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В роботі досліджується вплив різних концентрацій надструктурних мате-
ріалів, а саме, цибулиноподібного вуглецю (оніонів), ультрадисперсних 

алмазів (УДА) та фуллеренів (С60) на утворення багатоклітинних сферої-
дів. Хімічний склад та ступінь очищення наноматеріалів контролюється 

за допомогою ІЧ-Фур’є-спектроскопії. Сила та напрямок впливу нанома-
теріалів на клітинну популяцію було визначено за допомогою Пірсоново-
го коефіцієнта кореляції. Продемонстровано, що оніони й УДА знижують 

адгезійні та когезійні якості клітин та стимулюють утворення великої 
кількости клітинних сфероїдів об’ємом біля 10

3
 мм3. Натомість вплив 

фуллеренів, понижуючи адгезію клітин до субстрату, спричиняє утворен-
ня клітинних аґреґатів, більших за 410

3
 мм3. Одержані дані можуть бути 

використаними для спрямованого росту клітин у тривимірній культурі. 

The effect of different concentrations of superstructural materials, namely, 

onion-like carbon (onions), ultradispersed diamonds (UDD), and fullerenes 

(С60), on the formation of multicellular spheroids is investigated. Chemical 
composition and purity of nanomaterials are controlled by the Fourier IR 

spectroscopy. The strength and direction of the impact of nanomaterials on 

the cell population are determined, using the Pearson’s correlation coeffi-
cient. The results demonstrate that the UDD and onions reduce adhesion and 

cohesive abilities of cells and stimulate fabrication of high number of cell 
spheroids of about 10

3
 mm3. The fullerenes reduce cell adhesion to the sub-

strate and cause the formation of cell aggregates larger than 410
3

 mm3. 

These results can be useful for achievement of the directed cell growth in 

three-dimensional culture. 
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В работе исследуется влияние различных концентраций наноструктур-
ных материалов, а именно, луковицеобразного углерода (онионы), уль-
традисперсних алмазов (УДА) и фуллеренов (С60) на образование много-
клеточных сфероидов. Химический состав и степень чистоты наномате-
риалов контролируются с помощью ИК-Фурье-спектроскопии. Сила и 

направление влияния наноматериалов на клеточную популяцию оцени-
ваются с помощью коэффициента корреляции Пирсона. В результате 

продемонстрировано, что онионы и УДА снижают адгезионные и когези-
онные качества клеток и стимулируют образование большого числа кле-
точных сфероидов объёмом около 10

3
 мм3, а фуллерены, снижая адгезию 

клеток к субстрату, вызывают образование клеточных агрегатов объёмом 

более 410
3

 мм3. Полученные данные могут быть использованы для 

направленного роста клеток в трёхмерной культуре. 

Ключові слова: ультрадисперсні алмази, фуллерени, оніони, багатоклі-
тинні сфероїди. 

(Отримано 22 листопада 2013 р.; після доопрацювання — 27 листопада 2013 р.) 

  

1. ВСТУП 

Останнім часом у літературі з’являється досить багато робіт, прис-
вячених використанню наноструктурних матеріалів для біологіч-
них та медичних цілей [1–5]. Створення біологічно подібних нано-
пристроїв з життєво необхідними якостями вимагає міждисциплі-
нарних дослідницьких зусиль, які можуть бути переведені безпосе-
редньо в нові технології і продукти для біомедичних застосувань. 
Тому метою даної роботи було порівняння цитологічного впливу 

нанорозмірних матеріалів з різною структурою. В дослідженні було 

використано ультрадисперсні алмази (УДА), фуллерени С60 та вуг-
лецеві наноматеріали сфероїдальної форми — оніони. 
 Ультрадисперсні алмази [2] мають унікальні фізико-хімічні вла-
стивості: високорозвинена поверхня частинок (270–280 м

2/г), ве-
лика кількість заряджених груп (карбоксильні, карбонільні, гідро-
ксильні, ефірні), вуглецевих фраґментів і мікродомішок металів [6, 

7]. У літературі є суперечливі дані про токсичність УДА і можливо-
сті їх застосування в біології та медицині. Так, в роботах [8–10] по-
казано, що внутрішньом’язові та підшкірні ін’єкції з стерильних 

золів наноалмазів не чинять деструктивного впливу на клітини в 

місцях локалізації, а при внутрішньовенному введенні не відзнача-
ється змін у характері серцевої діяльности і стані внутрішніх орга-
нів піддослідних тварин. Є дані про протиракову активність і про-
типроменевий вплив наноалмазів [11, 12]. В той же час, іншими ав-
торами відзначається деструктивний вплив УДА на клітини [13]. 
Тому дослідження взаємодії наноалмазів з біологічними об’єктами 

та порівняння їх впливу з біологічними властивостями нанотрубок 
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та фуллеренів є актуальним завданням фізики і біології. 
 Фуллерени є класом вуглецевих сполук, алотропна форма яких 

існує поряд з такими добре відомими як графіт і алмаз. Форма мо-
лекули фуллерену є абсолютно унікальною для природних молекул 

із замкненою симетричною поверхнею [14]. Найбільш стабільною і 
поширеною сполукою цього класу є молекула С60, яка складається з 

60 атомів вуглецю. Діаметр молекули С60 становить 0,708 нм, тобто 

за величиною є порівнянним з діаметром -спіралі поліпептидів або 

молекули стероїдів [15]. Незвичайна будова фуллеренів зумовлює 

їх особливі властивості, що дозволяє розглядати ці сполуки як пер-
спективні для застосування на біологічних об’єктах [16, 17]. Фул-
лерени С60 нерозчинні в полярних розчинниках, таких як вода чи 

метанол, проте ефективно екстраґуються в толуол та бензол. Завдя-
ки гідрофобності, молекула С60 може вбудовуватися в біологічні 
мембрани та локалізуватися поблизу мембранних фосфоліпідів і 
білків. З використанням біліпідних мембран (фосфатидилхо-
лін:холестерол) нами показано [18], що фуллерени С60 проникають 

у ліпідний матрикс, змінюючи мембранну проникність [19]. Крім 

того, фуллерени виявляють відновлювальну здатність, легко приє-
днуючи до своєї молекули від одного до шести електронів, тому мо-
жуть виконувати роль антиоксидантів. Відновлювальний потенці-
ал фуллеренів дозволяє використовувати їх як адсорбенти вільних 

радикалів, зокрема, активних форм кисню [20], гіперпродукція 

яких призводить до виникнення багатьох патологій. 
 Відносно новим класом вуглецевих сполук є оніони — квазисфе-
ричні наночастинки, що складаються з фуллереноподібних шарів 

вуглецю, укладених у концентричні графітові оболонки. Вони ма-
ють властивості, відмінні від інших вуглецевих наноструктур, та-
ких як графіт, нанотрубки та наноалмази, оскільки характеризу-
ються високосиметричною структурою. Кілька останніх публікацій 

показали, що оніони, інкапсульовані в графітоподібні шари можуть 

знайти застосування як компоненти нанокапсул для систем достав-
ляння лікарських засобів — зовнішні шари графіту забезпечують 

захист речовини та можуть слугувати основою для кріплення необ-
хідних функціональних та рецепторних груп [5]. 
 Отже, ультрадисперсні алмази, фуллерени С60 та оніони характе-
ризуються унікальними хімічними, фізичними та просторовими 

властивостями, що відкриває перспективи їх використання в біоло-
гічних дослідженнях. 

2. МЕТОДИ ОДЕРЖАННЯ ТА ДОСЛІДЖЕННЯ 

НАНОМАТЕРІАЛІВ 

Одержання вуглецевого наноматерілу оніоноподібної структури. 
Оніоноподібний вуглець одержували високочастотним розрядно-
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імпульсним методом, який докладно наведено в роботі [21]. У про-
цесі оброблення відбувається деструкція молекул вуглеводнів на 

окремі фраґменти, з яких у процесі надшвидкого охолодження си-
нтезується аморфний вуглець. На наступному етапі продукти елек-
тророзрядного синтезу було піддано термічному окисненню на пові-
трі при температурі 300С протягом 30 хвилин. 
 ІЧ-Фур’є-спектроскопія. Хімічний склад одержаного наномате-
ріалу було досліджено за допомогою ІЧ-Фур’є-спектроскопії. ІЧ-
спектри було одержано за допомогою FTS 7000e Varian FTIR спект-
рометра. Зразки для аналізу було одержано шляхом змішування 1 

мг наноматеріалу з 150 мг KBr спектрального класу в шліфуваль-
ному млині. Для виготовлення зразків використовували прес з си-

ТАБЛИЦЯ 1. Порівняльна таблиця просторової структури УДА, оніоно-
подібного вуглецю та фуллеренів С60 за даними літератури. 

Просторова структура 
ТЕМ-фотографії 
наноструктур 

Джерела 

інформації 

Фуллерени С60 

 
 

[22, 23] 

Аґломерат УДА 

 
 

[1, 24] 

Оніоноподібний 
вуглець 

 
 

[21] 
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лою тиску 3,0–3,5103
 кг/см2. KBr та наноматеріал були зневоднені 

шляхом прожарювання при температурі 60С протягом 60 хвилин. 
Попередньо знімали спектри KBr, потім їх віднімали від спектрів 

зразків. Для порівняння було використано ультрадисперсні алмази 

та фуллерени С60 (табл. 1). Всі умови оброблення, приготування зра-
зків та концентрації були однакові для трьох матеріалів. 
 Приготування стійких водневих суспензій наноматеріалів вико-
нували в два етапи. На першому етапі вуглецеві наноматеріали бу-
ли піддані ультразвуковому обробленню в дистильованій воді з ви-
користанням ультразвукового дисперґатора УЗДН-2Т. Для всіх ти-
пів наноматеріалів режими оброблення становили І10 мА, Р22 

кÃц, тривалість — 10 хв. На другому етапі одержаний гідрозоль по 

закінченню дисперґування піддавався ґрадієнтному центрифуґу-
ванню при кімнатній температурі. Процес центрифуґування мав 

кілька циклів, після кожного з яких було відібрано фракцію супер-
натанта, яка мала дисперсне розчинення. Таким чином було відіб-
рано фракції з гідрофільним розчиненням наноалмазів. Перед до-
даванням до суспензій культивованих клітин, водні розчини ульт-
радисперсних наноалмазів стерилізували за допомогою кип’ятіння 

або прожарювання. 
 Моделювання 2D- та 3D-росту клітин виконували за методикою, 
описаною в роботі [25]. Щільність клітинної суспензії підраховува-
ли за допомогою трипанового синього та висаджували рівну кіль-
кість клітин (5104

 клітин/мл) у кожну лунку планшета. До клітин-
ної культури одразу додавали розчини наноструктурних матеріалів 

у концентраціях 12,5–25–50–100–150–200 мкг/мл. Для визначен-
ня залежности розмірів та кількости багатоклітинних аґреґатів від 

концентрації та виду наноструктурних матеріалів було виконано 

ґенерування клітинних сфероїдів у присутності різних концентра-
цій УДА, оніонів та С60. Ґенерування виконували згідно з розробле-
ною в нашій лабораторії технології протягом 24 годин у 24-
лункових планшетах, вкритих 1% аґаром. Подальше культивуван-
ня виконували 48 годин з постійною ротацією культури. Наступ-
ним етапом фотографували всі лунки 24-лункових планшетів мето-
дом «темного поля». Загалом було зроблено 75 фотографій. Потім 

до всіх клітинних аґреґатів, що потрапили на фото, було застосова-
но однакову процедуру оброблення. Для цього використовували 

формулу Рольфа–Бьєрквіґа: V0,4ab, де a і b — геометричні розмі-
ри сфероїдів [26]. Всі клітинні аґреґати було розсортовано на групи 

за розмірами від 110
4

 мм3
 до 110

2
 мм3

 з кроком 110
3

 мм3
 та під-

раховано кількість у кожній групі. 
 Статистичне оброблення, Пірсонів коефіцієнт. Для мікростатис-
тичних оцінок нормально розподілених випадкових величин вико-
ристовували Стьюдентів розподіл для малих величин. Для визна-
чення взаємозв’язку між впливом і реакцією експериментальної бі-
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ологічної системи й усунення недоліків коваріації було використано 

Пірсонів коефіцієнт кореляції. Коефіцієнт було розраховано для 

медіани розміру клітинного сфероїда в культурі та концентрації на-
ноструктурного матеріалу (УДА, С60, оніони) за формулою [27]. 
 Коефіцієнт кореляції змінюється від мінус одиниці до плюс оди-
ниці. При цьому для незалежних параметрів він складає 0, а для 

тісно пов’язаних наближається до модуля одиниці. 

3. ВИЗНАЧЕННЯ ХІМІЧНОЇ СТРУКТУРИ ТА БІОЛОГІЧНИХ 
ВЛАСТИВОСТЕЙ НАНОМАТЕРІАЛІВ 

Для визначення хімічної структури та ступеня очищення одержа-
них наноструктурних матеріалів використовували ІЧ-Фур’є-
спектроскопію. Результати було порівняно з літературними даними 

FTIR-спектрів згаданих наноматеріалів. Перед виконанням вимі-
рювань наповнювач (KBr) прожарювали на повітрі при температурі 
300С. Внаслідок втрачалася адсорбована вода (табл. 2). Як і очіку-
валося, напівширина смуг, що відповідають групам O–H, розтягу-
валася (3400–3200 см

1), а амплітуда коливання (1619 см
1) знижу-

валася. Аміногрупи (NH2) демонстрували сильний сиґнал при 

3431 см
1

 в УДА та оніонах (рис. 1, 2). Також у цих зразках спосте-
рігалися низькі вібрації піків метильних (2924 см

1), метиленових 

(2851 см
1) та ароматичних С–Н (792 см

1) груп. Натомість досить 

інтенсивним є коливання вуглеводних зв’язків у районі 1717 см
1, 

що свідчить про присутність карбоксильних груп. Спостерігався 

також зсув та зниження інтенсивности валентних коливань C–O 

ТАБЛИЦЯ 2. Відповідність типів хімічного зв’язку у вуглецевих сполу-
ках довжинам хвиль на піках поглинання (за даними [1, 29]). 

Хімічні групи 
Довжина хвилі 

на піках абсорбції, см
1 

O–H вільні, O–H гідроксильні  
групи 

3573, дуже слабкий сиґнал 

–NH2,NH, NH 3432, сильний сиґнал 

Метил асиметричний 2924, дуже слабкий 

Метилен асиметричний 2851, дуже слабкий 

R2–C2O3 1717, сильний сиґнал 

–NH2, CC 1619,6 , сильний сиґнал 

5-, 6-гранні циклічні вуглеводні 1182–1427, сильний сиґнал 

C–OH, абсорбовані CO, CO2 1102,2, 1247, середній сиґнал 

Циклічні ангідриди 1800–1000, сильний сиґнал 

C–H ароматичні 792, слабкий 

Радіальний рух вуглецевих атомів 527–576, сильний сиґнал 
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групи з центром у точці 1616 см
1. Хоча деякі карбонільні групи 

можуть з’являтися з адсорбованого СО і СО2 (1102, 1247 см
1). 

 

Рис. 1. FTIR-спектри УДА. 

 

Рис. 2. FTIR-спектри оніонів. 
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 Для фуллеренів спостерігалися сильні сиґнали в зоні хвильового 

числа 1182–1427 см
1, що відповідає присутності великої частки 

карбоциклічних пентагональних сполук (рис. 3). Крім того, судячи 

з одержаних спектрів, у зразках фуллеренів була мала кількість аб-
сорбованих або ковалентних хімічних домішок. Натомість вираже-
ним є первинний радіальний рух атомів вуглецю (527–576 см

1). 
 Одержані спектри аналогічні тим, які представлені іншими ав-
торами [1, 23, 24, 28], що дозволило зробити висновок про відповід-
ність хімічної структури досліджених зразків, їх належний ступінь 

очищення та можливість використання для подальших біологічних 

досліджень. 

4. АНАЛІЗ ВПЛИВУ НАНОСТРУКТУРНИХ МАТЕРІАЛІВ 
НА УТВОРЕННЯ БАГАТОКЛІТИННИХ СФЕРОЇДІВ 

Для визначення залежности розмірів і кількости багатоклітинних 

аґреґатів від концентрації та виду наноструктурних матеріалів ми 

виконали ґенерування клітинних сфероїдів у присутності однако-
вих концентрацій УДА, оніони та С60. Протокол одержання багато-
клітинних сфероїдів наведено в розділі «Моделювання 2D- та 3D-
росту клітин». Всі клітинні аґреґати було розсортовано на групи за 

розмірами: від 110
4

 мм3
 до 110

2
 мм3

 з кроком 110
3

 мм3
 і підрахо-

 

Рис. 3. FTIR-спектри фуллеренів С60. 
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вано кількість у кожній групі (рис. 4). Після створення статистич-
ного вибірки було визначено кореляцію між показниками кількос-
ти та розміру клітинних аґреґатів від концентрації піддослідних 

наноматеріалів за допомогою Пірсонового коефіцієнта. Результати 

наведено в табл. 3. Виявилося, що присутність у культуральному 

середовищі ЛПВ призводить до зменшення розмірів клітинних 

сфероїдів і збільшення їх кількости. Така саме тенденція спостері-
галася і щодо УДА. Можливо, що оніони й УДА, виступаючи моди-
фікаторами адгезійних властивостей пухлинних клітин, знижують 

не тільки адгезію клітин до субстрату, а й когезію клітин між со-
бою; тому в культурі спостерігається дуже мала кількість клітин-
них сфероїдів розмірами більше 110

3
 мм3

 , навіть порівняно з кон-
тролем. Протилежний результат спостерігався при культивуванні 
клітин у присутності фуллеренів С60. При збільшенні концентрації 
С60 збільшувалась й кількість сфероїдів розміром більше 310

3
 мм3. 

 Таким чином, вплив С60 виявлявся як у збільшенні кількости 

клітинних сфероїдів, так й в стримуванні когезійних тенденцій в 

клітинній популяції, причому невеликі концентрації С60 збільшу-
вали кількість клітинних сфероїдів з розмірами від 3 до 4,510

3
 

мм3. Збільшення концентрації від 100 до 200 мкг/мл призводило до 

збільшення кількости одержаних клітинних сфероїдів розміром від 

4 до 510
3

 мм3
 (рис. 4). 

 

Рис. 4. Залежність медіани об’єму багатоклітинних сфероїдів від концент-
рації наноструктурних матеріалів. Оніони — цибулиноподібний вуглець; 

УДА — ультрадисперсні алмази; С60 — фуллерени. 
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 Позитивну кореляцію підтверджує й статистичне оброблення: 
Пірсонів коефіцієнт для С60 складає 0,5. Одночасно для оніонів та 

УДА спостерігалася обернена кореляція розмірів клітинних аґреґа-
тів з концентрацією — 0,84 та 0,74, відповідно (табл. 3). Зазначені 
впливи також підтверджуються співвідношенням розміру клітин-
них аґреґатів у контрольних зразках та при інкубуванні з наност-
руктурами. В таблиці 3 наведено результати при найменшій та най-
більшій концентраціях речовин. 

4. ВИСНОВКИ 

Таким чином, внаслідок виконання роботи було з’ясовано, що на-
норозмірна структура оніонів, ультрадисперсних алмазів та фулле-
ренів С60 впливає на адгезію клітин у культурі та утворення багато-
клітинних аґреґатів і може визначати подальший розвиток клітин-
ної популяції. Оніони та УДА сприяють зменшенню адгезії клітин 

до субстрату та сприяють збільшенню кількости дрібних клітинних 

сфероїдів. Фуллерени С60, навпаки, створюють умови для утворен-
ня клітинних аґреґатів розміром до 510

3
 мм3. Наведені висновки 

підтверджуються статистичними підрахунками Пірсонового кое-
фіцієнта кореляції, який для оніонів складає «–0,84», УДА 

«0,74», а для фуллеренів «0,5». 
 Вочевидь, присутність у культуральному середовищі вуглецевих 

наноструктур знижує адгезію клітин до культурального субстрату 

та стимулює утворення великої кількости клітинних сфероїдів. За-
вдяки модифікації фізико-хімічних властивостей використаних 

нами наноматеріалів, можливо впливати на біологію клітин залеж-
но від задач біотехнолога. Так, можна одержати спрямований ріст 

клітинної популяції та клітинних сфероїдів великого об’єму або, 
навпаки, стимулювати апоптичні процеси, знижуючи виживаність 

клітинної популяції. 
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