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Запропоновано технологiчну схему для отримання стабiльного водного розчину C60 фу-
лерену з антибiотиком антрациклiнового ряду доксорубiцином (Докс). Встановлено ан-
тинеопластичний ефект створеного комплексу C60+Докс in vitro на клiтини асцитної
карциноми Ерлiха, лейкозу L1210 та карциноми легенi Льюїса, а також його проти-
пухлинну дiю на рiст карциноми легенi Льюїса in vivo. Данi результати свiдчать про
потенцiйно високу ефективнiсть застосування комплексу C60+Докс в хiмiотерапiї зло-
якiсних новоутворень.

Однiєю з актуальних проблем розвитку сучасної бiотехнологiї є вирiшення комплексного
завдання, що лежить на стику таких наук, як хiмiя, фiзика, матерiалознавство, бiологiя,
медицина, та передбачає цiлеспрямований дизайн, синтез i вивчення функцiональних влас-
тивостей наноматерiалiв (розмiром до 100 нм принаймнi в одному з вимiрiв). Останнiм
притаманна висока бiодоступнiсть, низька токсичнiсть та висока специфiчна бiоактивнiсть.
Вiдзначимо, що в найближчому майбутньому за допомогою запропонованих унiкальних
нанобiотехнологiй буде розв’язана проблема ранньої дiагностики злоякiсних пухлин iз ви-
значенням їх локалiзацiї i адресної доставки лiкарських препаратiв до органiв-мiшеней.
Серед можливих перспективних i ефективних бiомедичних лiкарських засобiв значне мiсце
займає C60 фулерен.

C60 фулерен — це молекула майже сферичної форми дiаметром 0,72 нм, поверхня якої
складається з 60 атомiв вуглецю, поєднаних мiж собою одинарними i подвiйними хiмiчними
зв’язками. Її можна синтезувати доступними хiмiчними методами, вона характеризується
високою хiмiчною стабiльнiстю та унiкальними фотофiзичними властивостями [1]. Завдяки
нанорозмiру, поєднанню мiцностi з малою масою, анти/прооксидантним властивостям [2, 3],
бiодоступностi [4], здатностi проникати всередину клiтин [5, 6], немодифiкованi C60 фулере-
ни розглядають як фармацевтично цiннi сполуки нового класу [7, 8]. Однак вiдзначимо, що
поряд зi значними перспективами у використаннi цих речовин у профiлактицi та лiкуваннi
захворювань, на цьому шляху iснують також певнi проблеми i перестороги. Так, данi бiоло-
гiчних дослiджень водних дисперсiй молекул C60 вказують на їх можливий токсичний вплив
на органiзм людини. З iншого боку, наводяться докази, що немодифiкованi C60 фулерени
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при низьких концентрацiях не є токсичними або принаймнi не виявляють гострої токсичної
дiї у системах in vitro та in vivo [9, 10]. Встановлено, що токсичнiсть молекул C60 iстотно
залежить вiд модифiкацiї їхньої поверхнi, умов синтезу i обробки, концентрацiї наночасти-
нок у cередовищi розчинника i вiдповiдно розмiру утворених з них агрегатiв (кластерiв).
Припускають, що головними механiзмами цитотоксичної дiї C60 фулеренiв є викликане ни-
ми перекисне окиснення лiпiдiв (ПОЛ), розвиток на цьому тлi оксидативного стресу та
пов’язанi з цим наслiдки, зокрема ушкодження ДНК i некроз [11].

Одним iз найпоширенiших терапевтичних засобiв у хiмiотерапiї раку є антибiотик антра-
циклiнового ряду — доксорубiцин (Докс) [12]. Однак його головними недолiками є кардiо-
токсичнiсть i невисока специфiчнiсть, що iстотно знижує ефективнiсть лiкувальної дiї. Тому
для покращення ефективностi терапевтичної дiї Докс необхiдно розвивати альтернативнi
методи лiкування злоякiсних пухлин, включаючи цiлеспрямований пошук нових субстанцiй
(зокрема, таргетних носiїв i агентiв, якi сприятимуть зниженню побiчних ефектiв). Можна
припустити, що iммобiлiзацiя Докс на C60 фулеренi [13] запобiгатиме його токсичнiй дiї на
iнтактнi клiтини i посилюватиме його проникнення в клiтини-мiшенi.

Метою роботи було оцiнити токсичний ефект комплексу C60 фулерену з доксорубiци-
ном (C60+Докс) in vitro на рiзнi типи трансформованих клiтин (асцитна карцинома Ерлi-
ха, лейкоз L1210 та карцинома легенi Льюїса), а також протипухлинний ефект вказаного
комплексу на рiст пухлин у експериментальних тварин iз трансплантованою карциномою
легенi Льюїса; порiвняти отриманi результати з дiєю C60 фулерену окремо за умов in vitro
та in vivo.

Матерiали та методи дослiдження. Для приготування водного колоїдного розчину
немодифiкованих C60 фулеренiв використовували розчин C60 фулерену в толуолi (чисто-
та >99,5%), де його концентрацiя вiдповiдала максимальнiй розчинностi ∼2,9 мг/мл, та
однаковий об’єм дистильованої води. Утворенi фази пiддавали дiї ультразвуку. Процедуру
продовжували до повного випаровування толуолу i набуття водною фазою жовтого забарв-
лення. За допомогою фiльтрацiї водного розчину вiддiляли розчинний продукт вiд нерозчи-
нених молекул C60. Цей метод дозволяє отримати рiзнi його концентрацiї у водi — вiд 0,01 до
1,2 мг/мл. Вимiрювали спектри поглинання C60 фулерену у водi в дiапазонi довжин хвиль
вiд 200 до 700 нм при кiмнатнiй температурi. Як виявилося, в УФ-дiлянцi спектра домi-
нують двi iнтенсивнi широкi смуги поглинання з максимумами при 265 й 345 нм [4]. Водний
колоїдний розчин цiєї сполуки при концентрацiї 0,15 мг/мл i температурi 4 ◦C є стабiль-
ним протягом 12 мiс. Отриманi електронно-мiкроскопiчнi зображення i данi малокутового
розсiяння нейтронiв чiтко вказують на присутнiсть у водi як окремих молекул C60, так i їх
агрегатiв з характерним розмiром до 80 нм (данi не представленi).

В експериментах використовували Докс (“Pfizer”, Italy; лiофiлiзований порошок 10 мг),
розчинений у фiзiологiчному розчинi (0,9% NaCl) при вихiднiй концентрацiї 0,15 мг/мл.
Iммобiлiзацiю Докс на C60 фулеренi проводили за методикою: вихiдний водний розчин C60

фулерену i Докс змiшували в об’ємному спiввiдношеннi 1 : 2. Отриману сумiш обробляли
ультразвуковим диспергатором упродовж 20 хв, пiсля чого перемiшували ще 12 год маг-
нiтною мiшалкою при кiмнатнiй температурi. Вимiрювали спектри поглинання нативного
Докс i сумiшi C60+Докс у дiапазонi довжин хвиль вiд 400 до 600 нм при кiмнатнiй тем-
пературi. Виражений гiпохромний ефект, що спостерiгався в експериментi, свiдчить про
формування cтабiльного комплексу мiж Докс i C60 фулереном [13].

Дослiди in vitro. Для оцiнки цитотоксичного ефекту комплексу C60+Докс i C60 фулерену
(для порiвняння) були використанi клiтини асцитної карциноми Ерлiха, лейкозу L1210 i кар-
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циноми легенi Льюїса, що отриманi з банку клiтинних лiнiй Iнституту експериментальної
патологiї, онкологiї i радiобiологiї iм. Р.Є. Кавецького НАН України (м. Київ). 10 мкл вод-
ного колоїдного розчину C60 фулерену або сумiшi C60+Докс додавали до 100 мкл суспензiї
клiтин у кiлькостi ∼3 ·105 та iнкубували впродовж 18 год. Токсичний ефект дослiджуваних
препаратiв вивчали з використанням МТТ-тесту [14], заснованого на здатностi мiтохондрi-
альних дегiдрогеназ дихального ланцюга перетворювати 3-(4,5-диметилтiазол-2-iл)-2,5-ди-
фенiл-2Н-тетразолiй бромiд (МТТ) на формазан, який кристалiзується в клiтинi. Cуспен-
зiю клiтин, що мiстила цей препарат, iнкубували в присутностi МТТ упродовж 3,5 год
при 37 ◦C. Осад формазану розчиняли в концентрованому розчинi DMSO. Вимiрювання
екстинкцiї проводили на цифровому спектрофотометрi (µQuant, BioTEK, США) на дов-
жинi хвилi 540 нм. Цитотоксичну активнiсть дослiджуваного препарату розраховували за
формулою: (1−ε/ε0)·100%, де ε0 i ε — екстинкцiя контрольної та дослiдної проби вiдповiдно.

Дослiди in vivo. Самцi мишей лiнiї С57B/6 (вага 20–25 г) перебували на стандартнiй дiєтi
вiварiю (Iнститут експериментальної патологiї, онкологiї i радiобiологiї iм. Р.Є. Кавецького
НАН України, Київ) при температурi (25±1) ◦C. Усi експерименти проводили вiдповiдно до
нормативiв Європейської конвенцiї про захист хребетних тварин пiд контролем бiоетичної
комiсiї вказаної установи.

Карцинома легенi Льюїса була трансплантована внутрiшньом’язово в кiнцiвку мишей
(5 · 105 пухлинних клiтин у 0,2 мл фiзiологiчного розчину). Як вiдомо, цей тип пухлини
характеризується високим ступенем метастазування в легеню [8]. Тварини розподiляли на
три групи: перша — мишi з перещепленою пухлиною, яким на наступну добу пiсля цього
внутрiшньочеревно вводили 0,9% NaCl в об’ємi 0,2 мл п’ять разiв через день (контроль,
n = 7); друга — мишi, яким на наступну добу пiсля перещеплення пухлини внутрiшньоче-
ревно вводили водний колоїдний розчин C60 фулерену в об’ємi 0,2 мл п’ять разiв через день
(n = 7) [8]; третя — мишi, яким на наступну добу пiсля перещеплення пухлини внутрiшньо-
черевно вводили сумiш C60+Докс в об’ємi 0,2 мл п’ять разiв через день (n = 7). Кiнцевi
дози C60 фулерену та комплексу C60+Докс становили 7,5 мг/кг. Характер введення пре-
паратiв, що мiстили C60 фулерен, обрано з урахуванням того факту, що молекули C60, якi
вводили внутрiшньочеревно щурам (доза — 500 мг/кг), виводилися з органiзму впродовж
2–4 дiб [15]. Варто також зазначити, що використана доза C60 фулерену в експериментах
була значно нижчою за значення ЛД50, що при пероральному введеннi мишам становила
600 мг/кг ваги тiла [15].

Кiнетику росту карциноми легенi Льюїса у мишей дослiджували шляхом вимiрювання
її поперечних розмiрiв (a й b — довжина й ширина (в мм) вiдповiдно) та розрахунку об’єму
пухлини за формулою: V = 1/2((a + b)/2)3 [8]. Вимiрювання розпочинали на 10-у добу
пiсля перещеплення пухлини, коли її спостерiгали вiзуально, i закiнчували на 21-у добу
експерименту пiсля загибелi першої тварини у контрольнiй групi.

Статистичний аналiз вiрогiдностi експериментальних даних проводили за допомогою
t-критерiю Стьюдента (рiвень значущостi p 6 0,05) з попередньою перевiркою гiпотези про
нормальний закон розподiлу випадкової величини за критерiєм Колмогорова–Смiрнова.

Результати та їх обговорення. Отриманими результатами з вивчення цитотоксичної
активностi (за допомогою МТТ-тесту) дослiджуваних препаратiв щодо пухлинних клiтин
рiзного типу доведено, що C60 фулерен (0,15 мг/мл) проявляє максимальний токсичний
ефект на клiтини асцитної карциноми Ерлiха (∼26%), взагалi не виявляє такої дiї щодо
клiтин лейкозу L1210 i, навпаки, на ∼17% стимулює рiст клiтин карциноми легенi Льюї-
са (вибiрковiсть цитотоксичної дiї C60 фулерену). Можливо, це зумовлено посиленням
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Рис. 1. Динамiка росту карциноми легенi Льюїса у мишей трьох груп: 1 — контроль; 2 — за умов введення
C60 фулерену; 3 — за умов введення комплексу C60 + Докс. p 6 0,05 вiдносно контролю.
Номери кривих вiдповiдають номерам груп

метаболiзму, що зумовлює зростання пролiферативної активностi клiтин карциноми легенi
Льюїса.

Застосування комплексу C60+Докс порiвняно з дiєю C60 фулерену характеризувалося
значним зростанням токсичного впливу на всi типи пухлинних клiтин in vitro: на ∼78%
щодо клiтин асцитної карциноми Ерлiха, ∼60% щодо клiтин лейкозу L1210 i ∼91% щодо
клiтин карциноми легенi Льюїса.

Кiнетика росту карциноми легенi Льюїса in vivo впродовж тривалостi експерименту (з 10
до 21-ї доби) має нелiнiйний характер (рис. 1). Отриманi данi свiдчать, що у другiй групi
(введення C60 фулерену) гальмування росту (об’єму) пухлини на 16 i 21-у добу експерименту
становило 18 i 17% вiдповiдно у порiвняннi з контрольною групою, у той час як у третiй
групi (введення комплексу C60+Докс) — 37 й 33% вiдповiдно. Отже, протипухлинна дiя
вказаного комплексу майже вдвiчi перевищила протипухлинну дiю C60 фулерену.

Таким чином, створено стабiльний комплекс C60+Докс, який можна розглядати як но-
вий фармакологiчний препарат. Як за умов in vitro, так i in vivo використання комплексу
C60+Докс призводить до пiдвищеного токсичного впливу на пухлиннi клiтини порiвняно
з використанням вiльного C60 фулерену.

Можна припустити, що завдяки унiкальнiй системi спряжених подвiйних зв’язкiв на по-
верхнi C60 фулерену вiн здатен нейтралiзувати активнi форми кисню (АФК), приєднуючи
неспарений електрон i перетворюючись на стабiльний радикал C·−

60
. Це дозволяє запобiгати

цитотоксичним ефектам АФК, якi продукуються в iнтактних клiтинах у випадку викори-
стання традицiйного протипухлинного препарату Докс (антиоксидантна активнiсть C60

фулерену). Крiм цього, C60 фулерен може слугувати засобом доставки протипухлинного
чинника, зокрема Докс, до клiтин злоякiсних пухлин (C60 фулерен як носiй лiкарських
препаратiв).
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С.В. Прилуцкая

Действие комплекса C60 фуллерена и доксорубицина на опухолевые

клетки in vitro и in vivo

Предложена технологическая схема для получения стабильного водного раствора C60 фул-
лерена с антибиотиком антрациклинового ряда доксорубицином (Докс). Установлен анти-
неопластичный эффект созданного комплекса C60+Докс in vitro на клетки асцитной карци-
номы Эрлиха, лейкоза L1210 и карциномы легкого Льюиса, а также его противоопухолевое
действие на рост карциномы легкого Льюиса in vivo. Данные результаты свидетельствуют
о потенциально высокой эффективности применения комплекса C60+Докс в химиотерапии
злокачественных новообразований.

S.V. Prylutska

Effect of the complex of C60 fullerene with doxorubicin on tumor cells

in vitro and in vivo

A technological scheme for preparing a stable aqueous solution of C60 fullerene with an antibiotic
doxorubicin (Dox) of the anthracycline row is proposed. The toxic effect of the C60+Dox complex
on cells of Ehrlich ascites carcinoma, leukemia L1210, and Lewis lung carcinoma is demonstrated.
Its antitumor effect on Lewis lung carcinoma in vivo was also shown. Thus, a high efficiency of
the C60+Dox complex in the anticancer therapy is postulated.
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