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На сьогодні активно вивчаються можли#
вості застосування модуляторів виживання
пухлинних клітин з метою пригнічення їх
проліферації. Здатність до проліферації, ме#
тастазування та міграції злоякісно транс#
формованих клітин значною мірою зале#
жить від їхніх адгезивних властивостей та
участі позаклітиного матриксу в регуляції
клітинного циклу. 

Раніше нами було виявлено, що можли#
вими модифікаторами адгезивного потен#
ціалу пухлинних клітин MCF#7 можуть бути
фулерени С60 [1]. Завдяки малим розмірам
та гідрофобності фулерени С60 здатні взаємо#
діяти з біологічними молекулами, вбудову#
ватись у мембрани та виявляти біологічні
ефекти [2]. Вплив фулеренів С60 на клітинні
мембрани здійснюється різними шляхами —
адсорбуванням на поверхні, вбудовуванням
у ліпідний бішар та/або зв’язуванням із
мембранними протеїнами [2–4]. Існують
дані щодо впливу фулеренів С60 на взаємо#
дію епітеліальних клітин з елементами по#
заклітинного матриксу [5], експресію адге#
зивного протеїну ICAM#I в ендотеліальних
клітинах [6], проведення регуляторних сиг#
налів у клітинах гепатоми [7]. 

Одним із підходів до пошуку сполук,
здатних впливати на показники життєздат#
ності пухлинних клітин, зокрема клітин
MCF#7 аденокарциноми молочної залози,
є тривале інкубування без заміни культу#
рального середовища (модель «unfed cultu#
re») [8, 9]. Клітини MCF#7 характеризують#
ся високим клоногенним і метастатичним
потенціалом та здатністю до прогресії за
умов нестачі живильних субстратів. Метою
роботи було оцінити вплив фулеренів С60 на
виживаність, розподіл за фазами клітинно#
го циклу та морфологічний стан клітин
MCF#7 у динаміці їх тривалої інкубації без
заміни культурального середовища. 

Матеріали і методи

Клітинна лінія та умови культивуван'
ня. Дослідження виконано на клітинній
лінії MCF#7 (рак молочної залози людини),
наданій доктором І. Гутом (Людвіговський
раковий інститут, Лондон). Клітини
(180 ± 6 тис/мл) висаджували у 24#лункові
планшети та інкубували в середовищі
RPMI#1640 (Sigma, США) з додаванням 15%
ЕТС (Sigma, США) і 40 мкг/мл гентаміцину
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після внесення фулеренів С60 у середовище культивування відбувається збільшення кількості клітин у S#фазі,

однак у подальшому спостерігається затримка клітин у фазі G2/М, втрата здатності до формування відростків

та зниження вмісту життєздатних клітин у популяції. За дії фулеренів С60 у субпопуляції, що виживає через

6 діб, збільшується вміст клітин у S#фазі.
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за стандартних умов, в атмосфері 100% воло#
гості та 5% СО2. Через 24 год адаптивного
періоду до клітин додавали фулерени С60

(кінцева концентрація 10–5 М) та інкубували
упродовж іще 5 діб без заміни культурально#
го середовища. Клітини в контролі інкубува#
ли без внесення фулеренів С60. 

Стабільні водні колоїдні розчини при#
стінних фулеренів С60 (72 мкг/мл, чистота
>99,5%) було виготовлено в хімічній лабо#
раторії Технічного університету Ільменау
(Німеччина) [3] й люб’язно надано професо#
ром П. Шарффом.

Оцінювання кількості життєздатних клі#
тин упродовж інкубаційного періоду здійс#
нювали з використанням стандартного тесту
виключення барвника трипанового синього.
Загальну кількість клітин у суспензії визна#
чали після їх відкріплення від субстрату
з використанням розчину Версена [10]. Під#
рахунок кількості клітин виконували в ка#
мері Горяєва.

Аналіз розподілу клітин за фазами мі'
тотичного циклу здійснювали з викорис#
танням обладнаного аргоновим лазером
(λзбуд = 488 нм, λеміс = 585/40 нм) протоко#
вого цитофлюориметра (Becton Dickinson,
США). Відкріплені від субстрату клітини
відмивали у середовищі RPMI 1640 та оці#
нювали (10 тис. клітин) за показниками
світлорозсіювання з метою виключення деб#
рису. Після додавання розчину, що містив
йодистий пропідій (10 мкг/мл), 0,1%#й три#
тон Х#100 та РНК#азу А (2,5 мкг/мл), проби
аналізували із застосуванням програми Mod
Fit LT 3.0 (BDIS, USA), як описано в [11]. 

Морфологічні показники. Для оцінювання
морфологічного стану клітини (180 ± 6 тис/мл)
висаджували на предметні скельця, які вмі#
щували в 6#лункові планшети. Після інку#
бації клітини фіксували на скельцях упро#
довж 30 хв при кімнатній температурі
з використанням суміші спирт–формаль#
дегід (1:3), промивали 0,9%#м NaCl, профар#
бовували розчином азур#еозину та гематок#
силін#еозину (1:1) упродовж 10–20 хв.
Фотографування препаратів клітин прово#
дили застосовуючи цифрову фотокамеру
Digital Still Camera з об’єктивом Carl Zeiss
Vario#Sonar (32#кратне збільшення).

Статистичну обробку результатів здійс#
нювали за критерієм Стьюдента. 

Результати та обговорення

Зображена на рис. 1 крива 1 демонструє
кінетику виживаності клітин MCF#7 у конт#
ролі в досліджуваний термін інкубації. Упро#

довж трьох діб після висаджування кіль#
кість клітин у популяції значно збільшується,
це узгоджується з тривалістю клітинного цик#
лу клітин MCF#7, який коливається у межах
33–75 год залежно від умов культивування
[12]. У подальший термін інкубації (3–4 до#
би) спостерігається уповільнення росту клі#
тин, про що свідчить також зменшення кіль#
кості клітин у S#фазі та збільшенення —
у G2#фазі (рис. 2, Б). Після чотирьох діб
культивування клітини гинуть через неста#
чу поживних речовин у культуральному се#
редовищі. 

Фулерени С60 впливають на виживаність
клітин MCF#7 та їх розподіл за фазами клі#
тинного циклу. Так, на початковому етапі
інкубації після внесення фулеренів С60 у се#
редовище спостерігається прискорення рос#
ту клітин (рис. 1) та збільшення кількості
клітин, які перебувають на стадії репліка#
тивного синтезу ДНК (рис. 2, А). Проте у по#
дальший термін інкубації виявляється цито#
токсичний ефект фулеренів С60 — через 3 доби
після внесення фулеренів С60 у середовище
культивування кількість живих клітин зни#
жується на 30% порівняно з контролем (рис. 1).
Нами встановлено також, що в цей термін
інкубації після внесення фулеренів С60 у по#
пуляції підвищується вміст мертвих клітин
(36 ± 4 тис/мл) порівняно з контролем
(22 ± 3 тис/мл).

Виявлені наслідки дії фулеренів С60 мо#
жуть бути пов’язані зі зміненим проходжен#
ням клітин MCF#7 через мітотичний цикл.
Дані, отримані через 2 доби після внесення
С60 у культуральне середовище, вказують на

Доба культивування
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Рис. 1. Виживаність клітин MCFb7 упродовж
культивування у контролі (1) 

та після додавання фулеренів С60 (10–5 М) (2)

*Р < 0,05 порівняно з контролем, n = 6
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те, що входження клітин у S#фазу пригні#
чується, а клітини, що завершили синтез
ДНК і вступили в G2/М, зазнають затримки
у цій фазі. Так, вміст в G2/М#фазі клітин,
інкубованих із С60, удвічі перевищує показ#
ник у контролі (рис. 2, Б). Слід зазначити,
що блокування клітинного циклу у фазі
G2/М з подальшою індукцією загибелі клі#
тин є характерним виявом дії протипухлин#
них препаратів [13, 14, 15].

Необхідною умовою проліферації in vitro
клітин MCF#7 є формування фокусів адгезії,

яке залежить від експресії специфічних
мембранних адгезивних протеїнів. На третю
добу культивування у популяції контроль#
них клітин виявляються розпластані на
субстраті клітини, що формують видовжені
відростки (позначено стрілками на рис. 3,
А). Під час інкубації у присутності фуле#
ренів С60 клітини стають округлішими і не
утворюють відростків (рис. 3, Б). Такі ре#
зультати морфологічного аналізу узгоджу#
ються з раніше отриманими нами даними
щодо зниження показника адгезії до суб#
страту клітин MCF#7 через 2 доби після інку#
бації з фулеренами С60 [1] і демонструють
взаємозв’язок між зміною адгезивних влас#
тивостей клітин МСF#7 та їх проходженням
через клітинний цикл за дії фулеренів С60.

Кількість клітин, що вижили через 6 діб
культивування, є незначним — 95 ± 11 тис/мл,
а вміст мертвих становить 145 ± 15 тис/мл.
Клітини, що вижили, характеризуються
значним проліферативним потенціалом,
оскільки 51% перебуває у S#фазі (рис. 2, В).

Рис. 2. Розподіл клітин MCFb7 за фазами 
клітиного циклу через 1 (А), 2 (Б), та 5 (В) діб

після внесення фулеренів С60
у культуральне середовище. 

Контроль — клітини, інкубовані за відсутності С60;
*Р < 0,05 порівняно з контролем, n = 5
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Рис. 3. Мікрофотографії клітин MCFb7 
через 3 доби культивування у контролі (А) 

та за умови внесення фулеренів С60 (Б)
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Після внесення фулеренів С60 вміст мерт#
вих клітин у цей термін підвищується до
215 ± 18 тис/мл. Водночас за дії фулеренів
С60 спостерігається підвищення кількості
клітин у S#фазі. Виявлений ефект фулеренів
С60 може бути використаний для прискорен#
ня переходу G0/G1 → S клітин МСF#7 у кло#
ногенній субпопуляції, що виживає за умов
нестачі поживних речовин у мікрооточенні,
з метою подальшого цільового впливу на цю
субпопуляцію протипухлинних агентів.

Механізм дії фулеренів С60 ще не з’ясовано.
Він може бути реалізованим на декількох
рівнях впливу — на елементи позаклітинно#
го матриксу, на структурно#функціональ#
ний стан плазматичної мембрани або ж на
механізми проведення регуляторних сиг#
налів шляхом активації/інактивації цик#
лінзалежних кіназ чи інших внутрішньо#
клітинних медіаторів прогресії клітинного
циклу [6, 7]. 

Таким чином, отримані дані свідчать про
вплив фулеренів С60 на показники життє#
здатності клітин МСF#7 за умов культиву#
вання без заміни культурального середовища.
На початковому етапі інкубації після вне#
сення фулеренів С60 у середовище культиву#
вання спостерігається прискорення росту
клітин та збільшення кількості клітин у S#
фазі. Однак у подальшому відбувається зат#
римка клітин у фазі G2/М, втрата здатності
до формування відростків та зниження вміс#
ту життєздатних клітин MCF#7 у популяції.
За дії фулеренів у субпопуляції, що виживає
упродовж тривалої інкубації, збільшується
вміст клітин у S#фазі, що є важливим для
пошуку шляхів підвищення ефективності
дії протипухлинних препаратів.

Роботу виконано за підтримки Націо'
нальної академії наук України в рамках прог'
рами «Наноструктурні системи, наномате'
ріали, нанотехнології», договір № 127/08–Н.
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ВЛИЯНИЕ ФУЛЛЕРЕНОВ С60
НА ВЫЖИВАЕМОСТЬ КЛЕТОК 

MCFb7 РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
ПРИ ДЛИТЕЛЬНОЙ ИНКУБАЦИИ

И. И. Гринюк1
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Изучено влияние изначальных фуллеренов
С60 (10–5 М) на выживаемость клеток линии
MCF#7 рака молочной железы при длительном
культивировании без замены культуральной
среды. Показано, что на начальном этапе ин#
кубации после внесения фуллеренов С60 в сре#
ду культивирования происходит увеличение
количества клеток в S#фазе. При дальнейшем
культивировании наблюдается задержка кле#
ток в фазе G2/М, потеря способности к форми#
рованию отростков и снижение содержания
жизнеспособных клеток в популяции. При
действии фуллеренов С60 в субпопуляции, вы#
жившей через 6 суток, увеличивается содер#
жание клеток в S#фазе.

Ключевые слова: фуллерены С60, клетки MCF#7
рака молочной железы. 

INFLUENCE OF FULLERENES C60
ON THE SURVIVABILITY OF BREAST

CANCER CELL LINE MCFb7 DURING
LONGbTERM INCUBATION
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Effects of pristine fullerenes C60 on breast
cancer cells MCF#7 survivability during long#
term cultivation were studied. Treatment with
fullerenes C60 (10–5 М) resulted in increasing of
the number of cells in G2/M phase, changes in
cells morphology, decreasing of the number of
survival cells and their synchronization in S#
phase. 

Key words: fullerenes C60, breast cancer cells
MCF. 




