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ВЛИЯНИЕ МЕЛАНИНА НА ЭЛЕКТРИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ  
МОДЕЛЬНЫХ БИЛИПИДНЫХ МЕМБРАН (IN VITRO) 

Изучить дозозависимое влияние меланина на проводимость и электрическую емкость модельных билипидных мембран (in vitro). 
Дозозависимый эффект определяли методом анализа нестандартных циклических вольт-амперных характеристик бимолекулярных 
липидных мембран (БЛМ). Электрические параметры БЛМ, а именно электрическую проводимость и электрическую емкость опреде-
ляли по изменению потенциала на мембране.Впервые установлено непосредственное влияние меланина на структуру липидного 
матрикса клеточных мембран. Показано дозозависимое мембранотропное влияние меланина, которое реализуется путем повышения 
проводимости и уменьшение электрической емкости липидного бишара. Это свидетельствует о уменьшении толщины изоляцион-
ной зоны мембраны в условиях воздействия меланина .Меланин проявляет мембранотропную активность, которая реализуется 
путем повышения проводимости и уменьшения электрической емкости липидного бишара. Наиболее выраженное влияние меланина 
на электрические характеристики билипидных мембран реализуется при концентрации 10-6 М. 
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INFLUENCE OF MELANIN ON ELECTRICAL CHARACTERISTICS  

OF MODEL BILIPID MEMBRANES (IN VITRO) 
To examine dose-dependent effects of melanin on conductance and electrical capacity of model bilipid membranes (in vitro).Dose-dependent 

effects were studied on bilayer lipid membranes (BLM) by volt-ampere characteristic method. Both BLM electrical parameters of conductance and 
electrical capacity were measured by the change in the membrane potential.For the first time direct influence of melanin on cell membrane's bilayer 
lipid matrix was estimated. It was established dose-dependent membranotropic influence of the melanin that was realized by conductance 
increasing of BLM and by decreasing of membrane capacity. It testifies decreasing of membrane's insulating zone under melanin's influence. 
Melanin shows membranotropic activity which is realized by increasing conductivity and decreasing electrical capacitance of the lipid bilayer. The 
most pronounced melanin's effect on the bilipid membranes electrical characteristics is realized at 10-6 M. 

Key words: melanin, bimolecular lipid membranes, conductivity, capacity. 
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ВИЗНАЧЕННЯ ПОГЛИНАННЯ ГЛЮКОЗИ ПУХЛИННИМИ КЛІТИНАМИ  

ЗА СТАНДАРТНИХ УМОВ КУЛЬТИВУВАННЯ ТА ПІД ВПЛИВОМ  
ПРОТИПУХЛИННИХ ПРЕПАРАТІВ  

 
Адаптовано глюкозооксидантний метод визначення глюкози в сироватці крові для оцінки концентрації поглину-

тої глюкози культивованими пухлинними клітинами. Для цього підраховували живі клітини на різних етапах їх куль-
тивування та за різницею концентрації глюкози в середовищі культивування без клітин визначали рівень поглинутої 
глюкози в розрахунку на одиницю клітин. Метод є економічно доцільним, швидко відтворюваним та високочутливим 
і може використовуватись в скринінгових тестах in vitro щодо впливу різних лікарських препаратів на залучення 
глюкози в метаболічні шляхи. Показано, що алкілюючий препарат цисплатин та герцептин (гуманізовані моноклона-
льні антитіла проти рецепора епідермального фактора росту ІІ типу) мають протилежний вплив на рівень погли-
нання глюкози в залежності від терміну інкубації з клітинами та типом клітин. 

Ключові слова: сироватка крові, тест-системи, протипухлинні препарати. 
 

Вступ. Альтернативні методи скринінгу на різних 
типах культивованих клітин передбачають визначення 
широкого спектру параметрів, які можуть вказувати на 
механізми дії досліджуваних агентів. На сьогодні роз-
роблено правила стандартизації якості культури клітин і 
тканин для дослідження ефективності лікарських пре-
паратів та впроваджені Європейським центром валіда-
ції альтернативних методів принципи Належної лабо-
раторної практики (GLP) [1-2]. Впровадження даних 
методів дослідження спонукає до пошуку простих, до-
ступних та економічно-доцільних методів визначення 
параметрів функціонування клітин за дії різних сполук, 
включаючи тестування протипухлинної активності по-
тенційних лікарських засобів, у доклінічних досліджен-
нях яких суттєву нішу займають панелі культивованих 

трансформованих клітин [1-4]. Параметри, за якими 
оцінюється функціональний стан трансформованих 
клітин стосуються не лише проліферативних/ антипро-
ліферативних показників, експресії/репресії певних ге-
нів, а й таких функціонально значимих характеристик – 
як метаболічні [5-7]. Відомо, що пухлинні клітини отри-
мують енергію шляхом гліколізу і перехід на безкисневу 
енергетику призводить до автономного та неконтроль-
ного їх росту. Важлива роль метаболітів гліколітичного 
шляху поповнення енергії за канцерогенезу визнача-
ється тим, що до участі регуляції обміну глюкози, залу-
чені шляхи передачі онкогенних та антиапоптичних сиг-
налів, активація ангіогенезу та міграційна здатність пу-
хлинних клітин [5]. Варбургом, ще в 1924 р. було вста-
новлено, що у зрізах пухлинних тканин продукція лакта-
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ту більша, в порівнянні з нормальними тканинами [8-9]. 
Цей факт спостерігався як в анаеробних, так і в аеро-
бних умовах, тоді як дихання в пухлинах кількісно не 
зменшувалося і еффект Пастера (пригнічення гліколізу 
диханням) не знімався. В численних дослідженнях по-
казано, що пухлинні тканини здатні утилізувати і пере-
творювати до лактату значно більше глюкози, аніж но-
рмальні [8-13]. Це є однією з найбільш характерних 
властивостей пухлин, що стала відправною точкою для 
розвитку численних досліджень як фундаментального, 
так і прикладного характеру. Загальним підсумком є 
доказ того, що існує пряма кореляція між швидкістю 
росту експериментальних пухлин, ступенем їх розвитку 
та величиною анаеробного гліколізу. Слід зазначити, 
що досить інтенсивний гліколіз, зокрема аеробний, має 
місце в нормальних тканинах і клітинах – лімфатичних 
вузлах, ембріональній тканині, слизовій оболонці кише-
чнику, сітківці ока, сперматозоїдах, гранулоцитах тощо 
[8, 9]. Але пухлинні клітини утилізують глюкозу зі значно 
більшою швидкістю, навіть в аеробних умовах, при 
цьому поглинання кисню гліколізом пригнічується [12]. 
Посилений аеробний гліколіз являє собою унікальне 
явище для пухлин. Він індукований майже у всіх злоякі-
сних новоутвореннях, а його активність зростає із збі-
льшенням ступеня злоякісності пухлини. Аеробний глі-
коліз в пухлинних клітинах розглядається як механізм, 
що надає їм захист від активних форм кисню, що утво-
рюються  при інтенсивній проліферації та в екстрема-
льно лужному позаклітинному мікрооточенні, а також 
надає можливість пухлинним клітинам проникати в на-
вколишні нормальні тканини [14]. Вищесказане відно-
сить аеробний гліколіз до важливих маркерів пухлини  
незалежно від природи тканини, з якої вона утворилася, 
та її генетичних особливостей [8-12]. В клітину глюкоза 
потрапляє завдяки транспортерам глюкози (GLUT1, 
GLUT4, GLUT5, GLUT8, GLUT12) та Na+ -котран-
спортеру [15,16], з яким може бути пов'язана зміна 
щільності заряду пухлинних клітин. Показано, що в де-
яких пухлинних клітинах починають експресуватись та 
функціонувати потенціал залежні Na+-канали, роль яких 
особливо важлива за міграції клітин. Таким чином, змі-
на щільності заряду клітини може бути пов'язана як із 
активністю потенціал залежних Na-каналів, так і зі змі-
ною в активності Na+/глюкозного котранспортеру. Мож-
ливо, що зміна у транспорті глюкози впливає через 
Na+/глюкозний котранспортер на заряд клітин, а мож-
ливо, що саме заряд клітин впливає на транспорт глю-
кози, і через зміну заряду знижується споживання глю-
кози. Тому, визначення поглинання глюкози пухлинни-
ми клітинами є важливим показником в дослідженнях 
впливу на пухлинні клітини. Існуючі на сьогодні методи 
визначення метаболізму глюкози в клітинах є достатньо 
дороговартісними та довготривалими, а біосенсорні 
розробки знаходяться на стадії впроваджень [17].  

Мета роботи полягала у адаптації ефективного та 
малозатратного клінічного методу оцінки рівня глюкози 
до виміру даного показника в системі in vitro для визна-
чення рівня глюкози в клітинах, культивованих в стан-
дартних умовах інкубації, безсивороткових та за впливу 
протипухлинних препаратів цисплатину та герцептину. 

Матеріали та методи дослідження. В досліджен-
нях було використано наступні клітинні лінії:MCF-7 
(аденокарцинома молочної залози), Hela (рак шийки 

матки), які культивували за стандартних умов при 370С, 
100% вологості, 5% СО2 в середовищах DMEM та 
RPMI, з додаванням 10-15% ембріональної телячої си-
роватки (FBS) та в безсивороткових умовах. В якості 
антипроліферативних засобів використовували монок-
лональні антитіла до рецептора епідермального факто-
ра росту ІІ типу (комерційна назва Герцептин), та кла-
сичний цитотоксичний протипухлинний препарат цисп-
латин з алкілюючим механізмом дії. Клітини культиву-
вали протягом 2-3 діб, в кожному із досліджуваних тер-
мінів визначали концентрацію клітин, а в середовищі 
інкубації клітин визначали рівень глюкози. Концентра-
цію та виживаність клітин визначали за рутинним підра-
хунком в камері Горяєва після зафарбовування клітин 
вітальним барвником трипановим синім. Концентрацію 
глюкози в середовищі інкубації клітин визначали з ви-
користанням глюкооксидазного методу [18, 19], що за-
стосовується в клінічній лабораторній діагностиці для 
оцінки рівня глюкози в сироватці крові (Філісіт-
Діагностика, Україна). Метод ґрунтується на тому, що 
глюкоза в присутності глюкозоксидази окислюється ки-
снем повітря до глюконової кислоти і перекису водню, 
який в присутності пероксидази реагує з фенолом та  
4-амінофеназоном з утворенням хіноніміна червоно-
фіолетового забарвлення, який визначається фотомет-
рично при довжині хвилі 550 нм. Вимірюють оптичну 
щільність калібрувального розчину (Екал) та дослідної 
проби (Едосл), проти холостої проби. Забарвленння за-
лишається стабільним протягом 60 хв. Розрахунки кон-
центрації глюкози проводяться за формулою: 

С=10,0 х К х Едосл /Екал (ммоль/л), де 

С – концентрація глюкози в дослідній пробі, ммоль/л; 
10,0 – концентрація глюкози в калібрувальному розчині, 
ммоль/л; Едосл – оптична щільність дослідної проби,  
Екал – оптична щільність калібрувальної проби; К – кое-
фіцієнт розведення.  

Поглинання глюкози клітинами розраховували через 
різницю у концентрації глюкози в середовищі культиву-
вання та концентрації глюкози в середовищі після інку-
бації клітин, отримані дані розраховували на кількість 
живих клітин. Статистичний аналіз проводили з викори-
станням критерію Стьюдента. 

Результати та їх обговорення. Для оцінки адеква-
тності методу  визначення глюкози, який широко засто-
совується в лабораторній клінічній діагностиці щодо 
можливості його використання для виміру рівня погли-
нання глюкози пухлинними клітинами в системі іn vitro, 
було відпрацьовано мікрометод на середовищах куль-
тивування клітин таких як MEM, DMEM, RPMI, F-12 
(Sigma, США) з додаванням FBS або без сироватки. 
Згідно сертифікатів фірми виробника ці середовища 
містять різну концентрацію глюкози, 5.6 х10-3, 2.5 х10-2,, 
1.1 х10-2, 1.0 х10-2 М, відповідно. Також наявність в 
складі середовищ деяких амінокислот (наприклад,  
L-глутаміну) може вносити додаткові показники при ви-
значенні глюкози запропонованим методом. Для побу-
дови калібрувальної кривої нами було проведено роз-
ведення середовищ культивування фізіологічним роз-
чином. Як свідчать наведені дані (табл.1), при розве-
денні середовищ інкубації концентрація глюкози, визна-
чена за мікрометодом пропорційно знижувалась. 
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Таблиця  1. Визначення глюкози в середовищі культивування клітин глюкозооксидантним методом 

 Тип середовища та концентрація глюкози, М 
Середовище культивування МЕМ DMEM RPMI F-12 

Не розведене 3.1х10-2 7.8х10-2 5.5х10-2 4.8х10-2 
Розведення 1:2 1.7 х10-2 4.3 х10-2 3.3 х10-2 2.2 х10-2 
Розведення 1:4 9.5 х10-3 1.9х10-2 2.3х10-2 1.5х10-2 
Розведення 1:8 4.1 х10-3 1.1х10-2 9.5х10-3 8.4х10-3 
Розведення 1:16 2.7 х10-3 4.2х10-3 6.3х10-3 5.0х10-3 

 
Дані наведені в таблиці свідчать, що глюкозоокси-

дантний метод з використанням набору реактивів фір-
ми Філісіт-Діагностика (Україна) є чутливим в діапазоні 
показників глюкози 2.7х10-3-7.8х10-2 моль/л, що знахо-
диться в діапазоні концентрацій рекомендованих ін-
струкцією виробника для оцінки глюкози в біологічних 
рідинах. Більше того, при 8-ми та 16-ти-кратному роз-
веденні середовищ інкубації нам вдалось зафіксувати 
концентрацію глюкози в нижчому діапазоні, ніж рекоме-
ндовано фірмою виробником. 

Після попередніх досліджень щодо можливості оцін-
ки рівня глюкози запропонованим методом в різних ти-
пах середовищ, які використовуються для інкубації клі-
тин, було проведено визначення даного показника в 
кондиційованому середовищі клітин. З цією метою ви-
користовували дві лінії пухлинних клітин Hela та MCF-7. 
Для культивування клітин Hela згідно сертифіката між-
народного банка клітинних культур (АТСС) використо-
вували середовище RPMI з додаванням 10% FBS, для 
клітин MCF-7 – DMEM з 15% FBS, а також індукували 

дефіцит ріст-стимулюючих факторів культивуванням 
клітин в безсивороткових середовищах. Після 2-х добо-
вого культивування було виявлено, що за безсиворот-
кових умов поглинання глюкози клітинами Hela суттєво 
збільшується в порівнянні з стандартними умовами з 
використанням сироватки та зростає через 48 годин 
інкубації (рис.1). Дані представлені у вигляді різниці між 
концентрацією глюкози в середовищі інкубації з кліти-
нами та середовищем у якості контролю. Одиниці вимі-
ру, представлені в роботі – нМ/1000 клітин. Збільшення 
поглинання глюкози пухлинними клітинами за безси-
вороткових умов також було характерним при культи-
вуванні клітин MCF-7, як порівняно з стандартними 
умовами, так і в залежності від терміну інкубації 
(рис.2). Як видно, із представлених даних, за стандар-
тних умов культивування різниця в рівні поглинутої 
глюкози із розрахунку на концентрацію живих клітин не 
значна, хоча проліферативний індекс цих клітин про-
порційно наростав з подовженням терміну інкубації 
(дані не наведено). 
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Рис. 1. Рівень поглинутої глюкози  клітинами Hela  
за різних термінів культивування в стандартних  

(RPMI, з додаванням 10% FBS) та безсивороткових 
умовах культивування. Концентрація поглинутої  

глюкози у зразках розрахована на 1000 живих клітин 

Рис. 2. Рівень поглинання глюкози клітинами MCF-7 
за різних термінів культивування в стандартних  

(DMEM, з додаванням 15% FBS) та безсивороткових  
умовах культивування. Концентрація поглинутої глюкози 

у зразках розрахована на 1000 живих клітин 
 

Підвищення поглинання глюкози для обох дослі-
джуваних типів клітин за безсивороткових умов культи-
вування обумовлено їх здатністю до посиленої пролі-
ферації та формуванням резистентності до несприят-
ливих умов мікрооточення. Синтез АТФ при гліколізі 
проходить значно швидше і залежить, майже виключно, 
від надходження у клітину глюкози, тоді як в реакціях 
окисного фосфорилювання утворення АТФ обмежено 
повільним транспортом НАДН з цитозолю до електро-
нно-транспортного ланцюга мітохондрій.       

Наступним етапом було визначення впливу проти-
пухлинних препаратів на показник поглинутої глюкози 
культивованими клітинами. Для цього додавали до клі-
тин цисплатин та герцептин, культивували протягом 
двох діб та визначали рівень поглинання глюкози за 
впливу цих препаратів (Рис.3) Як видно із представле-
них  гістограм, додавання протипухлинних препаратів 
проявлялось зміною показника поглинутої глюкози, 
який в основному залежав від терміну культивування 
препаратів з клітинами. Так, цисплатин не впливав на 
рівень поглинання глюкози клітинами Hela за стандарт-
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них умов культивування на 24 та 48 години дії препара-
ту, тоді як по відношенню до клітин MCF-7 цисплатин 
знижував рівень поглинання глюкози в 1,3 та 1,4 рази 
(p<0,05) на 24 та 48 годину, відповідно. Стосовно, гер-
цептину, то по відношенню до клітин Hela  на 24 годину 
виявлено незначне пригнічення рівня поглинання глю-
кози (в 1,1 рази), а на 48 годину дії препарату в 1,7 рази 
(p<0,05) порівняно з контролем; також виявлено  
1,8-кратне (p<0,05) зниження поглинання глюкози за дії 
герцептину, порівняно з цисплатином. По відношенню 
до клітин MCF-7 герцептин знижував рівень поглинання 
глюкози на 48 годину інкубації та підвищував даний 
показник на 24 годину інкубації, порівняно з контролем. 
Такі не односпрямовані впливи досліджуваних лікарсь-
ких препаратів на рівень поглинання глюкози пухлин-
ними клітинами можливо залежать від різних чинників: 
механізму протипухлинної дії – для алкілюючого препа-
рату цисплатину механізм дії пов'язаний зі здатністю 
незворотньо інгібувати синтез ДНК в клітинах та індуку-

вати апоптоз; для герцептину – препарату таргетної 
терапії – механізм дії пов'язаний з пригніченням пролі-
ферації клітин з гіперекспресією рецепторів родини 
епідермального фактора росту, що опосередковано 
антитіло-комплімент залежною цитотоксичністю та без-
посереднім блокуванням проліферації та індукцією 
апоптозу в HER2/neu позитивних клітинах; наявністю 
молекулярних мішеней впливу цих препаратів на пев-
них типах клітин – MCF-7 мають вищу експресію рецеп-
тора HER2/neu, порівняно з клітинами Hela, а також 
експресією в даних типах клітин відповідних транспор-
терів глюкози. Оскільки, для глюкози властиві всі пере-
ваги "авральної" регуляції – швидке проникнення через 
клітинну мембрану за градієнтом концентрації, утиліза-
ція зі швидким утворенням енергії за відсутності кисню, 
то для пухлинних культивованих клітин за дії різних 
впливів визначення рівня поглинутої глюкози є маркер-
ним показником їх метаболізму.   
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Рис.3. Рівень поглинання глюкози клітинами за впливу цисплатину та герцептину за стандартних умов культивування 

 
Висновок. Таким чином, визначення глюкози, яка 

залучається в метаболізм культивованих клітин за впли-
ву різних умов культивування та за дії протипухлинних 
препаратів з використанням діагностичного клінічного 
набору Філісіт-Діагностика, (Україна) дозволило адапту-
вати даний метод як мікрометод для тестування глюкози 
– основного енергетичного субстрату в скринінгових сис-
темах з використанням культивованих клітин in vitro.  
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОГЛОЩЕНИЯ ГЛЮКОЗЫ ОПУХОЛЕВЫМИ КЛЕТКАМИ В СТАНДАРТНЫХ УСЛОВИЯХ  

КУЛЬТИВИРОВАНИЯ И ПОД ВЛИЯНИЕМ ПРОТИВООПУХОЛЕВЫХ ПРЕПАРАТОВ  
Адаптировано глюкозооксидантный метод определения глюкозы в сыворотке крови для оценки концентрации поглощенной глю-

козы культивируемым опухолевыми клетками. Для этого подсчитывали живые клетки на разных этапах их культивирования и по 
разнице концентрации глюкозы в среде культивирования без клеток определяли уровень поглощенной глюкозы в расчете на единицу 
клеток. Метод является экономически целесообразный, быстро воспроизводимый и высокочувствительный и может использовать-
ся в скрининговых тестах in vitro относительно влияния различных лекарственных препаратов на привлечение глюкозы в метабо-
лические пути. Показано, что алкилирующие препараты цисплатин и герцептин (гуманизированные моноклональные антитела про-
тив рецепора эпидермального фактора роста II типа) оказывают противоположное влияние на уровень поглощения глюкозы в зави-
симости от срока инкубации с клетками и типом клеток. 

Ключевые слова: сыворотка крови, противоопухолевые препараты, тест-системы. 
 
 
L. Garmanchuk, DSc 
Taras Shevchenko National University of Kiev, Kiev 

 
DEFINITION OF GLUCOSE UPTAKE BY TUMOR CELLS UNDER STANDARD CULTIVATION CONDITIONS  

AND UNDER THE ANTICANCER DRUGS  
Glucose Oxidase method for determining glucose in serum blood was adapted to determine the concentration of the absorbed glucose cultured 

cells. In this purpose viable cells were counted at different stages of cultivation and difference of glucose concentration in the culture medium 
without cells was characterized level of glucose absorbed per cell. The method is cost-effective, fast and highly reproducible and can be used in 
screening tests on the effect of different drugs on the involvement of glucose metabolic pathways . It is shown that alkylating drug cysplatin and 
Herceptin (humanized monoclonal antibody against epidermal growth factor receptor type II) have opposite effects on the level of glucose uptake, 
depending on the length of incubation with the cells and cell type. 

Key words: serum, anticancer drugs, the test system.  
 
 
 
 


