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Актуальність. Пошук потенційних терапевтичних засобів проти найбільш поширених коронавірусів, які 

несуть загрозу життю людини і тварин, є актуальним питанням сучасної біомедицини.  

Мета роботи полягала в оцінці in silico здатності С60 фулерену взаємодіяти з мембранним білком ACE2, 

запобігаючи утворенню комплексу «коронавірус-ACE2» і подальшому його проникненню всередину 

клітини-господаря, а також ефективності протикоронавірусної дії цих вуглецевих наночастинок у 

системах in vitro.  

Методи. Для дослідження структурної організації білка АСЕ2 людини використали дані Protein Data 

Bank, для побудови мембрани — web-ресурс CHARMM-GUI, а для С60 фулерену — онлайн сервер 

SwissParam. Потенційні кишені зв’язування для C60 фулерену у структурі АСЕ2 визначили за допомогою 

програмного пакету Caver. Для дослідження взаємодії C60 фулерену та АСЕ2 використали алгоритм 

системного молекулярного докінгу (sdock+). Розрахунки з молекулярної динаміки (МД) виконали у 

програмному пакеті Gromacs 2020. В експериментах in vitro використали цитотоксикологічні та 

вірусологічні методи. Статистичну обробку результатів вимірювань проводили за використання 

програми Statistica 13.3. 

Результати. Встановили три потенційних сайти зв’язування між жолобком пептидазного домену білка 

ACE2 і С60 фулереном. Результати молекулярного докінгу та МД свідчать, що С60 фулерен утворює два 

стабільних комплекси з ACE2 білком, блокуючи таким чином його потенційну взаємодію з 

коронавірусами. За результатами in vitro досліджень випливає, що С60 фулерени за максимально 

допустимої концентрації 37,5 мкг/мл діють на коронавіруси свиней (α-коронавірус) і великої рогатої 

худоби (β-коронавірус) на ранній стадії реплікації (1 год) у чутливих клітинних системах, суттєво 

знижуючи їх інфекційну активність на величину 2,00 lg ТЦД50/мл і ≥2,28 lg ТЦД50/мл, відповідно. 
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Висновки. Показано, що С60 фулерен утворює два стабільних комплекси з білком ACE2, пригнічуючи 

його функціональну активність і блокуючи потенційну взаємодію з коронавірусами. Встановлено, що С60 

фулерени проявляють противірусну активність щодо коронавірусів двох груп на початковій стадії 

інфікування при взаємодії з чутливими клітинами-господаря. 

КЛЮЧОВІ СЛОВА: С60 фулерен; коронавіруси тварин; молекулярний докінг; молекулярна динаміка; 

противірусна активність in vitro. 

 
Пандемія COVID-19, спричинена коронавірусом SARS-CoV-2, який відноситься до 

тієї ж групи вірусів, що і добре відомі патогени SARS і MERS — збудники атипової 

пневмонії і близькосхідної лихоманки [1, 2]. Завдяки унікальному механізму вірусної 

реплікації коронавіруси мають високу тенденцію до рекомбінації та частоти мутацій, що 

потенційно збільшує можливість їх адаптації до нових господарів та екологічних ніш. 

Спалахи SARS, MERS, а потім і COVID-19 стимулювали дослідження їх збудників, за 

результатами яких було виявлено велику кількість відповідних антивірусних мішеней, 

таких як вірусні протеази, полімерази та внутрішні білки коронавірусів. Вважали, що 

війчасті і келихоподібні епітеліальні клітини, які вкривають носову порожнину, є 

основними мішенями потрапляння вірусу SARS-CoV-2 в організм людини. Ці клітини, як 

і низка інших, містять високий рівень білків АСЕ2 (ангіотензин-перетворюючий фермент 

2; рецепторний білок, який кодується геном ACE2), які сприяють зв’язуванню 

коронавірусу SARS-CoV-2 з поверхнею клітин [3, 4]. Білковий шип на поверхні SARS-

CoV-2 здатен також прикріплюватися до білка-рецептора як клітин легені людини, так і 

інших чутливих до вірусу клітин, зокрема ACE2, і, таким чином, проникає всередину 

органу. Відтак, проблема інактивації коронавірусу потребує детального вивчення його 

структурної організації — складових частин, особливо тих, які беруть участь у взаємодії 

з клітинами-мішенями різних органів людей (у зв'язуванні та проникненні) та механізмах 

розмноження вірусу в клітині-мішені.  

Коронавірусна інфекція великої рогатої худоби (ВРХ) — хвороба, яка етіологічно 

зумовлена дією коронавірусу ВРХ (Bovine coronavirus, BCoV), який, як і вірус SARS-

CoV-2, належить до групи β-коронавірусів (Betacoronavirus, 

subgenus Embecovirus lineage A). BCoV — це пневмоентеральний вірус, який інфікує 

верхні і нижні дихальні шляхи та кишківник і виділяється з фекаліями та секретами 

верхніх дихальних шляхів [5]. Захворюваність у телят становить 40–100%, а 

летальність — 15–20% при інфікуванні [6].  

Коронавіруси свиней є одними з найбільш руйнівних патогенів, що негативно 

впливають на розвиток свинарства у всьому світі. До них відноситься, зокрема вірус 

трансмісивного гастроентериту свиней (TГС; TGEV, subgenus Tegacovirus), що 

належить до групи α-коронавірусів (Alphacoronavirus). Смертність поросят до 2-

тижневого віку cягає 100% [7]. 

За винятком філогенезу коронавірусів ТГС і ВРХ, єдиною відомою 

характеристикою, що відрізняє їх між собою, є унікальний неструктурний протеїн 1 

(nsp1), різний за розміром і послідовністю. Гомологія геному цих коронавірусів складає 

близько 54% [8]. Відтак, пошук і створення нових ефективних противірусних засобів як 

для людини, так і тварин, мають базуватися на моделях коронавірусів, що належать до 

різних груп. 

Сучасні нанобіотехнології можуть бути використані для вирішення багатьох 

клінічних проблем, зокрема тих, що виникли внаслідок пандемії COVID-19 [9, 10]. 

Саме тому біосумісний [11] та біодоступний [12] С60 фулерен викликає неабияку 

зацікавленість щодо застосування при коронавірусних інфекціях завдяки притаманній 

«специфічній» противірусній активності [13–17]. Так, встановлено, що ефективна доза 

С60 фулеренів (250–1000 мкг/мл) щодо вірусу грипу типу А у 20 разів була меншою, 
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ніж відомого клінічного препарату римантадин [18.]. Комплекс С60/полівінілпірролідон 

(ПВП) проявляв активність як проти ДНК, так і РНК-вірусів, зокрема проти вірусу 

простого герпесу (HSV-1). Після обробки вірусу грипу типу A комплексом C60/ПВП 

морфологія вірусу змінювалася: була присутня велика кількість віріонів з порушеннями 

ліпідної оболонки [18]. Автори [19] припускають, що інактивація вірусу Денге-2 при 

застосуванні карбоксифулерену відбувається на стадії абсорбції вірусу, внаслідок його 

гідрофобної взаємодії з ліпідною оболонкою вірусу. На підтвердження цим 

експериментальним фактам у роботі [20] in silico продемонстровано, що водорозчинні 

С60 фулерени утворюють пори в оболонці коронавірусу, руйнуючи її цілісність, і таким 

чином здатні викликати порушення відповідних стадій циклу його реплікації. 

Показано, що хімічно модифікована молекула С60 стерично блокує ліпофільний 

канал протеази вірусів HIV-1 та HIV-2 [21, 22], є ефективним інгібітором полімерази 

NS5B та протеази NS3/4A вірусу гепатиту С [23]. Нарешті, у модельній роботі [24] 

продемонстрована здатність С60 фулерену блокувати білкові мішені 3CLpro 

(хімотрипсин-подібна протеаза) і RdRp (РНК-залежна РНК-полімераза) коронавірусу 

SARS-CoV-2 і таким чином пригнічувати його функціональну активність. 

Відтак, метою цієї роботи було проведення комплексних модельних (in silico 

скринінг) та експериментальних (in vitro скринінг) досліджень водорозчинних С60 

фулеренів як потенційних профілактичних/терапевтичних засобів проти найбільш 

поширених коронавірусів, що можуть нести загрозу життю людини і тварин. Як 

апатогенні для людини дослідні моделі для in vitro оцінювання противірусної 

активності водорозчинних С60 фулеренів використано дві групи вірусів ТГС (α-

коронавірус) і ВРХ (β-коронавірус). 

 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 

Для дослідження взаємодії C60 фулерену та АСЕ2 використали вбудований у QXP 

(швидкий пошук (Quick eXPlore)) алгоритм системного молекулярного докінгу (sdock+) 

[25, 26].  

МД (молекулярна динаміка) розрахунки виконали у програмному пакеті Gromacs 

2020 [27] та силовому полі Charmm36 [28]. МД складалася з наступних етапів: підготовка 

досліджуваної системи та генерування топології С60 фулерену за використання онлайн 

серверу SwissParam [29]. Для дослідження структурної організації мембранного білка 

АСЕ2 людини використали наявні дані Protein Data Bank (RCSB PDB) [30], а для 

побудови мембрани — web-ресурс CHARMM-GUI [31]. Потенційні кишені зв’язування 

для C60 фулерену у структурі АСЕ2 визначили за допомого «cavity computational 

algorithm» у програмному пакеті Caver [32]. Далі проводили мінімізацію енергії системи, 

а потім — два етапи еквілібрації: (1) NVT (constant Number of particles, Volume, and 

Temperature) і (2) NPT (constant Number of particles, Pressure, and Temperature) упродовж 

20 нс. Досліджуваний комплекс протонували відповідно до імплементованої у Gromacs 

2020 функції “ingh”. Після того як дві взаємодіючі системи були об’єднані, їх помістили 

у квадратний бокс і заповнили молекулами води (TIP3P). Для імітації клітинного 

середовища у бокс додали іони Na+/Cl− (їх концентрація у боксі складала 0,15 M). 

Основний етап МД симуляції тривав 200 нс. 

Для отримання водного розчину С60 фулеренів (С60ФВР) був застосований метод, 

заснований на переведенні молекул С60 з толуолу у воду за умов ультразвукової 

обробки [33]. Одержаний С60ФВР за максимальної концентрації 150 мкг/мл є типовим 

колоїдом, що містить як поодинокі молекули С60, так і їх наноагрегати [34], і 

залишається високостабільним упродовж 18 місяців при +4 оС.  

Для досліджень коронавірусів та визначення сполук, здатних знижувати їх 
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інфекційну активність, важливими є умови забезпечення вимог біобезпеки. Тому для 

досліджень було обрано представників родини Coronoviridae двох груп: α-коронавірус 

ТГС і β-коронавірус ВРХ (до групи β-коронавірусів також відноситься і збудник 

COVID-19). Ці віруси тварин є апатогенними для людини модельними об’єктами і тому 

слугували найоптимальнішим варіантом для проведення первинних досліджень з 

виявлення протикоронавірусної дії С60 фулерену за умов in vitro у лабораторії з 

умовами біобезпеки рівня BSL-2, наявної в Державному науково-контрольному 

інституті біотехнології і штамів мікроорганізмів (ДНКІБШМ).  

Лінії культур клітин ВНК-21 (клітини нирки золотистого хом’ячка) та НВ (клітини 

нирки вівці) були одержані з кріосховища Національного Центру Штамів 

Мікроорганізмів ДНКІБШМ (зберігання у посудинах Дюара в атмосфері азоту, 

‒196 °С). Як поживні середовища використовували DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium, Gibko) та 10% розчин фетальної сироватки крові ВРХ. 

Культури клітин у посівній дозі 2×105 клітин/мл вирощували у 96-лункових 

плоскодонних культуральних планшетах за температури +37 °С в атмосфері 5% СО2. 

Через 24 год, коли моношар клітин був сформований, проводили заміну поживного 

середовища на підтримуюче безсироваткове середовище і проводили необхідні 

експерименти. 

Через 24, 48, 72, 96, 120 і 144 годин моношар клітин досліджували в інвертованому 

мікроскопі DM IL LED (Leica Microsystems GmbH, ФРН) на наявність цитотоксичної дії 

С60 фулеренів (залежно від їх концентрації у діапазоні (3,6–150) мкг/мл) за порушенням 

цілісності і морфології клітинного моношару (дегенерації клітин різного ступеня), 

появою вогнищ дегенерованих клітин (вакуолізації, зернистості, підвищеної 

розпластаності клітин), визначивши таким чином значення максимально допустимої 

концентрації (МДК) наносполуки для тестованих систем in vitro.  

У ряди лунок культурального планшету (по 4 лунки на розведення) з моношаром 

культур клітин ВНК-21 та НВ вносили з 1 по 8 десятикратні розведення вірусної 

суспензії в об’ємі 150 мкл на лунку. Після експозиції вірусів (ТГС або ВРХ) упродовж 

1, 2, 4 і 6 годин з культур клітин видаляли нанесену вірусну суспензію і вносили по 

150 мкл С60ВРФ за значення МДК для кожної з досліджуваних систем in vitro. 

Противірусну активність С60 фулеренів у системах in vitro визначали за аналізом 

цитопатичних ефектів за дії коронавірусів ТГС і ВРХ. Контролем для вивчення 

цитопатогенної дії коронавірусів слугували лунки з культурою клітин (ВНК-21 і НВ) 

без внесення вірусу і С60 фулерену. Крім того, проводили паралельні контролі з 

введенням коронавірусів у культури клітин для порівняння титру їх інфекційної 

активності. Цитопатогенну дію коронавірусів ТГС і ВРХ та за присутності С60 

фулеренів оцінювали через 24, 48, 96 та 144 годин після інфікування клітинних культур 

ВНК-21 і НВ. Зазначимо, що тривалість експерименту обмежена тим, що за такого часу 

дії коронавірусів відбувалася деструкція моношару клітин у досліджуваних 

системах in vitro. 

Статистичну обробку результатів вимірювань проводили методами варіаційної 

статистики (ANOVA) з використанням програми Statistica 13.3. При аналізі 

експериментальних даних у різних групах використовували t-критерій, після чого 

виконували множинний порівняльний тест Даннета для порівняння всіх даних з 

контрольними. Припущення про те, що експериментальні дані відповідають 

нормальному розподілу та мають ідентичні стандартні відхилення були перевірені за 

допомогою тестів Шапіро-Уілка та Бартлетта, відповідно. Повторюваність вимірювань 

складала не менше трьох разів. Значення ймовірності справедливості нульової гіпотези 

p<0,05 вважали достатніми для висновку про статистичну значущість відмінностей. 
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

 

In silico дослідження 

Припускається, що блокування/інгібування функціональної активності 

досліджуваних коронавірусів може реалізовуватися через такий молекулярний 

механізм дії водорозчинних С60 фулеренів: C60 фулерен безпосередньо взаємодіє з 

поверхневим протеїном клітин господаря, зокрема ACE2, і, таким чином, запобігає 

утворенню комплексу «коронавірус-ACE2» і його подальшому проникненню в клітину. 

Виходячи з такого припущення, проведено дизайн структурної організації 

рецепторного білка АСЕ2, а також оптимально можливих комплексів між С60 

фулереном та АСЕ2, оцінено їх стабільність в імітованому клітинному середовищі та 

внесок кожної амінокислоти у зв’язування між С60 фулереном і протеїном за 

використання методів МД і молекулярного докінгу.  

Структурна організація рецепторного білка АСЕ2. Проаналізувавши дані Protein 

Data Bank (RCSB PDB), для дослідження структурної організації мембранного білка 

АСЕ2 обрали PDB структуру 6m17 (The 2019-nCoV RBD/ACE2-B0AT1 complex) [35]. 

Спочатку всі молекули води та природні ліганди були видалені зі структури АСЕ2. 

Потім, перед поверхневим аналізом протеїну-мішені та виявленням потенційних 

кишень зв’язування для С60 фулерену за використання програмного пакету Caver, до 

білку додали усі відсутні атоми гідрогену та провели корекцію протонування амідів та 

бічних ланцюгів відповідно до клітинного рівня pH=7. Далі провели енергетичну 

мінімізацію досліджуваної структури. Як результат, встановили три потенційних сайти 

зв’язування між жолобком PD (пептидазний домен) і С60 фулереном, представлені на 

рис. 1.  

Усі сайти зв’язування характеризуються присутністю у структурі амінокислот, які 

здатні утворювати міцні стекінг або катіон-π взаємодії із С60 фулереном. 

 
Рис. 1. Зображення вбудованого білка ACE2 у мембрану з виділеними структурними елементами та 

потенційними сайтами зв’язування (1, 2 і 3) для С60 фулерену. С60 фулерен показано сірим, блакитним і 

зеленим кольорами; мембрана — сірим, B0AT1 структура — жовтим і PD — фіолетовим кольором, 

відповідно. 

 

Fig. 1. Image of the membrane-embedded ACE2 protein with highlighted structural elements and potential 

binding sites (1, 2 and 3) for C60 fullerene. C60 fullerene is shown in gray, blue, and green colors; membrane in 

gray, B0AT1 structure in yellow, and peptidase domain in purple, respectively. 
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Взаємодія С60 фулерену з білком АСЕ2. Для молекулярного докінгу використали 

жорстку молекулу ACE2 та гнучку молекулу С60. Максимальна кількість кроків 

розрахунку складала 300. Найкращі три «C60-ACE2» комплекси, виходячи з внутрішніх 

скоринг-функцій QXP (контактна поверхня та оптимальна відстань між ключовими 

амінокислотами ACE2 і C60 фулереном), відібрали для подальших досліджень.  

Згідно результатів молекулярного докінгу у всіх випадках С60 фулерен щільно 

заповнює сайти зв’язування і утримується там за рахунок різноманітних стекінг 

взаємодій (рис. 2А, С, Е і 3В). Так, сайт зв’язування 1 (рис. 2А) характеризується 

утворенням стекінг взаємодій з Phe 504, His 505, Phe 274, Tyr 127, Trp 271 та катіон-π 

взаємодії з Arg 273. Крім того, має місце стерична взаємодія з Asn 149.  

Подібну картину спостерігали у сайті зв’язування 2 (рис. 2С): С60 фулерен утворює 

стекінг з Trp 349 та His 401. Зазначимо, що стабільність такого комплексу потенційно є 

меншою за попередній варіант, оскільки тут С60 фулерен затиснутий ароматичними 

амінокислотами лише з одного боку, що може спричинити його витіснення із сайту 

зв’язування.  

Нарешті, сайт зв’язування 3 (рис. 2Е) відрізняється від двох попередніх тим, що тут 

С60 фулерен є найбільш заглибленим (рис. 3В). С60 фулерен утворює стекінг взаємодії з 

Trp 203, Tyr 510, Tyr 202 та катіон-π - з Arg 514 і Lys 562.  

Важливо зазначити, що у всіх розглянутих випадках С60 фулерен є затиснутим 

всередині кожного із сайтів зв’язування, що може стати, як причиною подальшого 

заглиблення С60 фулерену у цей сайт (покращення зв’язування), так і причиною 

виштовхування С60 фулерену з того чи іншого сайту зв’язування (руйнування 

комплексу). 

Оцінку стабільності/конформаційних змін отриманих комплексів «C60-ACE2» 

провели з використанням методу МД. Як бачимо, комплекси «C60-ACE2» 

характеризуються значенням RMSD (Root-mean-square deviation) в межах 6 Å (рис. 3). 

Їх рухливість повністю корелює з рухливістю незв’язаного ACE2, винятком є лише 

комплекс 2, де на деяких етапах МД спостерігаються значні відхилення від інших 

структур (рис. 3А). Щодо С60 фулерену, величина RMSD для комплексів 1 та 3 є 

однаковою, а для комплексу 2 — значно більшою (рис. 3В).  

Загалом підчас проведення МД зафіксували такі ключові зміни у кожному з 

потенційних сайтів зв’язування:  

1) для комплексу 1 (рис. 2В) спостерігали занурення С60 фулерену у сайт 

зв’язування. Завдяки цьому він є затиснутий в амінокислотному середовищі та утворює 

такі ключові взаємодії: стекінг — з Phe 504, His 505, Phe 274, Tyr 127, Trp 271 та катіон-

π — з Arg 273. Крім того, відбувається стеричне наближення Asn 149 та Gln 145, з 

якими існує теоретична можливість утворити міцні стеричні взаємодії. Отриманий 

«C60-ACE2» комплекс 1 є стабільним упродовж усієї траєкторії динаміки; 

2) для сайту зв’язування 2 (рис. 2D) спостерігали руйнування «C60-ACE2» 

комплексу, оскільки С60 фулерен втрачає ключові взаємодії з Trp 349 та His 401 і 

значно зміщується у борозні PD, після чого фіксуються стекінг взаємодії між Trp 349, 

His 345 та Met 62. Отже, «C60-ACE2» комплекс 2 є нестабільним; 

3) для комплексу 3 (рис. 2Е), як і для комплексу 1, спостерігали заглиблення С60 

фулерену у сайт зв’язування, внаслідок чого втрачається взаємодія з Arg 514 i Tyr 519. 

Але при цьому С60 фулерен знаходиться глибше у сайті зв’язування та з усіх боків 

міцно затиснутий навколишніми амінокислотами. 

Таким чином, відповідно до результатів молекулярного докінгу і МД можна 

зробити висновок, що С60 фулерен здатний утворювати стабільні комплекси з ACE2 

протеїном («C60-ACE2» комплекси 1 і 3), а відтак — пригнічувати його функціональну 
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активність, що важливо для блокування взаємодії ACE2 з S-глікопротеїном «корони» 

SARS-CoV-2.  

 

 
 

Рис. 2. Результати молекулярного докінгу (А, С, Е) та МД (В, D, F): A, B — 1-й сайт зв’язування; С, D — 

2-й сайт зв’язування; E, F — 3-й сайт зв’язування. У всіх випадках ACE2 — жовтий колір, С60 фулерен — 

сірий колір. 

 

Fig. 2. Results of molecular docking (A, C, E) and molecular dynamics (B, D, F): A, B — binding site 1; C, D 

— binding site 2; E, F — binding site 3. In all cases, ACE2 is yellow, C60 fullerene is gray. 
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Рис. 3. Значення RMSD рухливості білка ACE2 в межах утворених «C60-ACE2» комплексів (A) та C60 

фулерену (B): незв’язаний ACE2 — червоний колір, сайт зв’язування 1 — жовтий колір, сайт зв’язування 

2 — зелений колір і сайт зв’язування 3 — синій колір. 

 

Fig. 3. RMSD values of ACE2 protein mobility within the "C60-ACE2" complexes formed (A) and single C60 

fullerene (B): unbound ACE2 — red color, binding site 1 — yellow color, binding site 2 — green color and 

binding site 3 — blue color. 

 

Важливо зазначити, що саме використання програмного пакету Caver з великою 

надійністю здатне виділити потенційні кишені для зв'язування з різними лігандами [32]. 

У нашому випадку кожна така кишеня (сайти зв’язування 1, 2 і 3) включає значну 

частину амінокислот, які містять ароматичну складову, що є критичним для 

зв’язування із С60 фулереном. Крім того, рух цієї частини протеїну є важливим для 

зв’язування, наприклад, із SARS-CoV-2 спайк протеїном [36].  

 

In vitro дослідження 
Дослідження впливу водорозчинних С60 фулеренів на різні штами коронавірусів 

(моделі, дані з яких можна екстраполювати до умов пандемічних штамів коронавірусів 

людини) є актуальним саме через циркулювання на цей момент у світі різних штамів 

коронавірусу людини, збудника COVID-19, який швидко мутує і представляє загрозу 

при зміні своїх властивостей навіть для імунних до перших штамів коронавірусу 

людей. Тому ми зосередилися на in vitro тестуванні інгібування інфекційних 

властивостей (реплікації) коронавірусів двох груп, збудників ТГС і ВРХ, за дії 

водорозчинних С60 фулеренів. 

Спочатку було протестовано широкий діапазон концентрацій С60ФВР для 

визначення величини МДК для досліджуваних систем in vitro. Встановлено, що 

величина МДК у культурі клітин ВНК-21 і НВ склала 37,50±0,03 мкг/мл. Тест на 

цитотоксичність засвідчив, що водорозчинні С60 фулерени не впливали на морфологію 

досліджуваних клітин, отриманих з різних видів тварин, за цієї концентрації. 
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Зазначимо, що визначення величини МДК у культурі клітин, як показника 

цитотоксичності противірусної сполуки, є важливим, оскільки дає можливість 

з’ясувати, чи не переважає токсичний ефект досліджуваної сполуки на клітини її 

антивірусну активність, тобто, чи можливо використовувати цю сполуку у подальшому 

як лікарський противірусний засіб. 

Важливо зауважити, що згідно з попередніми результатами [37, 38] водорозчинні 

С60 фулерени у концентраціях до 24 та 144 мкг/мл не виявляли жодних токсичних 

ефектів ні у мезенхімальних стовбурових клітинах людини, ні у клітинах ембріональної 

нирки людини (HEK293). 

Застосування С60ФВР у культурі клітин BHK-21 за встановленого значення МДК 

через 1 год після інфікування клітинного моношару коронавірусом ТГС, адаптованого 

до клітин ВНК-21, знижувало титр його інфекційної активності на величину 

2,00±0,02 lg ТЦД50/мл. 

Застосування С60ФВР у культурі клітин НВ за встановленого значення МДК через 

1 год після інфікування коронавірусом ВРХ, адаптованого до клітин НВ, знижувало 

титр його інфекційної активності на величину ≥2,28±0,02 lg ТЦД50/мл. 

Нарешті, при застосуванні С60ФВР у культурах клітин BHK-21 і НВ за 

встановленого значення МДК понад 1 год після інфікування відповідних клітинних 

моношарів коронавірусами ТГС і ВРХ, відповідно, достовірного противірусного ефекту 

не виявлено. 

Одержані результати добре узгоджуються з даними [20], де показано що 

застосування С60ФВР за відповідного значення МДК в системі in ovo демонструє 

противірусну активність щодо коронавірусу інфекційнoгo бронхіту курей на ранніх 

стадіях взаємодiї з чутливими клітинами (1–4 год). 

 

ВИСНОВКИ 

За результатами проведеного молекулярного докінгу та МД випливає, що С60 

фулерен утворює принаймні два стабільних комплекси з ACE2 протеїном, пригнічуючи 

таким чином його функціональну активність і блокуючи потенційну взаємодію з 

коронавірусами. 

За результатами проведених in vitro досліджень випливає, що водорозчинні С60 

фулерени діють на коронавіруси двох груп, збудників ТГС і ВРХ, на ранній стадії  

реплікації (1 год) у чутливих клітинних системах, BHK-21 і НВ, суттєво знижуючи їх 

інфекційну активність: на величину 2,00 lg ТЦД50/мл і ≥2,28 lg ТЦД50/мл, відповідно. 

Це вказує на перспективу використання водорозчинних С60 фулеренів як потенційних 

протикоронавірусних наноагентів, здатних інгібувати реплікацію ДНК- і РНК-вмісних 

вірусів на початковій стадії інфікування при взаємодії з чутливими клітинами-

господаря. 
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Objective of the work was to evaluate in silico the ability of C60 fullerene to interact with the membrane 

protein ACE2, thereby preventing the formation of the "coronavirus-ACE2" complex and its further 

penetration into the host cell, as well as the effectiveness of the anticoronavirus action of these carbon 

nanoparticles in in vitro systems. 

Methods: The Protein Data Bank was used to study the structural organization of the human ACE2 

membrane protein. The CHARMM-GUI and SwissParam web resources were used to construct the 

membrane and C60 fullerene, respectively. Potential binding pockets for C60 fullerene in the ACE2 

structure were determined using the Caver software package. The system molecular docking algorithm 

(sdock+) was used to study the interaction between C60 fullerene and ACE2. Molecular dynamics (MD) 

calculations were performed using the Gromacs 2020 software package. Cytotoxicological and 

virological methods were used in in vitro experiments. Statistical processing of experimental results was 

carried out using the Statistica 13.3 program. 

Results: It was found three potential binding sites between the groove of the peptidase domain of the 

ACE2 protein and C60 fullerene. According to the results of molecular docking and MD, it follows that 

C60 fullerene forms two stable complexes with the ACE2 protein, thus blocking its potential interaction 

with coronaviruses. According to the results of in vitro studies, it follows that C60 fullerenes at a 

maximum allowable concentration of 37.5 μg/ml act on the coronaviruses of swine (α-coronavirus) and 

cattle (β-coronavirus) at the early stage of replication (1 h) in sensitive cellular systems, significantly 

reducing their infectious activity by 2.00 TCID50/ml and ≥2,28 TCID50/ml, respectively. 

Conclusions: C60 fullerene has been shown to form two stable complexes with the membrane protein 

ACE2, thereby inhibiting its functional activity and blocking potential interaction with coronaviruses. It 

was established that the C60 fullerenes show antiviral activity against coronaviruses of two groups at the 

initial stage of infection when interacting with sensitive host cells. 
KEY WORDS: C60 fullerene; animal coronaviruses; molecular docking; molecular dynamics; antiviral activity in 

vitro. 


