 7,1; зразок 
висушують за кімнатної температури та 
прожарюють за tо=500°C (2,5 год) 

0,67 [11] 

8 
Zn2+-  
клиноптилоліт 

625 мл Zn(NO3)2 (C Zn2+=1 мкг/мл) 
пропускають через через 0,6 г 
клиноптилоліту з v=3 мл/хв; d=0,2–
0,31 мм; pH=7,1; зразок висушують за 
кімнатної температури та прожарюють за 
tо=500°C (2,5год) 

1,04 [12] 

9 
Ce3+-  
клиноптилоліт 

3500 мл Ce(NO3)3 (C Ce3+ =1 мкг/мл) 
пропускають через 0,6 г прожареного за 
500oC (2,5 год) клиноптилоліту з v=3 
мл/хв; dзерен=0,2–0,31мм; pH 7,0; зразок 
висушують за кімнатної температури та 
прожарюють за tо=500°C (2,5 год) 

5,8 [8, 13] 
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Продовження таблиці 

Зразок 
(номер відповідає 

рис.) 
Умови 

Вміст 
допанта, 

мг/г 
Література 

12 
Tb3+-  
клиноптилоліт 

3500 мл Tb(NO3)3 (C Tb 3+ =1 мкг/мл) 
пропускають через 0,6 г прожареного за 
350°C (2,5 год) клиноптилоліту з v=3 
мл/хв; dзерен=0,2–0,31мм; pH 8,0; зразок 
висушують за кімнатної температури та 
прожарюють за tо=500°C (2,5 год) 

5,8 [6, 14] 

11 
Gd3+-  
клиноптилоліт 

3800 мл Gd(NO3)3 (C Gd 3+ =1 мкг/мл) 
пропускають через 0,6 г прожареного за 
250°C (2,5 год) клиноптилоліту з v=5 
мл/хв; dзерен=0,2–0,31мм; pH 9,5 (боратний 
буфер); зразок висушують за кімнатної 
температури 

6,33 [4] # 

15 
Lu3+-  
клиноптилоліт 

5500 мл Lu(NO3)3 (C Lu 3+ =1 мкг/мл) 
пропускають через 0,6 г прожареного за 
50°C (2,5 год) клиноптилоліту з v=5 мл/хв; 

dзерен=0,2–0,31мм; pH 10,0 (боратний 
буфер); зразок висушують за кімнатної 
температури 

9,17 [5] # 

14 
Yb3+- 
клиноптилоліт 

3800 мл Yb(NO3)3 (C Yb3+ =1 мкг/мл) 
пропускають через 0,6 г клиноптилоліту з 
v=5 мл/хв; dзерен=0,2–0,31мм; pH 8,0 
(боратний буфер); зразок висушують за 
кімнатної  
температури 

6,33 [7, 15] # 

10 
Nd3+- Na- 
клиноптилоліт 

1500 мл Nd(NO3)3 (C Nd3+ =1 мкг/мл) 
пропускають через 0,6 г прожареного за 
125oC (2,5 год) Na -клиноптилоліту з v=3 
мл/хв; dзерен=0,2–0,31мм; pH 8,5 (боратний 
буфер); зразок висушують за кімнатної 
температури 

2,5 [3] # 

# Результати цієї роботи. 
 
Якісну оцінку піддослідних клітин у культурі проводили під світловим 

люмінесцентним мікроскопом Мік Мед-12 (ЛОМО) зі збільшенням у ~400 разів в 
області збудження 320–570 нм та емісії 420–750 нм. За цих умов клітини 
розрізняли за контурами чи формою цитоплазми та морфологією ядер. Фотографу-
вання на люмінесцентному мікроскопі Zeiss (Carl Zeiss, Німеччина) виконували за 
допомогою камери AxioImager A1, яка входить у комплектацію мікроскопа, зі 
збільшенням у ~400 разів у відповідних ділянках збудження та емісії. Вміст ядра 
клітин фарбували ДНК-специфічним флуоресцентним барвником Hoechst 33342 
(Sigma, США) та етидію бромідом (EtBr) (Sigma, США). Hoechst 33342 використову-
вали у концентрації 0,2–0,5 мкг/мл та інкубували протягом 20–30 хв, EtBr – 
20 мкг/мл та інкубували 5 хв. 

Для кількісного визначення рівня загибелі чи приросту клітин у популяціях 
піддослідних клітин застосовували МТТ-тест, який допомагає оцінити метаболічну 
активність клітин. Визначення проводили відповідно до інструкції виробника 
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(MTT Assay Protocol for Cell Viability and Proliferation, Merck KGaA, Darmstadt, 
Germany [16]). Принцип визначення полягає у пропорційній залежності кількості 
живих клітин від активності мітохондріальних дегідрогеназ у цих клітинах, що 
здатні відновлювати незабарвлені форми 3-4,5-диметилтіазол-2-іл-2,5-дифеніл-
тетразолію (МТТ-реагент) до кристалічного блакитного формазану, нерозчинного 
у воді, але розчинного у диметилсульфоксиді (ДМСО). Формазан розчиняли у 
концентрованому ДМСО і кількісно визначали на багатоканальному мікрофото-
метрі ВіоТек 76883 (ВіоТек, США) при довжині хвилі 490 нм. Результати дослідів 
представлені на діаграмах як середнє значення ± стандартне відхилення, а статис-
тичну достовірність різниці між дослідними точками визначали за коефіцієнтом 
Стьюдента (Т-тест). Статистично достовірною вважали різницю у значеннях 
р≤0,05. 

Результати та обговорення  
На рис. зображено репрезентативний графік, що ілюструє наслідки впливу 

модифікованих форм клиноптилоліту на культуру ембріональних клітин лінії НЕК 
293 людини, що вважається однією з найчутливіших тест-систем щодо дії токсич-
них чинників. Нульовим контролем у біологічних дослідженнях слугувала нативна 
культура клітин (зразок 1 – 100% життєздатності), а позитивним контролем 
дрібнодисперсне металічне срібло (Ag0, зразок 2). Інші варіанти діючих зразків: 
термічно оброблений (t= 550 °C) (3), непрожарений (4), збагачений Na+ (5), 
допований Ag+ (6), Сu2+ (7), Zn2+ (8) і тривалентними йонами РЗЕ, зокрема Се3+ (9), 
Nd3+ (10), Gd3+(11), Tb3+ (12), Er3+ (13), Yb3+ (14), Lu3+ (15). Контролем високої 
токсичності слугував протипухлинний препарат доксорубіцин (16) у дозі 1 мкг/мл. 
Зміни рівня життєздатності клітин наведені на першу (24 год) і третю (72 год) доби 
досліду. Як видно з даних, зразки клиноптилоліту, доповані катіонами металів, не 
спричиняють значного впливу на життєздатність клітин, порівняно з доксорубіци-
ном. 

З урахуванням методичної, інструментальної та статистичної похибок достовір-
ними змінами вважаються відхилення понад 20% від нульового контролю. З’ясова-
но, що досліджувані модифікації клиноптилоліту, допованого одно-, дво- та 
тривалентними катіонами металів, не спричиняють біологічно значущих відхилень. 
Статистично значуще зниження кількості життєздатних клітин виявлено лише за 
дії доксорубіцину (контроль на цитотоксичність).  

Варто зазначити, що усі тривалентні катіони металів групи лантаноїдів, що 
входять до складу тестованих зразків клиноптилоліту, мають люмінесцентні влас-
тивості, однак це явище по-різному виявляється у водному культуральному 
середовищі. Раніше ми [1] дослідили вплив комплексування катіонів металів та 
органічних молекул на клиноптилоліті як функціональній платформі, а саме 
катіонів Tb3+ із дипіколіновою та/або мефенаміновою кислотами, катіонів Nd3+ з 
етонієм, Yb3+ з етонієм та/або з моріном, Еu3+ з атофаном та 1,10-фенантроліном, 
Er3+ з дибензоїлметаном та/або етонієм та/або з моріном. Підтверджено, що усі ці 
мінерал-металорганічні комплекси проявляють люмінесценцію (перемінної 
інтенсивності та з різними піками) у зелено-жовтій (520–610 нм) ділянці видимого 
спектра. Окремо варто виокремити мефенамінову кислоту, що у комплексі з 
катіонами Tb3+ має також інтенсивну люмінесценцію в червоній (610–700 нм) 
ділянці спектра. Водночас було продемонстровано, що усі тестовані комплекси 
характеризуються значним токсичним впливом на клітини різного генезу за умов 
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in vitro. Критерієм для порівняння цитотоксичної дії слугував показник IC50, що 
характеризує напівмаксимальну інгібувальну концентрацію. У випадку дослідів на 
тваринах його еквівалентом є напівлетальна доза.  

 

 
Рис. Рівень життєздатності ембріональних клітин лінії НЕК 293 людини  за дії на них різних 
зразків клиноптилоліту, допованих іонами металів та/або підданих температурній обробці 

за попередньої преінкубації піддослідної культури з тестованими зразками.  
*** p≤0,001 – статистично значущі порівняно з контролем. 

Fig. Level of survival of human embryonic kidney cells of НЕК 293 line under their treatment 
with clinoptilolite samples doped with metal ions and/or subjected to temperature treatment under 

the conditions of preliminary preincubation of the suspension of the tested samples with the 
experimental culture. *** p≤0.001 – statistically significant compared to the control. 

. 
Ми виявили появу люмінесценції за дії зразків клиноптилоліту, допованого 

тривалентними катіонами металів, на субстрат-залежні (адгезивні) клітини (зокрема 
лінія НЕК 293). Ймовірне пояснення такого явища полягає в тому, що білкові 
компоненти зовнішніх клітинних мембран (наприклад, амінокислоти з гетеро-
циклічною структурою) індукують квантові фізико-хімічні ефекти подібно до тих, 
що винкають у мінерал-металоорганічних комплексах [17].  

Водночас спірним є питання механізмів взаємодії субстрат-залежних клітин 
ссавців зі зразками клиноптилоліту, зокрема допованого йонами перехідних 
металів. У випадку клітин бактерійних і дріжджів, що володіють порівняно жорст-
кою клітинною стінкою, може йтися про розміщення в порах сумірних розмірів 
(2–3 рівні організації мікрочастинок) [18]. У випадку клітин ссавців, що не мають 
клітинної стінки як в мікроорганізмів, а їхня здатність до прикріплення (адгезія) 
забезпечується кадгериновими кластерами (модулями білкових молекул зі специ-
фічними полісахаридними детермінантами) й існує можливість «заякорювання» в 
порах мінералу з розмірами від кількох нанометрів до десятків мікрометрів. З 
урахуванням виявлених люмінесцентних характеристик можна припустити, що 
адгезія відбувається зокрема і в місцях локалізації атомів металів-допантів. 
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Залишається непоясненим значне (на порядок) зростання інтенсивності емісії в 
довгохвильовій області спектра у випадку застосування катіонів ербію. Цей 
феномен буде метою наших подальших досліджень. 

Висновки  
Отримані результати можуть слугувати підґрунтям для створення, виготовлен-

ня та контролю систем сепарації чи вловлювання біологічних об’єктів (клітини чи 
макромолекули) у технологічних пристроях очищення та кондиціонування рідин 
при створенні медичної техніки.  

 
Подяка за фінансову підтримку Міністерства освіти і науки України (тема ХА-

32Ф, № 0122U001599 «Нові композиції метал клиноптилоліт для потреб 
аналітичної хімії біології та охорони здоров’я»). Часткова підтримка Simons 
Foundation (Award No 1030281).  
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Samples with luminescent properties are of interest for research purposes. Series of clinoptilolite samples 
doped with mono-, di-, and trivalent metal cations were analyzed in order to compare the biological effects of 
its doping with silver cations and other metals, in particular REE, on substrate-dependent (attached to surface) 
mammalian cells with different degree of the neoplastic transformation, as well as regarding the bacterial cells. 
The goal of the study was to obtain samples of clinoptilolite doped with REE cations suitable (low 
cytotoxicity) for interaction with cellular units in a liquid microenvironment. 

It was shown that luminescent REE (the most intense effects were observed in the case of Tb3+ [1] and 
Er3+) that were present in the zeolite structure changed their spectral characteristics upon interaction/binding 
with cellular units. That allowed real-time monitoring of their interaction via detection of luminescence 
(change in intensity level and appearance of new peaks). Luminescently active samples with a low cytotoxic 
effect were obtained, with an exception of silver-doped samples that were used to compare REE-dopped 
clinoptilolites with different properties (biotolerant or cytostatic), in relation to bacterial, yeast and mammalian 
cells with different levels of neoplastic transformation [1–3]. It was found that the order of magnitude increase 
in emission intensity in the long-wave spectrum region took place in case of erbium application. This 
phenomenon will be studied in our further research. 

The obtained results are the basis for the creation and manufacture of systems for separation or capture of 
biological (cell and macromolecules) units in technological devices for cleaning and conditioning liquids. In 
particular, there are significant prospects for the use of the obtained samples of clinoptiolites doped with REE 
for the further development of working surfaces for the immobilization of functional determinants (for 
example, recombinant enzymes) at the creation of medical equipment. 

Keywords: natural clinoptilolite, transition metals, luminescence, culture of mammalian cells, 
microorganisms.  
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