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ЗМІНИ ЕНЕРГЕТИЧНОГО МЕТАБОЛІЗМУ ТА ФОСФОЛІПІДНОГО ПРОФІЛЮ ПРИ ДІЇ 
ВУГЛЕЦЕВИХ НАНОЧАСТИНОК 

Виробництво вуглецевих наночастинок (ВНЧ) займає перше місце серед усіх наноматеріалів. 
Протягом 2008-2010 рр. у виробництво вуглецевих наночастинок планувалося вкладати 3,6 млрд. 

доларів США на рік. Однак, унікальні характеристики НЧ, які обумовлюють перспективність їх 

використання в промисловості, медицині і побуті, є потенційним джерелом небезпеки для живих 

організмів. Основні небезпеки від застосування наночастинок пов’язані із нанорозмірними 

особливостями, зокрема, великою площею поверхні і посиленою хімічною реактивністю, та 
недостатньо вивченим впливом на живі організми і екосистеми [1].  

Дані, отримані в експериментальних та епідеміологічних дослідженнях, щодо впливу 

нанорозмірних забруднювачів повітря (пилу, мінеральних частинок та волокон), свідчать про високу 

ймовірність токсичної та/або канцерогенної дії новостворених НЧ [2, 3]. Їх медичне застосування та 
поширення у побуті і на робочому місці в комбінації з іншими шкідливими факторами може мати 

непередбачувані негативні наслідки для здоров’я, зокрема, підвищувати ризик розвитку онкологічних 

захворювань. Науковці звертають увагу на те, що нанорозмірний діаметр вуглецевих нанотрубок та 
їхня голкоподібна форма роблять їх схожими на волокна азбесту, інгаляційне надходження яких 

призводить до виникнення раку легень [4]. 

НЧ можуть потрапляти в організм людини інгаляційним шляхом, через шкіру, а також через 
шлунково-кишковий тракт.  Переміщення НЧ з легенів у кров та інші органи було показане для 
різних НЧ, що спричиняє системний вплив на здоров’я [4, 5].  

На сьогодні залишається невирішеною проблема оцінки токсичних ефектів НЧ наявними 

методами. Більшість дослідників сходиться на думці про необхідність перегляду традиційних батарей 

тестів, проте не розроблено чітких критеріїв для оцінки ризиків дії НЧ на живі системи.  

Метою нашої роботи було встановлення впливу вуглецевих НЧ на енергетичний метаболізм, 

фосфоліпідний профіль та рівень мобільних ліпідних доменів у клітинах асцитної карциноми Ерліха 
(АКЕ).  

У дослідженнях вивчали дію вуглецевих НЧ двох типів – фулеренів С60 (“Sigma”, США) та 
багатошарових вуглецевих нанотрубок (БШВНТ) (люб’язно наданих Семенцовим Г.I. та Алексеєвою 

Т.А., ВАТ «Спецмаш», Київ, Україна). Для проведення досліджень використовували білих нелінійних 

самців мишей масою 19-22 г з віварію Інституту експериментальної патології, онкології та 
радіобіології ім. Р.Є. Кавецького, НАН України (ІЕПОР). Всі процедури з тваринами проводили 

відповідно до вимог Державного комітету з етики. Культура АКЕ була отримана в банку клітинних 

ліній ІЕПОР та підтримувалася шляхом інтраперитонеальних перещеплень мишам. Проводили in 

vitro  (з фулеренами С60) та  in vivo (з БШВНТ) дослідження. Клітини АКЕ (7•10
5
 кл/мл поживного 

середовища) інкубували з фулеренами С60 в концентрації 0,07 мг/мл протягом 1 доби. БШВНТ 

вводили у черевну порожнину мишей на 1 добу в концентраціях 0.5 та 1.5 мг/миша на 6-ту добу після 
перещеплення пухлини.  

Для оцінки впливу вуглецевих НЧ на біоенергетичний статус клітин використовували 
1
H та 

31
P ЯМР спектроскопію. Метод 

31Р ЯМР спектроскопії дозволяє одночасно провести оцінку рівня 
основних високоенергетичних фосфоровмісних сполук клітини. У легенях, печінці та пухлинній 

тканині щурів визначали вміст нуклеозидтрифосфатів (НТФ), нуклеозиддифосфатів (НДФ), 

неорганічного фосфату (НФ), фосфокреатину (ФК), фосфохоліну (ФХ), фосфоетаноламіну (ФЕ), 

гліцерофосфохоліну (ГФХ), гліцерофосфоетаноламіну (ГФЕ), дифосфодиефірів (ДФДЕ),  

нікотинаміддинуклеотидфосфату (НАДФ(Н)), уридиндифосфату (УДФ) та органічних фосфатів (ОФ) 

(рисунок1). ФЕ і ФХ – належать до фосфомоноефірів (ФМЕ), що є субстратами для синтезу 

складових мембран. ГФЕ i ГФХ – належать до фосфодиефірів (ФДЕ), що є продуктами розпаду 

мембран. Відносний вміст таурину, лактату, холіну+фосфохоліну+гліцерофосфохоліну 

(Хол+ФХ+ГФХ) та креатину+креатинфосфату (Кр+ФКр) визначали за допомогою 
1
H ЯМР 

спектроскопії.  
Методом 

31Р-ЯМР спектроскопії визначали вміст наступних фосфоліпідів у клітинах АКЕ: 

фосфатидилхоліну (ФтХ), плазмалогену фосфатидилхоліну (ПФтХ), фосфатидилетаноламіну (ФтЕА), 
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плазмалогену фосфатидилетаноламіну (ПФтЕА), фосфатидилсерину (ФтС), кардіоліпіну та 
фосфатидилінозитолу (ФтІ). Ступінь структуризації мембран оцінювали за співвідношенням 

ФтХ/СМ. 

Метод протонного ЯМР дозволяє реєструвати зміну інтенсивності сигналів метиленового ((-

СН2-)n при 1,3 м.д.) та метильного (СН3 при 0,9 м.д.) резонансу протонів, які входять до складу 

мобільних ліпідних доменів (МЛД) з молекулами, що мають достатню молекулярну рухливість, а 
також протонів, які входять до складу -N(CH3)3 груп холіну, при 3,2 м.д. Природа резонансів 
пов’язана з особливостями обміну ліпідів в клітині, а також змінами складу та текучості клітинної 
мембрани [6]. Для оцінки рівня МЛД в клітинах розраховували співвідношення інтегральних величин 

метиленового та метилового сигналів (СН2/СН3), а також визначали загальний рівень холіну в 
клітинах. 

Оцінка вмісту різних фосфоровмісних метаболітів дозволяє визначити ряд характерних 

параметрів метаболізму клітин. Біоенергетичний статус клітин оцінювали за наступними 

співвідношеннями: НФ/βНТФ, ФМЕ/βНТФ, НФ/ФМЕ. Зростання співвідношення НФ/βНТФ свідчить 
про погіршення енергетичного обміну, відображає зниження рівня високоенергетичних сполук в 
клітинах. Зростання співвідношень ФМЕ/βНТФ та НФ/ФМЕ відображає посилення гіпоксії клітин 

[7]. Рівень обміну компонентів мембран оцінювали за співвідношенням ФМЕ/ФДЕ, зростання якого 

свідчить про активацію процесів синтезу складових мембран [8, 9, 10].  

Інкубування клітин АКЕ з фулеренами C60 супроводжувалося активацією енергетичного 

метаболізму та зниженням рівня гіпоксії, що проявлялося у зменшенні величини співвідношення 
НФ/ФМЕ на 70%. Експозиція до фулеренів C60 спричиняла зниження співвідношення ФМЕ/ФДЕ та 
25%, що свідчить про спад синтезу компонентів мембран (рисунок1В). 
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Рисунок 1 – Рівень енергетичного метаболізму в клітинах АКЕ, інкубованих з ВНЧ. (А) Вплив 
БШВНТ на співвідношення  НФ/βНТФ, ФМЕ/βНТФ, НФ/ФМЕ, ФМЕ/ФДЕ у клітинах АКЕ: ■ – 

контрольні клітини;  – клітини, інкубовані з БШВНТ (0.5 мг/миша); □ – клітини, інкубовані з 
БШВНТ (1.5 мг/миша). (В) Вплив фулеренів С60 на співвідношення НФ/βНТФ, ФМЕ/βНТФ, 

НФ/ФМЕ, ФМЕ/ФДЕ у клітинах АКЕ: ■ – контрольні клітини;   – клітини, інкубовані з фулеренами 

C60 (0.066 мг/мл). 1 – НФ/βНТФ, 2 – ФМЕ/βНТФ, 3 – НФ/ФМЕ, 4 – ФМЕ/ФДЕ. 

 

Було виявлено, що дія фулеренів C60 супроводжувалася зниженням вмісту лактату та таурину 

на 20% та зростанням рівня Хол+ФХ+ГФХ та Кр+ФКр на 200% та 450% у клітинах АКЕ, відповідно 

(рисунок 2). Такі зміни вмісту лактату можуть свідчити про зниження рівня анаеробного гліколізу. 

Низька доза БШВНТ спричиняла 20% зростання величин співвідношень НФ/βНТФ  та 
ФМЕ/βНТФ, що відображає погіршення енергетичного метаболізму та зростання рівня гіпоксії. 
Експозиція до високої дози БШВНТ супроводжувалася зростанням співвідношення ФМЕ/βНТФ, що 

свідчило про інтенсифікацію гіпоксії, проте зниження величини співвідношення НФ/ФМН на 40% 

може свідчити про активацію енергетичного метаболізму. Інкубація клітин АКЕ з обома дозами 

БШВНТ спричиняла 60% (0.5 мг/миша) та 289% (1.5 мг/миша) зростання величини співвідношення 
ФМЕ/ФДЕ, що свідчить про активацію синтезу компонентів мембран (рисунок 1А).  

Експозиція клітин АКЕ до низької дози БШВНТ супроводжувалася зниженням вмісту 

Хол+ФХ+ГФХ на 23% та зростанням рівня лактату на 17%. Однак висока концентрація БШВНТ 

спричиняла 30% зниження вмісту лактату. 
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Функціонування клітин безпосередньо залежить від фізико-хімічних характеристик мембран, 

що, зокрема, визначаються кількісним та якісним складом фосфоліпідів. У досліджуваних клітинах 

АКЕ спостерігалися характерні зміни кількості основних фосфоліпідів. Так, експозиція до фулеренів 
С60 супроводжувалася зниженням вмісту ФтХ (на 15%), ПлФтХ (на 28%), ФтС ( на 61%), ФтЕА (на 
20%) та ПлФтЕА (на 34%). Окрім того дія даних наночастинок спричиняла зниження величини 

співвідношення ФтХ/СМ на 20% (рисунок 2А). 
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Рисунок 2 – Вміст фосфоліпідів у клітинах АКЕ, що інкубованих з ВНЧ. (А) Вплив фулеренів С60 

на рівень фосфоліпідів у клітинах АКЕ:  ■ – контрольні клітини;   – клітини, інкубовані з 
фулеренами C60 (0.066 мг/мл). (В) Дія БШВНТ на вміст фосфоліпідів у клітинах АКЕ: ■ – контрольні 
клітини;  – клітини, інкубовані з БШВНТ (0.5 мг/миша); □ – клітини, інкубовані з БШВНТ (1.5 

мг/миша). 1 – ФтХ, 2 – ПлФтХ, 3 – ФтІ, 4 – СМ, 5 – ФтС, 6 – ФтЕА, 7 – ПлФтЕА, 8 – кардіоліпін. 

 

Низька концентрація БШВНТ сприиняла зниження вмісту ФтХ (на 16%), ПлФтХ (на 51%), 

СМ (на 37%), ФтС (на 29%) та ФтЕА (на 31%). Інкубування клітин АКЕ з низькою дозою БШВНТ 

спричиняла зростання величини співвідношення ФтХ/СМ на 34%. Дія високої концентрації БШВНТ 

проявлялася у зростанні рівня СМ (на 20%), ФтС (на 35%), ПлФтЕА (на 33%) та кардіоліпіну (на 
53%) та незначному зменшенні величини співвідношення ФтХ/СМ (рисунок 3). 

Відомо, що ФтС виступає в якості кофактора протеїнкінази С (ПКС), активність якої зростає 
при проліферації [11]. ФтС також виступає в якості одного з маркерів на ранніх етапах апоптозу [12]. 

Отже, зміни вмісту цього фосфоліпіду можуть впливати на перебіг вищезгаданих процесів.  
Відповідна структура внутрішньої мітохондріальної мембрани, а також взаємодія між 

кристами та зовнішньою мембраною є залежними від наявності кардіоліпіну [13]. У клітинних лініях 
ссавців, що характеризуються недостатністю кардіоліпіну, виявлено значні зміни ультраструктури 

мітохондрій та слабку осмотичну стабільність цих органел [14]. Окрім того відомо, що кардіоліпін 

забезпечує зв’язування цитохрому с на внутрішній мембрані мітохондрій. Зниження вмісту цього 

фосфоліпіду супроводжується вивільненням цитохрому с при апоптозі [15, 16]. Зниження рівня 
кардіоліпіну могло спричиняти осмотичну нестабільність мітохондрій та порушення процесів 
окисного фосфорилювання [14] або свідчити про посилення апоптозу [15]. 

Величина співвідношення ФтХ/СМ характеризує фізико-хімічні властивості мембран. 

Зменшення величини цього співвідношення вказує на підвищення структуризації мембран, а його 

зростання – на зменшення в’язкості мембран [17].  

Таким чином, фулерени C60 аналогічно до низької дози БШВНТ спричиняють зниження 
вмісту майже всіх фосфоліпідів. Навпаки, експозиція до високої концентрації БШВНТ 

супроводжувалася зростанням рівня фосфоліпідів. Нами було показано, що структуризація клітинних 
мембран зменшувалася у клітинах при дії низької дози БШВНТ. Протилежний ефект спостерігався 
при дії фулеренів C60 чи високої концентрації БШВНТ. 

Відомо, що визначення вмісту МЛД в клітинах методом протонної ЯМР-спектроскопії 
дозволяє оцінити комплексні зміни, що відбуваються в плазматичній мембрані і цитоплазмі клітин 

при розвитку апоптозу [18]. Наявність 1Н ЯМР-видимих МЛД є характерною рисою пухлинних 

клітин in vitro та in vivo [19]. 

Було виявлено, що фулерени С60 спричиняють незначне зростання рівня МЛД (на 19%) в 
клітинах АКЕ, але вміст холіну при цьому знижувався на 49%, порівняно з контрольними клітинами. 

Такий ефект може бути пов’язаний з апоптоз-асоційованими змінами в клітинах, що піддавалися дії 
фулеренів C60. Експозиція до БШВНТ супроводжувалася лише незначним зниженням вмісту МЛД та 
рівня холіну (табл.1).  
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Таким чином, встановлено, що інкубування клітин з БШВНТ супроводжувалося 
інтенсифікацією гіпоксії та активацією синтезу компонентів мембран, в той же час фулерени С60 

спричиняли протилежні ефекти.  Фулерени С60 та висока доза БШВНТ спричиняли активацію 

енергетичного метаболізму та зниження проникності клітинних мембран, хоча низька доза БШВНТ 

мала протилежну дію. Обмін фосфоліпідів погіршувався при дії фулеренів С60 або низької 
концентрації БШВНТ, проте, експозиція клітин АКЕ до високої дози БШВНТ спричиняла зростання 
вмісту фосфоліпідів.  
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