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Background: Human serum albumin (HSA) is the main pharmacokinetic effector of many medications, 

including penicillin G and its metabolites. An urgent problem of practical medicine is immediate 

hypersensitivity reactions caused by penicillin toxicity (about 8 % compared to other medications), 

accompanied by skin pathology, anaphylaxis, and fatality. 

Objectives: The aim of this study is to describe the structures of penicillin G determinants-HSA 

complexes and to identify favorable binding sites and the amino acid residues involved in the interaction.   

Material and Methods: The crystal structure of HSA (ID: 1AO6 from Protein Data Bank) 

(www.rcsb.org) was chosen as a docking target. Molecular docking methods (AutoDock Tools 1.5.7, 

AutoDock Vina 1.1.2) were used to gain insight into the interaction of HSA with the major (benzyl 

penicilloyl G, penicillanic acid) and minor (penicillamine, penicilloic acid, penilloic acid) determinants of 

penicillin G. Visualization of docking results was implemented in PyMol 2.5. The Protein Plus server 

(https://proteins.plus) was used to evaluate potential binding pockets. The PLIP tool (https://plip-

tool.biotec.tu-dresden.de) was used to identify non-covalent interactions between HSA and its ligands.   

Results: The molecular docking data indicate that the major determinants of penicillin G are involved in 

the formation of hydrogen bonds with such HSA residues as Trp214, Arg218, His242, and Asn295; for 

the minor determinants — Asp108, His146, Tyr148, Ser193, Arg197, Gln204. Both types of determinants 

are located in the hydrophobic cavity of subdomains IIA and IB. Hydrophobic interactions are present 

mainly between penicillin G determinants and amino acid residues of subdomain IIIA, such as Ala350, 

Asp451, Tyr452, and Gln459. 

Conclusion: The study of penicillin G determinants-HSA complexes is important in the pathogenesis of 

antibiotic allergy. Identification of specific binding sites can be useful for the development and synthesis 

of new immunogenic antigens (complexes of major and minor determinants of penicillin G with HSA) 

that can stimulate the immune system and produce specific antibodies to prevent allergic reactions. 

KEY WORDS: human serum albumin; penicillin G determinants; immediate hypersensitivity reactions; 

molecular docking. 
 

Penicillins are the first-line medications for the treatment of various types of bacterial 

infections that can affect the throat, lungs, skin, intestines, and many other organs. In addition, 

surgical site infections are the most common infections in surgical patients. In this case, there 

is a need for pre- and postoperative antibiotic therapy for patients [1, 2]. At the same time, 
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clinical trials have shown a high percentage of immediate hypersensitivity reactions to 

penicillins [3]. In general, medication hypersensitivity reactions include symptoms and 

manifestations caused by medication at a dose that is perceived by normal people. Immediate 

hypersensitivity reactions occur within the first hour after medication intake and are 

manifested by complete anaphylaxis, with damage to the skin, gastrointestinal tract, 

respiratory and cardiovascular systems [4]. Approximately 8 % of the population is allergic to 

penicillin. It has been reported that 35 % of anaphylaxis cases accompanied by angioedema, 

urticaria, bronchospasm, and hypotension are associated with immediate hypersensitive 

reactions to penicillins [5]. Penicillin G is an inactive antigen, a chemical hapten that does not 

exhibit immunogenic properties. The immune response can be induced by metabolically 

biotransformed penicillin molecules into immunologically reactive major and minor antigenic 

determinants [6]. 

Human serum albumin (HSA) is a protein present in large quantities in blood plasma that 

provides important physiological functions, such as the regulation of colloidal osmotic 

pressure, transport of many endogenous (fatty acids, hormones, amino acids, toxic 

metabolites) and exogenous (drugs, nutrients) compounds [7, 8]. HSA is a globular single-

chain protein consisting of 585 amino acids and has three homologous domains with amino 

acid residues: domain I (1–195), domain II (196–383), and domain III (384–585). Each 

domain is divided into two subdomains: IA (1–107), IB (108–196); IIA (197–297), IIB (298–

383), IIIA (384–497), IIIB (498–585). The molecular weight of HSA is 66,5 kDa [9]. 35 

cysteine residues, except for one (Cys34 in domain I), are involved in 17 disulfide bonds that 

stabilize the structure of HSA [10]. 

The concentration of HSA in plasma is high, so the binding affinity of HSA to drugs is 

the key factor determining their pharmacokinetics and pharmacodynamics, especially when 

creating new dosage forms and vaccines [11, 12]. For several decades, the interaction of 

antibiotics with HSA has been studied by fluorescence spectroscopy, visible spectroscopy, 

Fourier transform infrared spectroscopy, and protein-ligand docking methods [13, 14]. For 

example, fluorescence studies show that displacement of fluorescents probes such as 1-

amilinonaphthalene-8-sulfonate, and dansylsarcosine piperidinium salt from the binding site 

on albumin leads to the fact that subdomain II is involved in the binding of 

isoxazolylpenicillins [15]. In addition, fluorescence spectroscopy has been used to directly 

determine the binding sites of other antibiotics to HSA, and the results were similar: 

subdomain II of HSA was responsible for ligand binding [16, 17]. However, a detailed and 

substantiated mechanism for the formation of the HSA complex with possible molecular 

metabolites of penicillins has not yet been established, although there is evidence of 

haptenization of penicillin determinants by conjugation with HSA, which leads to the 

formation of IgE antibodies. 

The aim of this study is to describe the structures of penicillin G determinants-HSA 

complexes and to identify the favorable binding sites involving certain amino acid residues. 

 

MATERIALS AND METHODS 

The 3D model of HSA was downloaded from the Protein Data Bank (www.rcsb.org) (ID: 

1AO6); the 3D crystal structure is the result of X-ray diffraction at 2,5 Å resolution and was 

used as a docking target. The ligands — benzyl penicilloyl G, penicillanic acid (major 

determinants), penicillamine, penicilloic acid, penilloic acid (minor determinants) from 

(www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) were used to identify the energetically most favorable 

binding sites on the HSA molecule. 

Molecular docking methods (AutoDock 1.5.7, AutoDock Vina 1.1.2) were used to study 

the interaction of penicillin G determinants with HAS, which helps to find the space for the 

http://www.rcsb.org/
http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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most energetically favorable conformation of the protein-ligand complex and allows to 

estimate its geometric dimensions with the lowest binding energy [21]. The AutoDock 

scoring function is a subset of the Amber force field that processes molecules using the 

United Atom model [22]. The grid spacing, i.e., the distance between the grid points, was 

0,503 Å. The search space is a 50 Å × 50 Å × 50 Å square; the exhaustiveness parameter was 

8. This block covers amino acid residues of subdomain IIA and part of subdomain IB. Since 

the PDB files were missing hydrogen atoms, Coleman charges were added to fit the 

electrostatic potentials, and hydrogen atoms were added using AutoDock Tools to properly 

optimize the proteins. Protonation of amino acid residues at pH=7 was checked using Propka 

3.1 [23]. 

Visualization of docking results was done in PyMol 2.5 [24]. To convert PyMol files to pdb 

format, the interactive converter MichelaNGLo was used (https://michelanglo.sgc.ox.ac.uk/pymol). 

DoGSiteScorer from Proteins Plus was used to detect potential binding pockets and to 

compare with docking results. The surface area, the volume and depth of pockets, and 

chemical features were calculated using DoGSiteScorer [25, 26]. The relative hydrophobicity 

of amino acid residues was evaluated to know the general properties of HSA. Two-

dimensional diagrams of complexes with known 3D structures, which describe the directed 

hydrogen bonds between the protein residues and the ligand were created for some complexes 

with PoseView [27, 28]. 

For the identification of non-covalent interactions between HSA and its ligands, the 

protein-ligand interaction profiler (PLIP) web tool was applied (https://plip-tool.biotec.tu-

dresden.de) [29]. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Our molecular docking study was performed on the crystal structure of HSA, which was 

downloaded from the Protein Data Bank (ID: 1AO6), to identify possible binding sites, which 

are major and minor determinants of penicillin G. The five ligands are listed in Tabl. 1. Most 

ligands have an open β-lactam ring and a closed thiazolidine ring. The maximum molecular 

weight of the ligand was 465.6 g/mol, and the lowest was – 149.21 g/mol. The range of free 

binding energies predicted by AutoDock Vina was from -7.9 kcal/mol to -4.7 kcal/mol. The 

best energy results of -7.9 kcal/mol and -7.2 kcal/mol showed that both major and minor 

determinants can be located within subdomain IIA. 

It is known that under physiological conditions, 95 % of penicillin spontaneously 

degrades to major and minor antigen determinants. Immediate hypersensitivity reactions, and 

allergic reactions in particular, occur less to the main β-lactam part of the penicillin molecule, 

and mostly form IgE antibodies directed against a certain side chain R (variable side chain of 

penicillins) [4, 5]. The structure of the penicillin core is shown in Fig. 1. 

  
 

Fig. 1. The structure of penicillin: a) four-membered β-lactam ring, b) five-membered thiazolidine 

ring. The molecular formula is R-C9H11N2O4S, where R is a side chain, in the case of penicillin G, 

R is a phenyl ring. 

https://michelanglo.sgc.ox.ac.uk/pymol
https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/
https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/
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Table 1. List of ligands 

 

PubChem ID 
ΔG,  

kcal/mol 
Name 

M,  

g/mol 
2D structure of hapten determinants 

Compound ID: 

119212 

-7.9 Benzyl 

penicilloyl G 

465,6 

 

Compound ID: 

6891 

-6.0 Penicillanic 

acid 

201.25 

 

Compound ID: 

5852 

-4.7 Penicillamine 149.21 

 

Compound ID: 

52921568 

-6.3 Penicilloic 

acid 

262.29 

 

Compound ID: 

255293 

-7.2 Penilloic acid 308.4 
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The optimal recognition of penicillin determinants by specific IgE antibodies is 

considered to be specific binding to a carrier molecule such as HSA. The parameters of 

binding of penicillin G determinants to HSA are the main factors in the ability of each 

complex to bind to the antigen-presenting cells to initiate subsequent hypersensitivity 

reactions. 

Therefore, in this study we used molecular docking and a detailed analysis of its results to 

identify energetically favorable binding sites of penicillin G determinants-HSA complexes. 

The calculation of the hydrophobicity of HSA upon binding to different ligands was evaluated 

using Protein Plus. Our results confirmed the data of molecular dynamic modeling that the 

properties of HSA in the studied subdomains are more hydrophobic, but some amino acids are 

hydrophilic [30]. The hydrophobicity values of the binding pockets were in the range of 0.65–

0.76. 

The binding site volume and the binding site depth were estimated to predict the topology 

and geometry of the active site in complexes of HSA-penicillin G determinants to visualize 

the depth of penetration and placement of ligands based on their structure. Identification and 

characterization of the size of binding pockets based on these parameters was evaluated in 

Protein Plus using DoGSiteScore. This is a method based on predicting active sites in proteins 

based on the difference in Gaussian (DoG) approach [25]. With this approach, spatial and 

topological molecular descriptors help in finding the best surface area, binding site volume, 

and binding site depth. In the study, the volume of the ligand-binding pocket varied widely in 

the range of 155.65 Å3 – 801.28 Å3, the depth of the ligand-binding pocket also varied and 

ranged from 13.69 Å to 32.19 Å. The surface area also ranged from 445.09 Å2 to 2151.78 Å2. 

The binding of the benzyl penicilloyl G molecule involves weak interactions, in 

particular, between the β-lactam ring and the thiazolidine ring and amino acid residues, which 

are capable of forming hydrogen bonds and hydrophobic interactions at the level of the 

hydrophobic pocket located in subdomain IIA and in subdomain IIIA (Fig. 2, Fig. 3). Lys195, 

Asp451, Tyr452, and Lys444 are involved in the formation of hydrophobic interactions, and 

Trp214, Arg218, Asn295, Pro339, and Pro447 form hydrogen bonds between the nitrogen 

atom of the open β-lactam ring and the thiazolidine ring and the oxygen atom of the benzyl 

penicilloyl G molecule. 

 

 

Fig. 2. The HSA-benzyl penicilloyl G complex 

(constructed in Protein Plus tool). The structure of 

HSA is represented by ribbons; the ligand benzyl 

penicilloyl G is represented as balls. The ligand 

binding pocket of HSA is marked in pale purple 

and has a depth of 28.74 Å. The surface area and 

volume of the binding site are 1617.97 Å2 and 

801.28 Å3, correspondingly. The hydrophobicity 

of the binding pocket is 0.69. 
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Penicillanic acid is also the major determinant of penicillin allergy. Among other ligands, 

only penicillanic acid has closed rings both β-lactam and thiazolidine (Fig. 4). In the case of 

penicillanic acid, the surface area of the ligand binding pocket was 13.69 Å. 

 

 

Fig. 4. The HSA-penicillanic acid complex 

(constructed in Protein Plus tool). The 

structure of HSA is represented by ribbons; 

the ligand penicillanic acid is represented as 

balls. The ligand binding pocket of HSA is 

marked in pale purple and has a depth of 

13.69 Å. The surface area and volume of the 

binding site are 445.09 Å2 and 155.65 Å3, 

correspondingly. The hydrophobicity of the 

binding pocket is 0.76. 

 

 
 

Fig. 5. Two-dimensional diagram of HSA-penicillanic acid complex with hydrogen bonds between the protein 

residues and the ligand; hydrogen bonds are shown as black dot lines. 

 

Fig. 3. The 3D contact map of benzyl 

penicilloyl G and HSA binding domain 

(constructed in PLIP tool). Hydrogen 

bonds are shown as thin blue solid 

lines, hydrophobic interactions are 

shown as gray dotted lines. 
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As shown in Fig. 5, the oxygen atoms of the thiazolidine ring and the β-lactam ring 

formed hydrogen bonds with Arg222 and His242, respectively. At the same time, hydrogen 

bonds are not exclusively one type of interaction between HSA and penicillanic acid: the 

hydrophobic interactions were observed at the contact sites with Ile290, Leu219, and Leu238 

(Fig. 6). 

 
 

Fig. 6. The 3D contact map of 

penicillanic acid and HSA binding 

domain (constructed in PLIP tool). 

Hydrogen bonds are shown as thin blue 

solid lines, and hydrophobic interactions 

are shown as yellow dotted lines. 

                                   

a)                                                                            b)   

 

Fig. 7. The structure of HSA-penicillamine complex (constructed in Protein Plus). a) The structure of HSA is 

represented by ribbons; ligand penicillamine is represented as balls. The ligand binding pocket of HSA is 

marked in pale purple and has a depth of 32.19 Å. The surface area, and volume of the binding site are 

2151.78Å2 and 709.12 Å3, correspondingly. The hydrophobicity of the binding pocket is 0.71; b) The two-

dimensional diagram of HSA-penicillamine complex with hydrogen bonds between the protein residues and 

the ligand. 
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As seen from Tabl. 1 the free energy change is the lowest for minor determinant with the 

lowest molecular weight that has both open β-lactam and thiazolidine ring (penicillamine) 

compared to the other determinants. The penicillamine binding site is located inside the 

hydrophobic pocket formed by several subdomains – IA, IIA, and IIIA. In this case, the depth 

of the ligand binding pocket is the largest and is 32.19 Å (Fig. 7a). Positively charged Arg197 

and neutral Gln459 established hydrophobic bonds with the ligand (Fig. 8). Fig. 7b shows that 

polar amino acid residue Ser193 and positively charged residue His146 also form hydrogen 

bonds with penicillamine ligand. 

 

 

Fig. 8. The 3D contact map of 

penicillamine and HSA binding domain 

(constructed in PLIP). Hydrogen bonds 

are shown as thin blue solid lines, and 

hydrophobic interactions are shown as 

yellow dotted lines. 

 

Penicilloic acid is the minor determinant that is formed from penicillins by hydrolytic 

opening of the β-lactam ring. In the case of penicilloic acid (Fig. 9), the ligand binding sites 

are located in subdomain IA (Leu103), IB (Asp108), and in the hydrophobic cavity in 

subdomain IIA (Tyr148).  

 

 

Fig. 9. The complex HSA-penicilloic acid 

(constructed in Protein Plus). The structure of 

HSA is represented by ribbons; ligand 

penicilloic acid is represented as balls. The 

ligand binding pocket of HSA is marked in pale 

purple and has a depth of 22.37 Å. The surface 

area and volume of the binding site are 1260.67 

Å2 and 538.11 Å3, correspondingly. The 

hydrophobicity of the binding pocket is 0.65. 

 

The penicilloic acid-HSA complex is stabilized by hydrogen bonds between Tyr148 and 

Arg197 residues of subdomains IB and IIA and the nitrogen of the thiazolidine ring and the 

oxygen of the open β-lactam ring, respectively (Fig. 10). The hydrophobic interaction is also 
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involved in the binding through Gln204. In addition to hydrophobic and hydrogen bonds, salt 

bridges are involved in the ligand-protein complexation (Fig. 11).  

 

 

Fig. 10. Two-

dimensional 

diagram of HSA-

penicilloic acid 

complex with 

hydrogen bonds 

between the protein 

residues and the 

ligand. 

 

 

Fig. 11. The 3D contact map of penicilloic acid and HSA binding domain (constructed in PLIP tool). Hydrogen 

bonds are shown as thin blue solid lines, hydrophobic interactions are shown as gray dotted lines, and salt 

bridges are shown as yellow dotted lines. 
 

Residues Arg209, Lys212, Val216, and Ala350 of HSA have been implicated in the 

binding process with penilloic acid and they are all located mainly in subdomain IIA, and in 

part in subdomain IIIA (Fig. 12, Fig. 13). In the case of penilloic acid, hydrogen bonds and 

hydrophobic interactions are available. Hydrophobic interactions are involved in the binding 

of Lys212 and Val216 to the minor determinant. Hydrogen bond is formed between the 

nitrogen of Arg209 and the hydrogen of the thiazolidine ring of the ligand. 
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Fig. 12. The HSA-penilloic acid complex 

(constructed in Protein Plus). The 

structure of HSA is represented by 

ribbons; the ligand penilloic acid is 

represented as balls. The ligand binding 

pocket of HSA is marked in pale purple 

and has a depth of 20.46 Å. The surface 

area and volume of the binding site are 

792.03 Å2 and 357.38 Å3, 

correspondingly. The hydrophobicity of 

the binding pocket is 0.74. 

 
 

Fig. 13. The 3D contact map of penilloic 

acid and HSA binding domain 

(constructed in PLIP tool). Hydrogen 

bonds are shown as thin blue solid lines, 

and hydrophobic interactions are shown 

as yellow dotted lines. 

 

HSA has structural homology (about 80 %) with bovine serum albumin (BSA) [9]. It has 

been reported that the β-lactam antibiotics have very similar binding properties to HSA and 

BSA [31]. The binding sites of the penicillin G to BSA are located in the subdomain IIA. In 

our study, all five penicillin G determinants were mainly inserted into the subdomain IIA by 

hydrogen bonds and hydrophobic interaction, while in the case of BSA, the same binding site 

exists but is stabilized by hydrogen bonds and Van der Waals forces. Similar to the penicillin 

G molecule, which binds to BSA in the subdomain IIA through hydrogen bonds (Arg194, 

Arg198, Arg256), benzyl penicilloyl G also binds to HSA at the subdomain IIA with the 

participation of Arg197, and Arg218 [32]. 

Yvon M., et al. has reported that benzyl penicilloyl G can also form stronger bonds 

between the carbonyl group and ɛ-amino groups of the HSA molecule, especially with 

Lys190, Lys195, Lys199, and Ser193, forming conjugates that have the immunogenic 

potential [33]. 

Our results have been confirmed by other studies. The fluorescence spectroscopy 

experiments of Seedher N., et al. [15] revealed that β-lactam antibiotics bind to HSA, and the 
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binding site is located in the subdomain IIA of HSA. This result confirms our molecular 

docking results. Similar to other studies, our results showed that hydrogen bonds and 

hydrophobic interaction were the driving forces for the spontaneous placement of penicillin G 

determinants in the HSA binding site, since the Gibbs free energy of complexes has minimal 

values -7.9 kcal/mol is our result of molecular docking of HSA-benzyl penicilloyl G vs. 

-6.4 kcal/mol is the result of molecular docking of HSA-sulfadimethoxine obtained by 

Zhang Y. and co-authors. [34]). 

 

CONCLUSIONS 
Today there is little published information about HSA-penicillin G determinants 

complexes. Therefore, in the presented study we elucidated the binding sites using molecular 

docking. The obtained results and their analysis allow us to make the following conclusions. 

Penicillin G determinants binding to HSA occur with the participation of a few 

subdomains. The amino acid residues of subdomain IIA and subdomain IB, which are 

involved in hydrogen bonds and hydrophobic interactions have the main role in ligand 

binding; the amino acid residues of subdomain IIIA take part in binding partially. 

The study of HSA-penicillin G determinants complexes is important in the pathogenesis 

of antibiotic allergy. Identification of specific binding sites can be useful for the development 

and synthesis of new immunogenic antigens (complexes of major and minor determinants of 

penicillin G with HSA) that can stimulate the immune system and produce specific antibodies 

to prevent allergic reactions. 
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Актуальність. Сироватковий альбумін людини (САЛ) є основним фармакокінетичним ефектором 

багатьох ліків, в тому числі пеніциліну G та його метаболітів. Гострою проблемою практичної 

медицини є реакції гіперчутливості негайного типу, які зумовлені токсичністю пеніцилінів 

(близько 8% проти інших препаратів), що супроводжуються патологією шкіри, анафілаксією та 

летальністю. 

Мета роботи. Метою цього дослідження є опис структур комплексів САЛ-детермінанти 

пеніциліну G і виявлення сприятливих сайтів зв'язування та амінокислотних залишків, які залучені 

до взаємодії. 

Матеріали та методи. Кристалічна структура САЛ (ID:1AO6 з Protein Data Bank) (www.rcsb.org) 

була вибрана як мішень для докінгу. Для отримання уявлення про взаємодію САЛ з основними 

(бензіл пеніцилоїл G, пеніциланова кислота) і другорядними (пеніциламін, пеніцилоєва кислота, 

пенілоєва кислота) детермінантами пеніциліну G були застосовані методи молекулярного докінгу 

(AutoDock Tools 1.5.7, AutoDock Vina 1.1.2). Візуалізація результатів докінгу була реалізована в 

PyMol 2.5. Для оцінки потенційних сайтів зв’язування був використаний Protein Plus сервер 

(https://proteins.plus). Для ідентифікації нековалентних взаємодій між САЛ та його лігандами був 

застосований засіб PLIP (https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de). 

Результати. Дані молекулярного моделювання свідчать, що основні детермінанти пеніциліну G 

беруть участь в утворенні водневих зв’язків з такими залишками САЛ, як Trp214, Arg218, His242 

та Asn295; для другорядних детермінант — Asp108, His146, Tyr148, Ser193, Arg197, Gln204. 

Обидва типи детермінант розташовуються в гідрофобній порожнині субдоменів IIA та IB. 

Гідрофобні взаємодії присутні переважно між детермінантами пеніциліну G і амінокислотними 

залишками субдомену IIIA, такими як Ala350, Asp451, Tyr452 і Gln459. 

Висновки. Вивчення комплексів САЛ-детермінанти пеніциліну G має важливе значення в 

патогенезі алергії на антибіотики. Виявлення специфічних сайтів зв’язування може бути корисним 

для розробки та синтезу нових імуногенних антигенів (комплексів основних і другорядних 

детермінант пеніциліну G із САЛ), які зможуть стимулювати імунну систему та виробляти 

специфічні антитіла для запобігання алергічної реакції. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: сироватковий альбумін людини; детермінанти пеніциліну G; реакції гіперчутливості 

негайного типу; молекулярний докінг. 
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Background: Study of properties and intermolecular interactions of biologically active compounds which 

can be used for the purposes of transmembrane drug delivery is a topical task of modern molecular 

biophysics. Ascorbyl palmitate (AP) as a fat-soluble form of vitamin C has recently attracted attention as a 

promising agent for the formation of nanosomes for the “fat insoluble” drug molecules transfer through 

membranes. However, AP is not sufficiently characterized by up-to-date soft ionization mass spectrometric 

techniques. 

Objectives: The aim of the present work is to characterize AP and its intermolecular interactions by a 

number of mass spectrometric techniques: Electrospray Ionization (ESI), Laser Desorption/Ionization 

(LDI) and Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI). The comparison of these techniques 

applicability to the study of AP intermolecular interactions as a drug delivery assisting agent is scheduled.  

Methods: ESI mass spectra are obtained with triple quadrupole Micromass Quattro mass spectrometer. 

LDI and MALDI experiments are performed by Autoflex II mass spectrometer.  

Results: In the ESI experiments in the positive ion mode abundant peaks of protonated and cationized AP 

molecules as well as the peaks of AP clusters nAP•H+ and nAP•Na+ (n=2÷4) are revealed in the mass 

spectra. This result testifies to the formation of stable noncovalent complexes of the AP molecules in the 

polar media and confirms the AP ability of formation nanosomes for drug delivery. Analysis of LDI and 

MALDI mass spectra of AP in positive and negative ion modes shows that in the presence of molecular 

ions of AP, the peaks of AP dimers or larger AP clusters are not recorded. The ESI probing of the model 

system containing AP and dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) reveals stable AP•DPPC•H+ complex 

which models the AP intermolecular interactions with the phospholipid components of biomembranes 

and/or liposomes under AP functioning as a drug delivery assisting agent.  

Conclusions: The current study demonstrates the applicability of all tested mass spectrometric techniques 

for AP identification in solutions and solid phase, while for the purpose of examining of the AP noncovalent 

complexes formation and study of AP interactions with biomolecules the ESI is defined as the most 

effective technique. 

KEYWORDS: ascorbyl palmitate; nanosomes for drug delivery; dipalmitoylphosphatidylcholine; 

noncovalent complexes; mass spectrometry; electrospray ionization; laser desorption/ionization; matrix-

assisted laser desorption/ionization. 
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Ascorbyl palmitate (AP) is a biologically active compound known as “fat-soluble vitamin 

C” which demonstrates a number of therapeutic activities [1]. Attachment of a moiety of 

palmitic fatty acid to ascorbic acid aimed at creating its fat-soluble form [2] resulted in the 

synthesis of AP whose biological activity appeared to be more extended than the expected 

antioxidant effect inherent to vitamin C [3]. The pathways of AP biological action involve, 

along with biochemical reactions, noncovalent intermolecular interactions, the latter being of 

interest to molecular biophysics. Due to these biologically significant intermolecular 

interactions AP is considered and studied as a promising agent in drug delivery area. 

Amphiphilic nature and presence of the hydrophobic tail in the structure of AP as a surfactant 

[4] favour its incorporation into phospholipid membranes [5]. This property of AP molecules 

is exploited in tailoring of liposomes for drug delivery [6-8], which can be used as vehicles for 

the “fat insoluble” drug molecules transfer through membrane structures [9, 10]. A group of 

AP-based and AP-containing vesicles and liposomes termed as “aspasomes” [11, 12] was 

designed as nanocarriers for dermal and transdermal drugs transfer [13-15]. While an important 

application of liposomes is delivery of anticancer drugs [16, 17], it was shown that AP itself 

can exhibit antitumour activity [18, 19]. At the same time, it was reported that AP can protect 

DNA from X-ray induced damage [20]. Thus, in accordance with the PubChem database [1] 

AP is classified as an antioxidant, antineoplastic, and antimutagenic agent. A noticeable share 

of AP applications is associated with cosmetics and dermatology [21], basing on its antioxidant, 

anti-aging and whitening effects. Promising developments are related to inclusion of AP into 

various medicinal forms, such as hydrogels [22] or electrospun nanofibers [23]. Taking into 

account the described above wide spectrum of AP biological activity and biomedical 

applications, the relevance of AP intermolecular interactions examining is beyond doubt. 

A method of choice for biophysical studies of noncovalent interactions at molecular and 

supramolecular levels is soft ionization mass spectrometry [24–27]. It permits evaluation not 

only of pair interactions, but modeling of supramolecular assemblies, such as aggregates of 

surfactants, micelles [28–32], and fragments of phospholipid membranes [33]. Browsing of the 

relevant literature has shown that the mass spectrometric data on AP are limited and relate 

mainly to its identification under synthesis [34]; the data reported for standard electron 

ionization technique [35] are not informative for biophysics.  

Thus, the aim of the present work was to establish mass spectrometric characteristics of 

AP under Electrospray Ionization (ESI), Laser Desorption/Ionization (LDI) and Matrix-

Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI) [36] conditions and to investigate 

intermolecular interactions of AP related to its functioning as a biologically active compound 

for the drug delivery applications. Combination of several mass spectrometric techniques 

provides evaluation of different aspects of AP properties, since ESI technique involves spaying 

of liquid solutions of biomolecules, while LDI and MALDI ones are based on sputtering of the 

analytes from the solid state. It was expected that the current study provides information about 

the different mass spectrometry techniquesʼ applicability to the following study of AP 

intermolecular interactions as a drug delivery assisting agent, including interactions of AP 

molecules with phospholipid components of biological membranes.  

 

MATERIALS AND METHODS  

Materials 

In our experiments we used ascorbyl palmitate (AP), other names 6-O-palmitoylascorbic 

acid, ascorbic acid-6-O-palmitate, vitamin C-palmitate [1], whose chemical structure is 

presented in Scheme 1. Molecular formula of AP is C22H38O7, molecular mass 

Mr =414.5 g/mol, monoisotopic mass is 414.3 Da. 
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Scheme 1. Structural formula of ascorbyl palmitate (C22H38O7). 

 

AP was purchased from “Soap4Life” company (Ukraine). Dipalmitoylphosphatidylcholine 

and solvent methanol were provided by “Sigma-Aldrich” international company. Chemicals for 

MALDI matriсes preparation — α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA) (Mr = 189.9) and 

2',4',6'-trihydroxyacetophenone (THAP) (Mr = 168.2) - were purchased from Fluka and Sigma 

companies, respectively. 

 

Electrospray ionization mass spectrometry  

ESI mass spectra of the model systems under study were obtained in the positive and 

negative ion modes using a triple quadrupole (QqQ) Micromass Quattro Micro mass 

spectrometer (Waters, Manchester, UK) equipped with the electrospray ion source. This source 

was operated in the standard ESI mode. The ESI source temperature was set to 120oC and the 

desolvation temperature was 200oC. The spraying capillary was operated at 3.5 kV. The cone 

voltage value of 10 V was applied. The analyzed solutions were injected into the mass 

spectrometer at a constant flow rate of 20 L•min-1. The spectra were recorded in the mass 

range of 100–2000 Da. Data acquisition and processing were performed using MassLynx 4.1 

software (Waters, Manchester, UK).  

AP samples and a model binary system containing AP and DPPC (with 1:1 molar ratio) 

were prepared as 5mM stock solutions in polar solvent methanol. For spraying procedure in the 

ESI experiments the primary AP and AP:DPPC solutions to be examined were diluted to the 

final concentrations of 250 M.  

Note that methanol as the most appropriate solvent is recommended for standard ESI 

probing of biomolecules and biologically active compounds, according to a number of 

authoritative studies [24, 25, 29, 36, 37]. 

As to noncovalent intermolecular complexes of bioactive molecules, the correspondence 

of the composition of the complexes transferred to the gas phase under ESI conditions with 

those formed in liquid solutions was addressed in the targeted investigations [29, 37].  

 

LDI and MALDI mass spectrometry  

LDI/MALDI mass spectra were recorded in positive- and negative-ion extraction modes, 

using an Autoflex II mass spectrometer (Bruker Daltonics, Germany) equipped with a nitrogen 

laser (337 nm).  

The samples were ionized in the pulse mode: pulse length 3 ns, frequency 20 Hz. Spectra 

were recorded in the linear mode using a delayed extraction of 10 ns and an accelerating voltage 

of 20 keV. The resulting mass spectra were the sum of 20 individual spectra obtained as a result 

of irradiation with 25 laser pulses in each separate point on the target with the deposited sample. 

The mass spectra acquired were analyzed using the FlexAnalysis 2.2 software (Bruker 

Daltonics, Germany).  

The sample preparation was as follows. For the matrix-free LDI mode 1 µL of the AP 

solution in methanol was pipetted on the steel target and dried. In the MALDI mode, this step 

was preceded by pipetting 1 µL of the matrix solution. For matrix preparation, saturated 
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solution of either HCCA in acetonitrile-water-trifluoroacetic acid in ratio (70:30:0.1) or THAP 

in acetone was used.  

Photographic images of the samples inside the analyzing system of the mass spectrometer 

were obtained using the inbuilt video CCD camera and the FlexControl 2.2 software (Bruker 

Daltonics, Germany). 

 

RESULTS AND DISCUSSION  

Electrospray mass spectrometry probing of ascorbyl palmitate solution  

Since ESI mass spectra of AP were not properly described in the literature by now, at the 

initial stage of our experimental study the solution of AP in methanol was investigated by ESI. 

The positive ions mode of ESI experiments was applied first.  

The ESI mass spectrum of AP solution in methanol probed just after preparation is 

presented in Fig. 1. In the spectrum the characteristic molecular and cluster ions of AP in the 

protonated and cationized forms can be noted: AP•H+(m/z 415.3, relative abundance (RA) 

100%), AP•Na+ (m/z 437.3, RA 50%), 2AP•H+(m/z 829.5, RA 53%), 2AP•Na+ (m/z 851.5, RA 

23%), 3AP•H+(m/z 1243.8, RA 6%), 3AP•Na+ (m/z 1265.8, RA %10), 4AP•H+(m/z 1658.1, 

RA 3%), 4AP•Na+ (m/z 1680.1, RA 7%). Other peaks in the mass spectrum (such as peaks with 

m/z 316.3 and m/z 1067), can be considered as peaks of the AP preparation side products. The 

most abundant peaks in the spectrum are signals of protonated AP molecule (RA=100%) and 

protonated AP dimer (RA=53%). The peaks related to Na+ cationized molecule of AP and its 

cationized dimer are about two times less intensive in comparison with the corresponding 

protonated peaks (see Fig. 1). It should be noted that cationization as a way of ion formation is 

characteristic of the electrospray method of ionization [36] and sodium cations for such ions 

formation could originate from the trace sodium chloride admixture of solvent or can be 

solubilized from glassware used. Revealed high intensity of the protonation and cationization 

processes of AP molecules in the polar solvent is obviously conditioned on the peculiarities of 

AP molecule structure (see Scheme 1). In particular, the presence of proton-accepting oxygen 

atoms of carbonyl or hydroxyl groups in the molecular structure provides the centers of protons 

and sodium cations attachment to the AP molecule.  

 
 
Fig. 1. Positive ion ESI mass spectrum of freshly prepared AP solution in 

methanol. The m/z value of the first monoisotopic peak is indicated for each 

group of peaks. 
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One of the most important results, from the biophysical point of view, is recording the 

abundant AP clusters of nAP•H+ and nAP•Na+ type (n=2–4) in the ESI mass spectrum. This 

result testifies to the formation of stable noncovalent complexes of the AP molecules in the 

polar media and confirms the AP prospective in regard to formation of liposomes for different 

biomedical applications including drugs delivery. From the spectrum analysis it can be also 

seen that the RA of cationized peaks of AP trimer and tetramer are higher than RA of the 

appropriate protonated peaks. This fact can point to the higher stability of the big AP clusters 

stabilized by the sodium cation in comparison with the similar protonated clusters nAP•H+ 

(n =3, 4). 

Following the purpose of selecting the optimal experimental conditions for the AP 

intermolecular interactions study by mass spectrometry we also probed the AP solution in 

methanol after 10 minutes (and more time) keeping at room temperature. Such time delay can 

be a necessary step in the forthcoming studies of intermolecular interactions of AP with other 

drug molecules or in the technological processes of formation of AP liposomes carrying the 

drug molecules for drug delivery purposes. The ESI mass spectrum of AP solution recorded 10 

minutes after its preparation is shown in Fig. 2. As we can see in Fig. 2, for the aged solution 

we have a clearer spectrum (better signal to noise ratio) with less intensive peaks related to the 

AP preparation admixtures. The following characteristic ions of AP are recorded in the 

spectrum: AP•Na+ (m/z 437.3, RA 100%), 2AP•Na+ (m/z 851.5, RA 52%), 3AP•Na+ (m/z 

1265.8, RA %14), 4AP•Na+ (m/z 1680.1, RA 6%). It is interesting that the protonated species 

of AP are not registered after the solution time keeping, that can be explained by the ion-

molecular processes going in time, which results in more active replacement of protons by Na+ 

ions near the partially negatively charged atoms of AP molecule in the solution studied. The 

spectrum analysis also demonstrates that the AP solution keeping in time can be even useful 

for the AP clusters registering in the ESI measurements, since the RA for peaks of AP trimers 

and tetramers (Fig. 2) is even a little bit higher in comparison with that for the spectrum of 

freshly prepared AP solution (Fig. 1). The longer time keeping did not effect significantly on 

the ESI mass spectrum characteristics.  

 

 
 
Fig. 2. Positive ion ESI mass spectrum of AP in methanol, recorded after 10 

minutes of the sample keeping at room temperature. The m/z value of the 

first monoisotopic peak is indicated for each peaks group. 
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So, based on the measurements described above, we can summarize that ESI mass 

spectrometry in positive ion mode is effective for the revealing of the AP noncovalent 

complexes formation processes in polar solutions. Moreover, the solution time keeping does 

not affect the ability to register the ions of big AP clusters in the spectrum, that testifies to the 

high AP clusters’ stability during the solution aging.  

The next step of the current ESI mass spectrometry study was related to the AP solution 

probing in ESI negative ion mode. The obtained spectrum is presented in Fig. 3. The spectrum 

analysis shows that it can be characterized by the presence of abundant molecular and 

quasimolecular ions of AP, that is similar to the spectrum recorded in the positive ion mode, 

but these ions have different composition: [AP-H]- (m/z 413.3, RA 78%), AP•Cl- (m/z 449.3, 

RA 46%), [2AP-H]- (m/z 827.5, RA 100%). The spectrum in negative ion mode is more clear 

and free from the peaks of admixtures. Interestingly, the peak of AP dimer is prevailed in the 

negative ion mass spectrum, but the peaks of bigger AP clusters such as trimers and tetramers 

are not recorded. At the same time, the peak of complex of the AP molecule with Cl- anion can 

be noted in the spectrum that proves the possibility of AP complexation not just with positive 

but also with negative ions from solvate surrounding.  

 

 
Fig. 3. Negative ion ESI mass spectrum of AP in methanol. The m/z value of 

the first monoisotopic peak is indicated for each peaks group.  

 

Analysis of the ESI spectrum of AP solution in negative ion mode (Fig. 3) confirms the 

usefulness of this mode for recording the AP molecules ions and their dimers, while the ESI 

positive ion mode technique demonstrates the higher effectiveness in registering the bigger AP 

molecular clusters (such as trimers and tetramers), see Fig. 1 and Fig. 2. So, ESI positive ion 

mode can be more effective in the study of AP as an agent for liposomes formation for drug 

delivery purposes.  
 

LDI mass spectrometric study of ascorbyl palmitate  

The next stage of our systematic mass spectrometry characterization of AP and its 

intermolecular interactions was devoted to the examination of AP by LDI mass spectrometry 

method. As described in the Materials and Methods section of the paper, a drop of AP solution 

in methanol was deposited on the steel target substrate and dried on air. The photo of the 

crystallized sample on the steel substrate is presented in Fig. 4. The target was placed in the 

mass spectrometer and the sample spotted was subjected to the LDI in positive and negative 
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ion registration modes. It is noticeable that AP was producing abundant peaks in the mass 

spectra under matrix-free LDI conditions.  

 

 
 
Fig. 4. The photo of AP crystallized from methanol solution deposited 

onto the steel target for LDI studies. 

 

LDI mass spectrum of AP solution in methanol in positive ion mode is shown in Fig. 5a. 

As we can see in the figure, the mass spectrum can be characterized by good signal to noise 

ratio and the most abundant peaks in the spectrum are those of cationized AP molecule: AP•Na+ 

(m/z 437.3, RA 100%) and AP•K+ (m/z 453.3, RA 72%). In this mass spectrum along with the 

AP ion cationized by sodium cation we recorded the AP molecular ion cationized by potassium 

cation (which we did not note in the ESI mass spectra). It can be explained by the presence of 

traced amounts of potassium salts on the surface of steel metal substrate. The most significant 

result obtained is that in the contrast to situation in the ESI mass spectra (see Fig. 1 and Fig. 2) 

in the LDI mass spectrum of AP there are no peaks of cationized AP dimers (2AP•Na+, m/z 

851.5) and no peaks of other noncovalent AP complexes (3AP•Na+, m/z 1265.8; 4AP•Na+, m/z 

1680.1). Such a fact indicates that the LDI conditions of ionization are less "soft" in comparison 

with the ESI conditions. Desorption/ionization of the crystalized AP sample by laser beam 

irradiation does not provide survival of the noncovalent clusters of AP like those we can observe 

in the ESI mass spectrometry experiment.  

  
 

Fig. 5. LDI mass spectra of AP deposited from solution in methanol: a) positive ion mode; b) negative ion 

mode.  

a   b 
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The AP sample was also probed by the LDI method in the negative ion mode; the 

appropriate mass spectrum is presented in Fig. 5b.  Expectedly, in the mass spectrum we can 

find the peak of deprotonated AP molecule — [AP - H]- (m/z 413.3, RA 100%) similarly to the 

ESI mass spectrum in negative ion mode. However, in contrast to the case with ESI mass 

spectrum, we did not record any signals of AP intermolecular complexes, such as AP•Cl- or 

[2AP - H]-. 

Based on the LDI mass spectral data obtained and comparison of the results of AP probing 

by ESI and LDI mass spectrometry we can conclude that ESI conditions (in positive as well as 

in negative ion modes) are softer and more suitable for the studies on the AP noncovalent 

complexation in the solution. 

 

MALDI mass spectrometric study of ascorbyl palmitate  

Based on the classical mass spectrometry knowledge [36] that in matrix-assisted LDI mass 

spectrometry experiments (MALDI) the matrix usually provides softer conditions for the 

samples ionization [38], at the next stage of our systematic study we examined the AP by 

MALDI mass spectrometry. Firstly, we used HCCA matrix and prepared the samples as 

described in the methodical section of the paper. Photo of the crystals formed after drying of 

methanol AP solution and HCCA matrix solution deposited onto the steel target is presented in 

the insert in Fig. 6. Comparison of the photos in Fig. 4 (dried AP solution in methanol without 

matrix) and in Fig. 6 (dried AP solution in methanol + HCCA matrix) shows that the matrix 

addition to the system results in the formation of larger crystals (probably due to AP-HCCA 

co-crystallization). Moreover, the amount of the crystals increased significantly, that obviously 

related to the presence of HCCA matrix in the system.  

 
 

Fig. 6. Positive ion MALDI mass spectrum of AP with HCCA matrix. 

Insert: Photo of the dried (crystallized) mixture of AP solution in methanol and HCCA matrix 

deposited onto the steel target.  
 

In the spectrum of AP solution in HCCA matrix obtained in the positive ion mode (Fig. 6) 

the domination of the peaks of matrix can be noted. The most abundant peaks in the spectrum 
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can be attributed to the matrix: HCCA•H+ (m/z 190.2, RA 100%), HCCA•Na+ (m/z 212.2, RA 

57%), 2HCCA•Na+ (m/z 379.3, RA 76 %). At the same time, the nonabundant peak of 

cationized AP molecule AP•Na+ (m/z 437.3, RA 4%) is also recorded in the spectrum (Fig. 6). 

The peaks of any intermolecular complexes of AP are not registered.  

At the last stage of the MALDI experiment we decided to try another conventional MALDI 

matrix to probe AP solution. THAP matrix solution in acetone was chosen as less "aggressive" 

matrix in comparison to highly acidic solution of HCCA in water-acetonitrile-TFA, although 

higher laser power was necessary to be applied to generate MALDI mass spectra with 

acceptable analyte signal-to-noise ratio. Photo of dried AP sample in THAP matrix is shown in 

the insert of Fig. 7. This photo demonstrates relatively large light crystals formed (compare 

with the samples photos in Fig. 4 and insert of Fig. 6) that is related to the presence of THAP 

matrix in the sample.  

 
Fig. 7. Positive ion MALDI mass spectrum of AP with THAP matrix. 

Insert: Photo of the dried (crystallized) mixture of AP solution in methanol and THAP matrix 

deposited onto the steel target.  
 

In the MALDI mass spectrum of the studied system in the positive ion mode (Fig. 7) we 

can see the peaks of THAP matrix domination similar to the situation with the experiment using 

HCCA matrix. We can note the following peaks in the spectrum: THAP•H+ (m/z 169.15, RA 

100%), THAP•Na+ (m/z 191.15, RA 36%), THAP•K+ (m/z 207.15, RA 10%), AP•Na+ (m/z 

437.5, RA 5%), AP•K+ (m/z 453.5, RA 3%). As we can see, the abundance of the molecular 

ions of AP is also relatively low in the spectrum with THAP matrix similar to the experimental 

results with HCCA matrix (Fig. 6), no peaks of AP noncovalent complexes being recorded, as 

well.  

Taking into account the THAP matrix’s good applicability to the MALDI measurements 

in negative ion mode, we also examined the AP with THAP matrix in this mode. The spectrum 

obtained is presented in Fig. 8. It is characterized by the presence of signals of ions of the matrix 

as well as AP molecular ions: [THAP - H]- (m/z 167.15, RA 100%), [2THAP - H]- (m/z 335.15, 

RA 24%), [AP - H]- (m/z 423.15, RA 10%). In contrast to the spectrum of AP with the same 

matrix in the positive ion mode, in the current spectrum we can note the peak of the dimer 
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[2THAP - H]- (m/z 335.15), however it is a dimer of just matrix molecules, and again we did 

not record any peaks of noncovalent complexes of AP molecules.  

 

 
Fig. 8. Negative ion MALDI mass spectrum of AP with THAP matrix. 

 

 

Electrospray study of ascorbyl palmitate – dipalmitoylphoshatidylcholine system 

To check a possibility of interaction of AP with biomolecules including phospholipid 

components of biomembranes and liposomes, a binary system composed of AP and DPPC (1:1 

molar ratio) was tested by ESI technique optimized in AP solutions measurements described 

above. Mass spectrum of the system presented in Fig. 9 contains sets of peaks characteristic of 

AP, which were attributed in Fig. 1 and Fig. 2 above: nAP•H+ (n = 1, 2), nAP•Na+ (n = 1–4), 

and the peak of DPPC in the protonated form DPPC•H+ (m/z 734.6). The main object of search 

which fits the available mass range is the cluster of AP with DPPC in the protonated form: 

AP•DPPC•H+ (m/z 1148.9) (Fig. 9).  

 

 
 

Fig. 9. Positive ion ESI mass spectrum of (AP + DPPC) binary system in methanol. 
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Registering of this associate proves intermolecular interactions of AP with DPPC which is 

a component of natural biological membranes and artificial liposomes. Formation of such stable 

noncovalent complexes of AP with DPPC in the conditions of the polar solvent models similar 

possible noncovalent interactions of the AP molecules with the phospholipids of biomembranes 

and liposomes when AP is functioning as a drug delivery assisting agent. 

 

CONCLUSIONS  

The current mass spectrometry study of AP solutions demonstrated the applicability of soft 

ionization mass spectrometry method in the research of AP noncovalent complexes formation 

as well as in the AP identification in different forms including solutions and crystal phase 

samples. While the both used soft ionization techniques — ESI and MALDI — were useful in 

determination of AP presence in the samples studied, the ESI mass spectrometry examining of 

AP solutions in polar solvent confirmed the ESI technique effectiveness in the revealing of the 

AP molecules clusterization and noncovalent complexes formation in the polar surrounding. 

ESI study of model system contained AP and DPPC confirmed the formation of stable 

noncovalent complexes between AP molecules and molecules of the membrane phospholipid 

that models the intermolecular interactions of AP as an agent assisting in drug transmembrane 

delivery. Based on the current study results we can recommend the ESI mass spectrometry 

technique to be used in AP nanosomes formation examination. Moreover, the ESI mass 

spectrometry might be useful in the following studies of AP intermolecular interactions with 

the molecules of medications and biomolecules when the AP is used as an agent enhancing the 

drug molecules transmembrane transfer.  
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жиророзчинна форма вітаміну С, нещодавно привернув увагу дослідників як агент, перспективний 

для створення наносом, що здатні сприяти переміщенню через клітинну мембрану молекул 

«нерозчинних у жирах» лікарських сполук. Однак, АП та його супрамолекулярні комплекси досі не 
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Мета роботи. Мета даної роботи — охарактеризувати АП та його міжмолекулярні взаємодії за 

допомогою низки мас-спектрометричних методів: з іонізацією електрорoзпиленням (ІЕР), лазерною 

десорбцією/іонізацією (ЛДІ) та матрично-активованою лазерною десорбцією/іонізацією (MAЛДІ). 

Заплановано порівняння застосовності зазначених методик для вивчення міжмолекулярних 

взаємодій АП як агента, що сприяє доставці ліків.  

Матеріали і методи. Спектри ІЕР одержано за допомогою квадрупольного мас-спектрометра 

Micromass Quattro. Експерименти ЛДІ та МАЛДІ виконувались за допомогою мас-спектрометра 

Autoflex II. 

Результати. ІЕР експерименти в режимі позитивних іонів виявили наявність у мас-спектрах піків 

протонованих і катіонізованих молекул АП, а також кластерів АП типу nAП•H+ і nAП•Na+ (n=2÷4). 

Цей результат свідчить про утворення стабільних нековалентних комплексів молекул АП у 

полярних середовищах і підтверджує здатність АП формувати наноструктури для доставки ліків. 

Аналіз ЛДІ та МАЛДІ мас-спектрів АП, зареєстрованих у режимах позитивних та негативних іонів, 

показав, що за присутності сигналів від молекулярних іонів АП, піки димерів чи більших кластерів 

АП відсутні. Вивчення методом ІЕР модельної системи, що містила АП та 

дипальмітоїлфосфатидилхолін (ДПФХ), виявило утворення в розчині стабільного комплексу 

АП•ДПФХ•Н+, який моделює міжмолекулярні взаємодії АП з фосфоліпідними компонентами 

біомембран та/або ліпосом в умовах функціонування АП як агенту, який сприяє доставці ліків.  

Висновки. Проведене дослідження демонструє застосовність усіх протестованих методів мас-

спектрометрії для ідентифікації AП у розчинах та твердій фазі, тоді як для вивчення утворення 

міжмолекулярних нековалентних комплексів AП та взаємодій АП з біомолекулами найбільш 

ефективним методом є мас-спектрометрія з ІЕР.  
КЛЮЧОВІ СЛОВА: аскорбілпальмітат; наносоми для доставки ліків; дипальмітоїлфосфатидилхолін; 

нековалентні комплекси; мас-спектрометрія; іонізація електророзпиленням; лазерна десорбція/іонізація; 

матрично-активована лазерна десорбція/іонізація.  
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Background: Microalgae are able to produce a significant amount of biologically significant substances. 

In connection with the growing popularity of microalgae, it is important to develop effective methods for 

storing cultures and creating strain banks. This will not only meet the needs of science and biotechnology 

for viable and sustainable crops, but will also solve the problem of biodiversity conservation. 

Objectives: study the effect of salt stress and cooling regimes on the pigment composition of microalgae 

Dunaliella salina cells in order to increase their safety after freezing-thawing. 

Materials and methods: The objects of the study were the unicellular green microalgae D. salina. 

Cultivation was carried out according to the standard method on nutrient media with different amounts of 

NaCl and trace elements. Adaptation to low temperatures was carried out by exposure of samples in the 

dark at temperature 4°C for 24 hours. Freezing was performed by placing 1 ml of the cell suspension in a 

1.8 ml polypropylene cryogenic vial (Nunc, Sigma-Aldrich), cooled at a rate of 1 deg/min using a Mr. 

Frosty with following regimes: to -10С, -40С, -40С followed by immersion to liquid nitrogen or direct 

immersion to liquid nitrogen (-196С). Thawing was carried out in a water bath (37°С) with continuous 

shaking for 1–2 min. Microscopic examinations were carried out on an LSM-510 Meta laser scanning 

microscope (Carl Zeiss, Germany) upon excitation by a diode laser with a wavelength of 405 nm and 

573 nm using a Nile Red stain. 

Results: It has been established that the formation of intracellular lipid globules and the synthesis of 

carotenoids in D. salina cells contribute to an increase in the concentration and number of motile cells 

after freezing-thawing. It has been shown that during rapid cooling, adaptive mechanisms do not have 

time to turn on in cells, and complete destruction of carotene-containing lipid globules occurs. 

Conclusions: Cryopreservation of D. salina cells should be carried out at a rate of 1 deg/min to -40°C, 

followed by immersion in liquid nitrogen and a mandatory stage of precultivation at 4°C for 24 hours. 

This approach allows the cells to adapt to a decrease in temperature, which contributes to the best result 

after freezing-thawing.  
KEY WORDS: microalga; salt stress; temperature stress; Dunaliella salina; cryopreservation; 

cryoresistance. 

 

Microalgae are important for the development of modern biotechnology, as they are able 

to accumulate a significant amount of biologically important compounds. One of the 

promising strains is the unicellular halophilic green microalgae Dunaliella salina. Under 

certain conditions, it is capable of hypersynthesis of lipids, glycerol, proline, beta-carotene 
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and stress proteins [1–7]. Accumulation usually occurs under conditions of stressful growth. 

Therefore, the content of valuable metabolites in the biomass of microalgae can be increased 

by programmed variation of their growing conditions, for example, changing the composition 

of the cultivation medium, increasing salinity, or decreasing temperature [8–10]. 

The increasing popularity of microalgae for biotechnology [11, 12] increases the 

relevance of finding effective ways to preserve them for a long time. The development of 

low-temperature storage methods aims to minimize the time and cost involved, prevent 

contamination, and maintain genetic stability that is compromised by conventional serial 

transfers. 

It is known that glycerol is widely used as a cryoprotectant to increase the safety of cells 

after cryopreservation [13–15]. Therefore, it can be assumed that Dunaliella salina cells 

containing an increased amount of glycerol may be more resistant to low temperatures. 

It was also shown [16, 17] that preliminary cold hardening of plant cells can increase the 

percentage of preservation after cryopreservation due to the launch of adaptive cellular 

mechanisms.  

In a previous work, we have shown that a decrease of cultivation temperature [18], 

microelement deficiency in the growth medium, and preliminary hardening [19] of Dunaliella 

salina increase the content of lipid globules in cells. In this work, we investigated how 

temperature and salt stress together, the concentration of sodium chloride in the culture 

medium, and the choice of cooling mode affect the ability of cells to produce lipid globules 

and resistance of microalgae to low temperatures. 

Therefore, the aim of the work was to study the effect of salt stress and cooling regimes 

on the pigment composition of Dunaliella salina cells in order to increase their safety after 

freezing-thawing. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Microalga D. salina Teod. obtained from the collection of the Department of Botany and 

Plant Ecology, V. N. Karazin Kharkiv National University. 

D. salina cultures were grown without aeration until the stationary phase of growth 

(21 days). Microalgae were cultivated at 25±2°C (normothermia). The accumulation of 

biomass was carried out in culture flasks (TPP, Switzerland) with a volume of 40 ml under 

round-the-clock illumination with white fluorescent light of 52.84 µmol photons m-2s-1 

[20, 21]. D. salina was grown on different media: Ramaraj [22] 1.5 M (Rm) and 4 M (RmNaCl) 

sodium chloride, Artari (Ar) [23] without trace elements. 

Nile Red (NR) (Sigma-Aldrich) stain was used to visualize the accumulation of 

intracellular lipid globules according to the method described in [9]. 

Precultivation to low temperatures was carried out by exposure of samples in the dark at 

temperature 4°C for 24 hours. 

Freezing was performed by placing 1 ml of the cell suspension in a 1.8 ml cryogenic vial 

(Nunc, Sigma-Aldrich), cooled at a rate of 1 deg/min using a Mr. Frosty freezing container 

with following regimes: to -10С, -40С, -40С followed by immersion to liquid nitrogen or 

direct immersion to liquid nitrogen (-196С). Thawing was carried out in a water bath (37°С). 

Microscopic studies were performed using an LSM-510 Meta laser scanning microscope 

(Carl Zeiss, Germany) when excited by a diode laser with a wavelength of 405 nm and 

573 nm. 

The Aim Image Examiner computer program (Carl Zeiss Micro Imaging) was used for a 

comprehensive assessment of the safety of cells of the microalgae D. salina. 

All data were processed by Statistica 6.0 package for Windows (Tulsa, OK, USA), and 

the results were expressed as means and standard deviation. Comparisons were tested using 
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Student’s t-test with Bonferroni correction. Values of p<0.05 were considered statistically 

significant. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

Features of changes in the pigment composition of cells 

depending on the stage of culture growth 
We found that in the process of cell growth, the ratio between carotenoids and 

chlorophylls changes, towards an increase in carotenoids and a decrease in the number of 

chlorophylls, Fig. 1. Changes in the pigment composition of cells are associated with the fact 

that as the culture grows, the amount of nutrients in the growth media decreases, metabolic 

products accumulate, and therefore the cells begin to function in a new mode, which 

contributes to the formation of adaptive reactions. 

At the same time, the maximum increase in the number of lipid globules containing 

carotenoids was in the culture in the stationary phase of growth, grown under conditions of 

salt and nutrient (without trace elements) stress. This fact explains the greater resistance of 

microalgae cells to stress factors in the stationary phase of growth [24]. 

 

 
 

Fig. 1. Fluorescence intensity of D. salina cells depending on the growth stage and growth media at 

normothermia: ■ — chlorophyll, ■ — β-carotene. 

 

 

Microphotographs also prove the fact that the pigment composition changes during the 

transition of cells from the exponential to the stationary phase of growth, Fig. 2. In the 

stationary phase of growth (21 day) the morphological state of the D. salina cells changes: 

increases size and the number of specific inclusions. 

 

Effect of different freezing regimes on the change in the pigment 

composition of D. salina cells 
We have previously shown that microalgae cells are capable of synthesizing glycerol and 

accumulating carotenoids not only under conditions of salt and nutrient stress, but also under 
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the influence of low temperatures [18]. It is known that carotenoids have an antioxidant 

effect, protect the membrane from damage by free radicals, and therefore can have a 

protective effect, increasing cell survival after freezing and thawing [25, 26]. Therefore, we 

studied the effect of different freezing regimes on the change in the pigment composition of 

D. salina cells after freezing-thawing, depending on the composition of the growth media. 

 

 
 

Fig. 2. Micrographs of D. salina cells in exponential (5 days) and stationary (21 days) 

growth phases. Green color — chlorophyll autofluorescence, red — Nile Red stain 

fluorescence. 
 

It was found that 24-hour incubation of cells at 4С leads to a significant increase in the 

intensity of NR fluorescence in cells, regardless of the growth media, Fig. 3 (2). At the same 

time, the intensity of chlorophyll autofluorescence did not change compared to the control 

when cultivated on the Rm and significantly decreased when cultivated on the Ar and RmNaCl, 

Fig. 3 (1). This may indicate that cells initially grown under stress conditions adapt more 

quickly to a decrease in temperature, while the change in the ratio between carotenoids and 

chlorophylls occurs more slowly in a culture grown under optimal conditions. 

Slow freezing of cells to –40С followed by immersion of samples in liquid nitrogen after 

thawing led to a decrease in the intensity of chlorophyll autofluorescence by 40% in a sample 

with Rm media, Fig. 3 (1). In the culture on the Ar, the decrease in autofluorescence was at 

the level of about 20%; no significant changes were recorded on the RmNaCl. At the same 

time, a significant increase in NR fluorescence by 10% compared with the control was 

recorded only in cells on the RmNaCl, Fig. 3 (2). The absence of obvious changes in the 

pigment composition during slow controlled freezing to -40С followed by immersion in 
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liquid nitrogen indicates that the cells do not have time to undergo structural changes that 

would allow them to adapt to temperature stress. 

 
 

 
 

 
Fig. 3. Fluorescence intensity of chlorophyll (1) and Nile Red stain (2) in D. salina cells, depending 

on the cooling regimes and growth medium: ■ — control, ■ — precultivation at 4°C for 24 hours, 

■ — freezing 1 deg/min, ■ — freezing by immersion in liquid nitrogen. 

 

Rapid freezing by immersing samples in liquid nitrogen after thawing did not lead to a 

significant decrease in chlorophyll autofluorescence in cells, a significant decrease by 20% 

was only when microalgae were cultivated on Rm, Fig. 3 (1). Regarding NR fluorescence, 
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rapid cooling resulted in complete degradation of carotene-containing lipid globules in all 

samples examined, Fig. 3 (2). 

 

Concentration of D. salina cells and their motility after freezing-thawing 
It was found that the survival of microalgae depends on the final cooling temperature and 

the composition of the growth media. It was shown that cooling to -10С at a rate of 

1 deg/min did not reduce the concentration of cells after heating in comparison with the 

control. Cooling to -40С at a rate of 1 deg/min led to a significant decrease in cell 

concentration, and the cells grown on the RmNaCl turned out to be more resistant, Fig. 4 (1). 

 

 

 
Fig. 4. Concentration (1) and motility (2) of D. salina cells after freezing/thawing depending on the 

cooling regimes: ■ — control; ■ — -10°C; ■ — -40°C; ■ — -40°C followed by immersion in 

liquid nitrogen. 
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Slow freezing to -40°C followed by immersion in liquid nitrogen showed that cells grown 

on a media with the optimal composition for growth (Rm) are the least resistant to 

cryopreservation. The concentration in cultures on the Ar and RmNaCl after heating decreased 

by 50% compared to the control, while in the Rm the cell concentration approached zero, 

Fig. 4 (1). It can be assumed that there is a direct correlation between the number of carotene-

containing lipid globules in microalgae cells and their resistance to low temperatures. 

The study of cell motility showed that freezing to -10°C does not reduce this indicator in 

comparison with the control in all studied samples. Upon cooling to -40°C, motility decreased 

by an average of 75% compared with the control; after freezing to -40°C followed by 

immersion in liquid nitrogen, no motile cells were found, Fig. 4 (2). It is likely that when 

cooled to temperatures below -40°C, the functional activity of contractile proteins decreases, 

which makes D. salina cells immobile. 

 

CONCLUSION 

It was shown that the pigment composition of D. salina cells changes in the stationary 

growth phase: the number of lipid globules containing carotenoids increases. It has been 

established that the accumulation of carotene in microalgae is induced by an increase in the 

concentration of sodium chloride in the growth media up to 4 M. 

It has been established that the formation of intracellular lipid globules and the synthesis 

of carotenoids in D. salina cells contribute to an increase in the concentration and number of 

motile cells after freezing-thawing. 

It has been shown that during rapid cooling, adaptive mechanisms do not have time to 

turn on in cells, and complete destruction of carotene-containing lipid globules occurs. 

Therefore, cryopreservation of D. salina cells should be carried out at a rate of 1 deg/min 

to -40°C, followed by immersion in liquid nitrogen and a mandatory stage of precultivation at 

4°C for 24 hours. 

This approach allows the cells to adapt to a decrease in temperature, as well as to get the 

best result after freezing-thawing. 
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Актуальність. Мікроводорості здатні виробляти значну кількість біологічно значущих речовин. 

У зв'язку зі зростанням популярності мікроводоростей актуальна розробка ефективних методів 

зберігання культур та створення банків штамів. Це не тільки задовольнить потреби науки та 

біотехнології у життєздатних і стійких культурах, але й вирішить проблему збереження 

біорізноманіття. 

Мета роботи. дослідити вплив сольового стресу та режимів охолодження на пігментний склад 

клітин мікроводорості Dunaliella salina з метою підвищення їх збереження після заморожування-

відігрівання. 

Матеріали і методи. Об’єктами дослідження були одноклітинні зелені мікроводорості D. salina. 

Культивування проводили за стандартною методикою на поживних середовищах з різною 

кількістю NaCl та мікроелементів. Адаптацію до низьких температур здійснювали витримкою 

зразків при температурі 4°С протягом 24 годин без освітлення. Заморожування проводили шляхом 

додавання 1 мл суспензії клітин у поліпропіленову кріогенну пробірку об’ємом 1,8 мл (Nunc, 

Sigma-Aldrich), охолоджували зі швидкістю 1 град/хв за допомогою Mr. Frosty з використання 

наступних режимів: до -10С, -40С, -40С з наступним зануренням у рідкий азот або прямим 

зануренням у рідкий азот (-196С). Відігрівання здійснювали на водяній бані (37°С) при 

безперервному струшуванні протягом 1–2 хв. Мікроскопічні дослідження проводили на лазерному 

скануючому мікроскопі LSM-510 Meta (Carl Zeiss, Німеччина) при збудженні діодним лазером з 

довжиною хвилі 405 нм і 573 нм з використанням барвника Nile Red. 

Результати. Встановлено, що утворення внутрішньоклітинних ліпідних глобул і синтез 

каротиноїдів у клітинах D. salina сприяють збільшенню концентрації та кількості рухомих клітин 

після заморожування-відтавання. Показано, що при швидкому охолодженні в клітинах не 

встигають включатися пристосувальні механізми і відбувається повне руйнування 

каротиновмісних ліпідних глобул. 

Висновки. Кріоконсервацію клітин D. salina слід здійснювати зі швидкістю 1 град/хв до -40°С з 

подальшим зануренням у рідкий азот та обов’язковим етапом прекультивації при 4°С протягом 24 

годин. Такий підхід дозволяє клітинам адаптуватися до зниження температури, що сприяє 

найкращому результату після заморожування-відігрівання. 

КЛЮЧОВІ СЛОВА: мікроводорості; сольовий стрес; температурний стрес; Dunaliella salina; 

кріоконсервування; кріорезистентність. 
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Актуальність: Антимікробні пептиди мають перспективи у боротьбі з резистентністю збудників 

інфекційних захворювань до наявних антибіотиків. Неспецифічний механізм цитостатичної дії 

антимікробних пептидів, зокрема граміцидину S, щодо бактерій виявляється ефективним і для 

ушкодження клітин новотворів. 

Мета роботи полягає у з’ясуванні можливого протипухлинного ефекту антимікробного пептиду 

граміцидину S. 

Матеріали та методи. Методами конфокальної лазерної та світлової мікроскопії вивчено морфо-

функціональні особливості клітин сполучної тканини — фібробластів лінії L929 — під впливом 

граміцидину S в діапазоні концентрацій 0,5–50 мкг/мл.  

Результати: Встановлено літичний вплив граміцидину S в концентрації 50 мкг/мл на клітини 

культури L929, у концентраціях 0,5 мкг/мл і 5,0 мкг/мл антибіотик підвищує синтетичну 

активність клітин та стимулює проліферацію фібробластів в моношарі. Анізоморфія клітин є 

більш вираженою в присутності 5,0 мкг/мл граміцидину S, доданого у поживне середовище під 

час формування моношару, при цьому третина клітин у зразку формує популяцію, що 

морфологічно відрізняється від інших клітин у культурі. Додавання 0,5 та 5,0 мкг/мл граміцидину 

S до неприкріплених фібробластів достовірно пригнічує формування моношару. Під впливом 

5,0 мкг/мл граміцидину S швидкість формування моношару є низькою, навіть незважаючи на 

значний вміст клітин з високим показником ядерно-цитоплазматичного відношення. Кінетика 

заповнення дефекту клітинного моношару свідчить, що граміцидин S у концентраціях 0,5 та 

5,0 мкг/мл здатен керувати міграторно-проліферативними властивостями клітин лінії L929. 

Висновки: Вплив граміцидину S на морфометричні параметри клітин залежить від концентрації 

пептиду та вихідного стану культури. Граміцидин S пригнічує адгезивні властивості фібробластів 

у моношаровій культурі клітин та швидкість формування моношару клітинами лінії L929. 

Найбільш чутливими до нелітичних концентрацій граміцидину S є клітини на стадії прикріплення 

та формування моношару. Пригнічення адгезивних властивостей клітин сполучної тканини 

граміцидином S є новим «неканонічним» ефектом відомого антимікробного препарату, який може 

свідчити про можливість застосування граміцидину S у якості антинеоплатичного засобу. 
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Антимікробні пептиди завдяки амфіфільності та наявності позитивного заряду 

молекул ефективно адсорбуються у поверхневому шарі та на плазматичній мембрані 

бактерій та клітин, обумовлюючи цитотоксичний ефект. Мішенню даних пептидів є 

переважно клітинні мембрани, резистентність до них розвивається рідко, проте 

недоліком є низька специфічність. Вивчення впливу протимікробних пептидів на 

клітини різних типів дозволяє розширити сферу їх застосування та з’ясувати нові 

терапевтичні можливості. Граміцидин S (GS) — циклічний катіонний антимікробний 

пептид з широким спектром антибактеріальної дії щодо грампозитивних бактерій, 

грибів та найпростіших [1]. Однак широке використання GS у клінічній практиці 

обмежено місцевим застосуванням антибіотика через його літичну дію на еритроцити 

[2, 3] та тромбоцити [4] людини. Спостережуване зростання резистентності мікрофлори 

до сучасних антибіотиків знов привернуло увагу до антимікробного пептиду GS 

завдяки відсутності в природі стійких до нього мікроорганізмів [5–7]. Було створено 

ряд його синтетичних аналогів, які зберігають високу антимікробну активність та 

мають більш низьку гемолітичну дію [8, 9]. Зміна електростатичних властивостей 

мембрани при зв’язуванні з антимікробним пептидом граміцидином S має впливати на 

спроможність клітин до адгезії, розпластування і проліферації. Дія GS як антибіотика 

полягає в порушенні структури та функції цитоплазматичної мембрани. У модельних 

мембранах GS краще зв’язується із негативно зарядженими ліпідами, ніж з 

цвіттеріонними або незарядженими фофсфо- і гліколіпідами, взаємодія GS з якими 

зменшується у присутності холестеролу. Вбудовування в бішар супроводжується 

витонченням мембрани, GS переважно локалізується в бішарі поблизу залишків 

гліцерину, взаємодіючи з полярними головними групами та верхніми областями 

вуглеводневих ланцюгів ліпідів. GS розупорядковує рідкокристалічні бішари, підвищує 

неспецифічну проникність модельних і біологічних мембран [1, 16, 24, 32], при цьому 

пептид не утворює дискретних каналів у структурі фосфоліпідного бішару, а індукує 

перехідні дефекти різного розміру, які змінюють бар’єрні властивості мембрани. 

Нещодавно встановлено, що деякі антибіотики з групи граміцидинів, у тому числі 

GS, здатні до пригнічення проліферації ліній канцерогенних клітин [10–12], що 

відкрило нові перспективи застосування GS в клінічній практиці. Припускають, що 

протиракова дія граміцидинів, так само як і їх антибактеріальний ефект, пов’язана з 

порушенням проникності мембрани клітин, а зрештою і з порушенням клітинного та 

іонного гомеостазу [13–17]. Але механізми обох ефектів та молекулярні деталі 

взаємодій залишаються не з’ясованими. У нашому дослідженні ми вивчили певні 

аспекти взаємодії GS з культурами клітин. У якості моделі обрано не канцерогенні 

клітини фібробластів лінії L929 — потенційно здатної трансформуватися у 

пухлиноподібні утворення. На додачу до цього фібробласти лінії L929 є клітинами 

сполучної тканини, яка може зазнавати впливу антибіотика граміцидину S за умов його 

рекомендованого місцевого застосування. L929 — це перещеплювана клітинна лінія 

фібробластів миші, які зазвичай використовуються для досліджень цитотоксичності in 

vitro завдяки відтворюваним біологічним реакціям і швидкості росту, відповідно до 

міжнародного стандарту ISO 10993-5. 

Метою нашої роботи було з’ясувати перспективу застосування граміцидину S як 

протипухлинного терапевтичного агента, вивчивши його антиадгезивну, 

антиміграторну активність та здатність впливати на морфологічні та проліферативні 

властивості фібробластів лінії L929 в культурі клітин. 

 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 
Дослідження проведено на перещеплюваній лінії клітин фібробластів L929, яку 
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отримували після 4 пасажів з культури, що зберігалася у парах рідкого азоту при 

температурі -196оС. Культивування здійснювали при 37оС в атмосфері з 5% СО2 в 

живильному середовищі DMEM/F12 (“Biowest”, Франція) з додаванням 10% фетальної 

телячої сироватки та антибіотиків: бензилпеніциліну (200 Од/мл (“Arterium”, Україна) 

стрептоміцину (40 мкг/мл “Arterium”, Україна) та амфотерицину (5 мкг/мл “Arterium”, 

Україна). 

Для отримання моношарової культури суспензію клітин з концентрацією 

1,7×105 кл/мл висівали в пластикові флакони для культивування (“SPL Life Sciences”, 

Південна Корея). На 7 добу моношарову культуру обробляли 1:1 сумішшю 0,5% 

трипсину (“Sigmа”, США) та розчину Версену (“PAA”, США) впродовж 5 хвилин, 

відмивали від ферментного розчину середовищем DMEM/F12, та висівали в лунки 

планшетів (24-лунковий планшет “SPL Lifesciences”, Південна Корея) в концентрації 

1,7×104 кл/мл. Життєздатність висівної суспензії клітин, яку оцінювали методом 

суправітального фарбування трипановим синім, складала 92,33±5,3%. 

GS (“Renewal”), розчинений у диметилсульфоксиді (ДМСО) вносили в лунки 

планшетів у фінальній концентрації 0,5, 5 та 50 мкг/мл. Середовище культивування 

контрольних груп клітин містило відповідну кількість живильного середовища (групи 

контролю – К), або 1% розчин ДМСО (група ДМСО – Д). 

Дослідження проводили на стадії прикріплення та формування моношару 

(варіант 1) або на сформованому моношарі клітин (варіант 2, варіант 3). 

У варіанті 1 суспензію клітини L929 з концентрацією 1,7×104 кл/мл висівали в 

середовище, які містило відповідно 0,5, 5 і 50 мкг/мл GS, 1% розчин ДМСО, або 

виключно живильне середовище (контроль К1). На третю добу культивування 

проводили морфометричні дослідження, оцінювали швидкість формування моношару. 

Згідно варіанту 2 суспензію клітини L929 з концентрацією 1,7×104 кл/мл висівали в 

лунки планшетів, культивували три доби, після заміни середовища культивування 

додавали 0,5, 5 або 50 мкг/мл GS, або 1% розчин ДМСО та продовжували 

культивування ще 3 доби. Клітини контрольної група (контроль К2) культивували весь 

час у живильному середовищі без добавок. 

Для варіанту 3 суспензію клітини L929 з концентрацією 1,7×104 кл/мл висівали в 

лунки планшетів, культивували три доби. Після чого інкубували моношар з 0,5, 5 або 

50 мкг/мл GS, або 1% розчином ДМСО годину в стандартних умовах культивування, 

відмивали GS та ДМСО і продовжували культивування ще три доби. Клітини 

контрольної група (контроль К3) культивували впродовж всього експерименту в 

живильному середовищі без добавок. 

 

Морфометричні дослідження 

Морфологію клітин оцінювали в незабарвлених культурах та в препаратах, 

пофарбованих гематоксиліном-еозином за допомогою конфокального лазерного 

мікроскопа Carl Zeiss LSM 510 META (Німеччина) і світлооптичного мікроскопа 

AmScope IN300T-FL (США) з цифровою камерою. Ядерно-цитоплазматичне 

відношення (ЯЦВ) визначали за допомогою програми AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss, 

Німеччина) і розраховували за формулою: 

 

Sц

Sя
ЯЦВ  , 

 

де ЯЦВ — ядерно-цитоплазматичне відношення, Sя — площа ядра, Sц — площа 

цитоплазми. 
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Фарбування гематоксиліном-еозином 

На відповідну добу культивування згідно плану експерименту (варіант 1, варіант 2, 

варіант 3) фібробласти фіксували 4% параформальдегідом протягом 30 хвилин, 

відмивали фосфатно-сольовим буфером (PBS, рН=7,4) і витримували послідовно по 

1 хвилині в розчинах спирту зростаючих концентрацій (70%, 80%, 96%) та спадаючих 

концентрацій (96%, 80%, 70%). Після видалення спирту моношар клітин фарбували в 

гематоксиліні 5 хвилин, відмивали проточною водою і забарвлювали розчином еозину 

1 хвилину, відмивали клітини дистильованою водою, покривали смужкою гліцерину та 

зберігали для подальших досліджень. 

 

Визначення конфлюентності моношару 

Конфлюетність моношару клітин, забарвлених гематоксиліном-еозином, оцінювали 

за допомогою сканування дна планшета на сканері Epson Perfection V10 (Японія). 

Підрахунки відносної площі моношару клітин проводили за допомогою програми 

AxioVision Rel 4.8, виражали у відсотках і розраховували за формулою 

 

%100



Sл
S MS

, 

 

де ∑Sм — сума площ ділянки із зафарбованими клітинами у межах лунки, Sл — площа 

лунки. 

 

Оцінка міграційної активності клітин в 2D культурі при пошкодженні 

моношару (тест загоєння «подряпини») 

Для оцінки міграційної і проліферативної активності моношарової культури 

використовували модель ушкодження моношару у вигляді подряпини (scratch assay) 

[18]. Подряпину на моношарі робили пластиковим наконечником для піпет-дозатору 

об’ємом 200 мкл та діаметром 0,8 мм. Для оцінки площі загоєння робили серію 

фотознімків безпосередньо після нанесення подряпини та через 24, 48 та 72 години за 

допомогою світлооптичного мікроскопу AmScope IN300T-FL з цифровою камерою із 

використанням програмного забезпечення ImageJ. Площу «загоєння» подряпини 

виражали у відсотках і розраховували за формулою 

 

s

tS

S

SS
S

)(100 
 , 

де Ss — площа подряпини безпосередньо після нанесення дефекту; St — площа 

подряпини через певний час після нанесення дефекту. 

Аплікацію GS проводили на сформований моношар 3 добової клітинної культури з 

нанесеною подряпиною в двох варіантах. У варіанті 2 термін культивування з GS в 

відповідних концентраціях та з димексидом складав 3 доби. У варіанті 3 після 1 години 

інкубації з GS або димексидом, їх видаляли шляхом 2-кратного змінення середовища, 

та додавали свіже поживне середовище для подальшого культивування впродовж 3діб. 

 

Статистичний аналіз 
Дані представлені у вигляді медіани з першим і третім квартилем. Визначення 

значущості відмінностей отриманих даних в порівнюваних вибірках проведено за 

критеріями Манна-Уїтні (U). Відмінності вважали статистично значущими при р <0,05. 
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

Відомо, що мембранотропні властивості GS полягають зокрема в зміні щільності 

пакування ліпідів бішару мембрани в залежності від концентрації GS – від потоншення 

до повного порушення цілісності ліпідного бішару [16], і це може обумовлювати 

формування літичних пор в мембранах та гемолітичний ефект GS [4]. В 

субмікромолярних концентраціях (3–11 мкМ) GS здатен змінювати клітинний 

трансмембранний потенціал, що впливає на ріст і життєздатність ліній клітин [10, 19, 

20]. 

Нами було зроблено припущення, що в нелітичних концентраціях GS може також 

впливати на здатність клітин до прикріплення, проліферації та міграції. На першому 

етапі роботи, ми вивчили дію GS на клітини лінії L929 у таких варіантах: на стадії 

прикріплення та формування моношару (варіант 1) або на сформований моношар 

(варіант 2). 

 
Рис. 1. Морфологія клітин лінії L929 (варіант 1) на 3-тю добу формування моношару в 

присутності відповідних концентрації GS: а — контроль К1; б — GS 0,5 мкг/мл; в — 

GS 5 мкг/мл; г — GS 50мкг/мл. Мікрофото. 

 

Fig. 1. Microscopy micrographs showing morphology of L929 cells (scenario 1) on the 3rd day of 

monolayer formation in the presence of corresponding concentrations of gramicidin S: a — control 

K1; б — in the presence of 0.5 μg/ml gramicidin S; в — in the presence of 5.0 μg/ml gramicidin 

S; г — in the presence of 50 μg/ml gramicidin S. 

 

У варіанті 1 візуальний контроль через три доби показав, що у лунках з контролем 

(К1, Рис. 1а) та експериментальними концентраціями GS 0,5, 5 мкг/мл (Рис. 1б та 

Рис. 1в відповідно) спостерігається моношар полігональних клітин з добре помітними 

ядрами. Більшість клітин мали по 2–3 ядерця, що свідчить про високу синтетичну 

активність клітин. Зразки, що культивували в присутності 0,5 та 5 мкг/мл GS, містили 

клітини різні за розміром: маленькі та великі. Причому анізоморфія клітин була більш 

вираженою в присутності 5 мкг/мл GS (Рис. 1б та Рис. 1в відповідно). При додаванні до 
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поживного середовища GS в концентрації 50 мкг/мл моношар фібробластів не 

розвивався: в лунках на третю добу спостерігався лише клітинний дебріс та поодинокі 

нерозпластані клітини (Рис. 1г). Клітини, що культивували з 1% розчином ДМСО, за 

морфологічними ознаками не відрізнялись від відповідного контролю (К1) (дані не 

представлено). 

У варіанті 2 GS у відповідних концентраціях 0,5, 5 і 50 мкг/мл додавали до 

моношару клітин лінії L929 і культивували впродовж трьох діб. Ми встановили, що 

культивування в присутності 50 мкг/мл GS призводило до повного руйнування 

моношару (Рис. 2г). Тоді як GS в концентрації 0,5 та 5 мкг/мл (Рис. 2б) візуально не 

впливав на конфлюентність моношару культури клітин (Рис. 2б, 2в), але змінював 

морфологічні ознаки клітин. В присутності 0,5 мкг/мл GS культивовані клітини були 

значно більше за розміром та мали велике світле ядро з 1–2 ядерцями (Рис. 2б). При 

культивуванні з 5 мкг/мл GS культура клітин містила полігональні клітини різні за 

розміром з більш темним, щільним ядром з 1–3 ядерцями, та світлою цитоплазмою 

(Рис. 2в). 

 
Рис. 2. Морфологія клітин лінії L929 (варіант 2) через 3 доби після додавання до моношара 

клітин GS в концентрації: а — контроль К1; б — GS 0,5 мкг/мл; в — GS 5 мкг/мл; г — 

GS 50 мкг/мл. Мікрофото ×400. 

 

Fig. 2. Microscopy micrographs showing morphology of L929 cells (scenario 2) 3 days after the 

addition of different concentrations of gramicidin S to the monolayer of cells: a — control K1; б —

 0.5 μg/ml gramicidin S; в — 5.0 μg/ml gramicidin S; г — 50 μg/ml gramicidin S. Magnification 

×400. 

 

Для подальшої оцінки впливу GS на морфологічні характеристики клітин L929 

після забарвлення гематоксиліном та еозином визначали площу клітин (загальна 

площа), площу ядра та ядерно-цитоплазматичне відношення (ЯЦВ) (Таблиця 1). В 

присутності GS в максимальній концентрації 50 мкг/мл ці показники не визначали, 
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тому що нечисленні клітини лінії L929, що збереглися при застосуванні такої 

концентрації пептиду, були не розпластані та мали пікнотичне ядро.  

 
Таблиця 1. Морфометричні показники (площа ядра, площа клітини та ядерно-цитоплазматичне 

відношення (ЯЦВ)) клітин лінії L929, які були культивовані з різними концентраціями GS згідно 

експериментальним умовам варіант1, варіант 2.  

 

Table 1. Morphometric indicators (nucleus area, cell area, nucleus-to-cytoplasm ratio) of L 929 cells 

cultured with different concentrations of gramicidin S according to the experimental conditions of 

scenario 1 and scenario 2. 

Умови експерименту 

Контроль 

К1 для варіанту 1; 

К2 для варіанту 2 

ДМСО 

Концентрація GS 

0,5 мкг/мл 5 мкг/мл 

В
ар

іа
н

т 
1
 

Площа клітини 

(Загальна площа), 

мкм2 

72,33  

(58,55–92,80) 

85,28  

(75,71–

116,11) 

83,94 

(71,57–107,53) 
145,77* 

(101,27–

178,83) 

Площа ядра, мкм2 26,19 

(22,43–32,67) 

28,99 

(21,58–36,88) 

24,92 

(21,69–29,15) 
49,23* 

27,72–66,89) 

ЯЦВ 0,35 

(0,297–0,47) 

0,33 

(0,25–0,37) 
0,29* 

(0,24-0,36) 

0,36 

(0,26–0,41) 

В
ар

іа
н

т 
2
 

Площа клітини, 

(Загальна площа), 

мкм2 

73,67 

(69,69–90,69) 

79,06 

65,38–109,55) 

84,23 

(67,76–106,73) 

77,49 

(65,14–91,21) 

Площа ядра мкм2 24,88 (21,69–29,63) 23,90  

(20,19–26,89) 

25,80 

(22,20–33,05) 

27,79 

(23,02 – 32,41) 

ЯЦВ 0,32 (0,29–0,38) 0,29 

(0,25–0,36) 

0,335 

(0,25–0,39) 
0,37* 

(0,31–0,43) 

Примітка: * — відмінності достовірні відносно інтактного контролю К1 та К2 відповідно, р < 0,05; дані 

наведено як: медіана (квартиль 1 – квартиль 3) 

 

Note: * — differences are significant compared to intact control K1 and K2, respectively; p < 0.05; data are 

presented as: median (quartile 1 – quartile 3) 

 

З Таблиці 1 видно, що ДМСО, який був використаний як розчинник GS, значуще не 

впливав на морфометричні показники культури клітин лінії L929 як на стадії 

прикріплення та формування моношару (варіант 1), так і на сформований моношар 

(варіант 2). Проте вплив GS на морфометричні параметри клітин залежав від його 

концентрації та вихідного стану культури.  

При додаванні 0,5 мкг/мл GS на етапі формування моношару (варіант 1) площа 

клітин дещо збільшувалась на тлі зменшення площі ядра, що призвело до достовірного 

зниження ЯЦВ клітин. 

Додавання 5 мкг/мл GS на етапі формування моношару (варіант 1) призводило до 

значущого збільшення площі ядра та клітин в цілому, причому ЯЦВ не відрізнялося від 

відповідного контролю. 

Аплікація 0,5 мкг/мл GS до сформованого моношару клітин (варіант 2) достовірно 

не змінювала морфометричні показники клітин. Проте в присутності 5 мкг/мл GS 

відмічено тенденцію до зростання площі ядра та загальної площі клітини, що 

призводило до достовірного зростання ЯЦВ. 

Таким чином, статистично значущий ефект GS на морфометричні показники 

фібробластів (площу ядра та клітин) було встановлено лише при дії пептиду в 

концентрації 5 мкг/мл на неприкріплені клітини (варіант 1). 

В зв’язку з цим ми дослідили розподіл клітин за загальною площею та площею 

ядра після обробки GS за схемами варіанту 1 та варіанту 2. 
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Рис. 3. Розподіл за загальною площею та площею ядра клітин фібробластів L929, що були оброблені GS 

згідно умовам експерименту: а — варіант 1; б — варіант 2. 

Колом виділено популяцію клітин, характерну для усіх досліджених зразків культур — т.зв. популяція 1, 

та прямокутником — популяцію 2. 

 

Fig. 3. Distribution of L929 fibroblast cells by total area and nucleus area. Cells were treated with gramicidin S 

according to experimental conditions: a — scenario 1; б — scenario 2. 

Oval encircles the population of cells presented in all samples studied — the so-called population 1; rectangle 

encompass cells of population 2. 

 

З Рис. 3 видно, що контрольні клітини та зразки, які культивували з 0,5 мкг/мл та 

5 мкг/мл GS (варіант 2, Рис. 3б) та з GS 0,5 мкг/мл (варіант 1, Рис. 3а) розподіляються у 

межах однієї досить щільної популяції клітин (популяція 1, Рис. 3).  

Проте 5 мкг/мл GS, доданий у поживне середовище під час формування моношару 

(варіант 1, Рис. 3а), індукує в культурі клітин формування двох популяцій клітин: 

популяції 1, яка характерна для усіх досліджених зразків, та популяції 2, яка включає 

34,7±0,3% клітин, що морфологічно відрізняються від клітин популяції 1 завдяки 

великому ядру та збільшеній площі клітини. Це співпадає з нашими візуальними 

спостереженнями анізоморфії культури клітин, що формувалася в присутності 5 мкг/мл 

GS. 
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Таблиця 2. Морфометричні показники (площа ядра, площа клітини та ядерно-цитоплазматичне 

відношення (ЯЦВ)) різних популяціях клітин лінії L929, що культивували з 5 мкг/мл GS згідно 

експериментальним умовам варіант 1.  

 

Table 2. Morphometric indicators (nucleus area, cell area, nucleus-to-cytoplasm ratio) of different 

populations of L 929 cells cultured with 5.0 μg/ml of gramicidin S according to the experimental 

conditions of scenario 1. 

 Площа клітини (загальна 

площа), мкм2 

Площа ядра, мкм2 ЯЦВ 

Популяція 1 109,05* (89,55–146,67) 28,68  (22,73–49,23) 0,28* (0,24–0,38) 

Популяція 2 179,34* (151,38–225,20) 68,00*  (65,00–77,00) 0,41* (0,38–0,43) 

 

Примітка: * — відмінності достовірні відносно відповідного інтактного контролю К1, р<0,05. Дані 

наведено як: медіана (квартиль 1 – квартиль 3). 

 

Note: * — differences are significant compared to intact control K1; p<0.05; data are presented as: 

median (quartile 1 – quartile 3) 

 

Подальший порівняльний аналіз клітин у складі обох популяцій (Таблиця 2) 

показав, що популяція 1 та популяція 2 відрізняються за морфометричними 

параметрами: популяція 1 має знижений показник ЯЦВ, аналогічно зразкам, 

культивованим з 0,5 мкг/мл GS (варіант 1, Таблиця 1). Проте клітини популяції 2 мають 

достовірно високий показник ЯЦВ на тлі збільшення розміру клітин та зростання площі 

ядра у більш ніж 2,5 рази. 

Як відомо, ЯЦВ є непрямим показником проліферації та функціональної активності 

клітин: зниження ЯЦВ може свідчити про пригнічення відповідних функцій, а 

зростання ЯЦВ — про підвищення функціональної активності клітин, або бути ознакою 

проліферації [22]. Згідно нашим даним (Таблиця 1), ЯЦВ інтактного контролю 

дорівнює 0,349 для К1 та 0,32 для К2. Відмінності між ЯЦВ контрольних культур є 

статистично незначущими. Найнижчий показник ЯЦВ є притаманним культурі клітин з 

0,5 мкг/мл GS в поживному середовищі (варіант 1, Таблиця1) та клітинній популяції 1, 

що була культивована з 5 мкг/мл GS (варіант 1, Таблиця 2). Найвищі значення ЯЦВ 

встановлено для культури з 5 мкг/мл GS в поживному середовищі (варіант 2) та 

популяції 2 культури з 5 мкг/мл GS в поживному середовищі (варіант 1). Високе ЯЦВ 

характерне для мало диференційованих клітин, які швидко діляться, та їх попередників. 

Великі зрілі клітини зазвичай мають низьке ядерно-цитоплазматичне відношення. 

Ймовірно зменшення ЯЦВ при невеликих концентраціях GS є наслідком 

стимулюючого впливу антибіотика на клітинну проліферацію. Відомо, що фактори, які 

змінюють проникність плазматичної мембрани, впливають на регуляцію об’єму клітин 

під час ділення, послідовність клітинного циклу та допомагають підтримувати баланс 

між проліферацією, апоптозом, перехресними перешкодами з іншими білками 

клітинної мембрани або факторами транскрипції, які, в свою чергу, модулюють 

прогресію клітинного циклу або регулюють шляхи біосинтезу структурних 

компонентів клітини. 

Показник конфлюентності моношару також є показником клітинної проліферації. В 

зв’язку з цим ми дослідили вплив GS на формування конфлюентного моношару 

(варіант 1) та його збереженість (варіант 2).  

З Таблиці 3 видно, що площі моношарів контрольних зразків К1 та К2 достовірно 

не відрізняються. Враховуючи, що тривалість культивування контролів К1 та К2 

складає 3 та 6 діб відповідно, можна припустити, що активне формування моношару 

відбувається в перші три доби культивування. Ймовірно, що подовження 
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культивування збільшує щільність клітинних культур, що призводить до контактного 

інгібування проліферації [22]. Таке «контактне» пригнічення могло проявлятися також 

у зменшенні ЯЦВ відповідного інтактного контролю (К2, варіант2). Димексид, доданий 

у поживне середовище, достовірно не впливає на формування моношару. Додавання GS 

в обох нелітичних концентраціях 0,5 та 5 мкг/мл до неприкріплених фібробластів 

достовірно пригнічує формування моношару (варіант 1). Аплікація GS у таких 

концентраціях до прикріплених клітин (варіант 2) призводить до незначного 

збільшення площі моношару для зразків з 5 мкг/мл GS (варіант 2), що корелює з 

підвищенням значення ЯЦВ. 

 
Таблиця 3. Відносна площа моношару на різних термінах культивування клітин лінії L929 у 

присутності GS згідно схем експерименту варіант 1 та варіант 2.  

 

Table 3. The relative area of the monolayer at different times of cultivation of L929 cells in the presence 

of gramicidin S according to the scenario 1 and scenario 2 experimental schemes. 

Умови 

експерименту 

Контроль (К) Димексид (Д) Концентрація GS 

0,5 мкг/мл 5 мкг/мл 

Варіант 1  79,24 

(77,31– 81,17) 

75,87 

(67,00–74,74) 
73,15* 

(72,37– 5,120) 

70,99* 

(66,93–71,71) 

Варіант 2 83,28 

(83,27–87,63) 

85,44 

(82,10–90,72) 

86,24 

(82,10–90,73) 

91,90 

(87,24–97,14) 

Примітка: * — відмінності достовірні відносно відповідного інтактного контролю, р<0,05. Дані 

представлено як: медіана (квартиль 1 – квартиль 3). 

 

Note: * — differences are significant compared to corresponding intact control; p < 0.05. Data given as: 

median (quartile 1 – quartile 3) 

 

Такім чином, найбільш чутливими до нелітичних концентрації GS виявилися 

клітини на стадії прикріплення та формування моношару. Пригнічення швидкості 

формування моношару у варіанті 1 співпадало зі зниженням ЯЦВ культур клітин в 

присутності 0,5 мкг/мл GS. Під впливом 5 мкг/мл GS активність формування моношару 

була також низькою, хоча культура містила значний відсоток клітин з високим 

показником ЯЦВ. Ймовірно, що інгібуючий ефект GS обумовлений пригніченням 

адгезивних властивостей клітин.  

Для подальшого з’ясування впливу GS на міграційно-проліферативні властивості 

клітин ми використали тест «подряпина», який є загально прийнятним простим й 

інформативним методом вивчення активності клітин in vitro. Він заснований на тому 

явищі, що клітини у культурі здатні до міграції в зону з меншою клітинною щільністю 

[18, 23]. Цей процес триває поки клітинна щільність культури не досягне фази зливного 

росту (контактне інгібування) [22]. 

Візуальне спостереження за площею подряпини дозволило встановити, що 

клітини у інтактних контролях (К2 та К3) практично повністю закривають дефект 

моношару через 72 години (Рис. 4). 

Короткотривала (1 год) аплікація димексиду (Д3), 0,5 та 5 мкг/мл GS до культури 

клітин (варіант 3) не впливає достовірно на динаміку «загоєння» подряпини в 

порівнянні з контролями К3 (Таблиця 4). Повне закриття дефекту спостерігається через 

72 години. При додаванні літичної концентрації GS (50 мкг/мл) спостерігається 

уповільнене заповнення дефекту поверхні клітинами, приблизно 50% від контролю 

через 24 години. При подальшому культивуванні клітини втрачають міграційно-

проліферативні та адгезивні здібності, оскільки відносна площа подряпини 

збільшується до вихідного розміру. Таким чином, короткотривала інкубація (1 година) 

з 50 мкг/мл GS призводить до розвитку незворотних пошкоджень клітин. 
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Рис. 4. Загоєння подряпини в моношарі інтактних клітин лінії L929 з часом культивування: 

а — дефект моношару, б — через 24 години, в — через 48 год, г — через 96 годин. 
 

Fig. 4. Scratch recovery in a monolayer of intact L929 cells after different duration of cultivation: 

a — monolayer defect, б — after 24 hours, в — after 48 hours, г — after 96 hours. 

 
Таблиця 4. Відносна площа подряпини (%) на різних термінах культивування клітин лінії L929, які 

було оброблено різними концентраціями GS протягом 1 години (варіант 3) Дані представлено як 

медіана (квартиль 1 – квартиль 3) 

 

Table 4. Relative scratch area (%) after different durations of culturing of L929 cells treated with various 

concentrations of gramicidin S for 1 hour (scenario 3). Data presented as: median (quartile 1 – quartile 3) 

Умови 

експерименту 

Термін культивування, години 

12 год 24 год 48 год  72 год 

Інтактний 

контроль (К3) 

40,37 

(37,08–46,74) 

12,04 

(11,08–12,99) 

13,32 

(6,85–19,78) 

0 

Контроль з 

обробкою ДМСО 

(Д3) 

48,63 

(44,47–62,82) 

29,48 

(28,48–44,89) 

4,30 

(4,03–4,58) 

0 

GS 0,5 мкг/мл 
30,90 

(29,90–36,84) 

15,58 

( 14,78–31,77) 

5,86 

(5,51–6,22) 

5,55 

(2,78–10,24) 

GS 5 мкг/мл 
41,30 

(39,37–51,24) 

29,22 

(22,19–41,06) 

17,30 

(11,61–17,30) 

8,73 

(7,99–10,08) 

GS 50 мкг/мл  
87,21* 

(83,45–93,95) 

64,43* 

(64,24–72,74) 

85,67* 

( 85,29–90,77) 

98,00* 

(97,5–98,50) 

Примітка: * — відмінності достовірні відносно К3, р < 0,05 

 

Note: * — significant differences compared to K3, р < 0,05 

 

При довгостроковому культивуванні клітин (варіант 2) димексид та обидва розчини 

GS 0,5 та 5мкг/мл гальмують репарацію подряпини перші 24 години (Таблиця 5) [41–

43]. Проте гальмівний ефект 5 мкг/мл GS був більш пролонгований і значуще блокував 

закриття подряпини протягом 48 годин. Культивування з літичною концентрацією GS 
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50 мкг/мл призводить до деструкції клітинного моношару не тільки в зоні подряпини, 

але й на інших ділянках. 

Таким чином, на 72 годину культивування відбувалося закриття подряпини у всіх 

зразках, крім тих, що культивували з GS 50 мкг/мл. Це ще раз підтверджує 

спостереження про те, що ця концентрація є літичною для клітин при її довготривалій 

аплікації. 

В останні роки з’явилися нові дані, що пептиди граміцидини мають не тільки  

антибактеріальний ефект, але й здатні пригнічувати проліферацію і міграцію ракових 

клітин [10, 11, 20]. Ці дані, з одного боку, стимулювали розробку похідних 

граміцидинів, які на фоні більш низької токсичності для клітин зберігали значну 

антибактеріальну і протипухлинну активність [8, 9, 24], а з іншого боку, загострило 

інтерес до розуміння механізмів взаємодії граміцидину з клітинами, які на 

сьогоднішній день залишаються не повністю з’ясованими. Цитолітичний ефект 

граміцидину переважно пов’язують зі збуренням ліпідних шарів бактеріальної 

мембрани [25] і, в наслідок цього, порушенням клітинного та іонного гомеостазу [13, 

20]. Інші автори наполягають, що насамперед, GS порушує синтез АТФ, блокуючи 

деякі ферменти респіраторного шляху [26], або впливає на локалізацію периферичних 

мембранних білків, що беруть участь у клітинному поділі та синтезі клітинної 

оболонки [27]. Нові данні також свідчать, що пригнічування міграції клітин під 

впливом антибіотиків з групи граміцидинів супроводжується зниженням експресії та 

перерозподілом на поверхні клітин трансмембранних протеїнів, які відповідають за 

адгезію та міграцію клітин [11]. Але загальної картини взаємодії граміцидину S з 

клітинами не має, завдяки тому що його вплив на різні типи клітин не є однаковим [3, 

11, 28]. З огляду на вивчення можливості системного застосування аналогів або 

інкапсульованих наноносіями форм антимікробних пептидів [29] цікавим було 

вивчення впливу GS на клітин сполучної тканини на додачу до робіт з вивчення впливу 

цього циклічного пептиду на клітини крові [3, 4, 28, 30]. 

 
Таблиця 5. Відносна площа подряпини на різних термінах культивування клітин лінії L929 з 

різними концентраціями GS протягом 3 діб (варіант 2). Дані представлено як: медіана (квартиль 1 

– квартиль 3) 

 

Table 5. Relative scratch area (%) after different durations of culturing of L929 cells treated with various 

concentrations of gramicidin S for 3 days (scenario 2). Data presented as: median (quartile 1 – quartile 3) 

Умови 

експерименту 
Термін культивування, години 

12 год 24 год 48 год  72 год 

Інтактний 

контроль (К2) 

42,62 

(37,61–57,25) 

12,04 

(11,08–12,99) 

13,32 

(6,85–19,78) 

0 

Контроль з 

обробкою 

ДМСО 

протягом 3 діб 

(Д2) 

48,63 

(44,47–62,82) 

23,99 

21,50–35,97 

4,31 

(4,03–4,58) 

0 

GS 0,5 мкг/мл 
32,16 

(29,01–33,35) 

31,58* 

(28,29–44,87) 

0,86 

(0,54–2,37) 

0 

GS 5 мкг/мл 
42,93 

(38,59–46,69) 
46,86* 

(35,92–48,76) 

30,87* 

(28,06–34,40) 

4,24 

(2,61–11,30) 

GS 50 мкг/мл 
77,78* 

(60,92–94,64) 

97,75* 

(96,45–99,06) 

82,46* 

(79,75–85,16) 

100 

Примітка: * — відмінності достовірні відносно інтактного контролю, р < 0,05 

 

Note: * — significant differences compared to intact control, р < 0,05 
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Наше дослідження присвячене вивченню впливу GS на ряд функціональних 

характеристик фібробластів лінії L929, що проявляються на різних етапах 

культивування: адгезія, міграційно-проліферативний потенціал, формування моношару.  

Граміцидин S у концентраціях 0,5, 5,0 та 50 мкг/мл додавали до клітин лінії L929 

на різних етапах культивування: до суспензії клітин — для дослідження впливу на 

прикріплення та швидкість формування моношару (варіант 1), до моношару клітин — 

для виявлення можливого токсичного ефекту (варіант 2 та варіант 3) та у тесті 

«подряпина» (варіант 2, варіант 3) — для оцінки міграційно-проліферативного 

потенціалу клітин в присутності GS. 

Відомо, що антибактеріальний ефект GS проявляється в діапазоні концентрацій 3–

12,5 мкг/мл [31], в той час як 50% цитотоксична дія на культурі клітин — при 

концентрації 18,7 мкг/мл, а 50% гемоліз еритроцитів спостерігається при концентрації 

35,2 мкг/мл [32, 33]. 

За нашими даними GS в концентрації 50 мкг/мл проявляв виражений 

цитотоксичний ефект. Навіть короткотривала, протягом 1 години, аплікація GS у 

концентрації 50 мкг/мл на моношар клітин в тесті «подряпина» призводила до 

незворотного гальмування міграційної активності фібробластів при «репарації» 

моношару. Довготривала інкубація (протягом трьох діб) неприкріплених клітин до 

сформованого моношару з GS в концентрації 50 мкг/мл призводила до руйнування 

цілісного моношару та цитолітичного ефекту на усі клітини. 

У нелітичних концентраціях 0,5 та 5 мкг/мл вплив GS на досліджені клітини 

залежав від терміну аплікації та вихідного стану клітин. Додавання GS до клітин під 

час інокуляції призводило до зменшення площі сформованого моношару та погіршення 

показників ЯЦВ на третю добу, особливо для зразків, культивованих з 0,5 мкг/мл GS, в 

порівнянні з відповідним контролем. Для клітин, культивованих з 5 мкг/мл GS, 

показник ЯЦВ не зазнав значних змін, завдяки формуванню популяції клітин, що мали 

збільшену загальну площу клітини та ядра. Ця популяція не була залучена до активної 

проліферації, тому що клітини, інкубовані з GS (варіант 1), не сформували 

конфлюентний моношар незалежно від наявності або відсутності популяції великих 

клітин. 

В той же час при аплікації нелітичних концентрацій GS на прикріплені клітини 

(варіант 2) конфлюентний моношар зберігався, а кількісні значення ЯЦВ значуще не 

відрізнялись від відповідного контролю, або перевищували їх (аплікація 5 мкг/мл GS). 

Таким чином, неприкріплені фібробласти були більш чутливими до впливу GS у 

нелітичних концентраціях. 

Відомо, що адгезія фібробластів до позаклітинного матриксу здійснюється завдяки 

фокальній адгезії — специфічному контакту, що формується за участю актинових 

волокон цитоскелету, мембранних периферичних та інтегральних білків з волокнами 

позаклітинного матриксу. Показано, що інтегрин-опосередкована адгезія залежить від 

стану ліпідного бішару мембрани. Так, зміна товщини бішару та поділу ліпідної фази 

мембран клітин під впливом амфіфільної сполуки бензилового спирту знижує 

швидкість міграції ендотеліоцитів внаслідок погіршення зв’язку інтегральних білків з 

субстратом [34, 40]. GS, як відомо, також може призводити до кластеризації 

мембранних білків, що відповідають за поділ клітин [6, 16] та їх здатність до міграції 

[11], а також циклопептид здатен викликати формування неламелярних ліпідних фаз у 

модельних мембранах та стоншувати бішар [1, 24]. 

Для більшості клітин прикріплення їх до субстрату в сукупності зі стимуляцією 

ростовими факторами регулюють клітинний цикл, стимулюють клітини до входу в 

мітоз [35]. Стійка клітинна адгезія необхідна для ініціювання синтезу ДНК і 



56 

Н. М. Алабедалькарім, В. П. Берест, Н. Н. Моісєєва, Г. А. Божок, 

Т. П. Бондаренко 

 

придушення апоптозу [36]. Натяг клітин при адгезії до позаклітинного субстрату є 

ключовою точкою, що ініціює перехід клітин до G1/S фази [37]. Вважають, що 

фокальна адгезія має вирішальне значення для нормальної роботи клітини, а також 

здатності клітини реагувати на навколишнє середовище [38]. 

Це пояснює значно вищу чутливість неприкріплених клітин лінії L929 до GS, який 

впливав на кількісні значення ЯЦВ, на формування моношару, в порівнянні з їх 

впливом на прикріплені клітини. 

Використовуючи тест «подряпина», ми дослідили вплив терміну аплікації GS на 

здатність культури клітин до репарації пошкодженого моношару. Найвища, літична, 

концентрація GS (50 мкг/мл) навіть підчас короткотривалої аплікації незворотньо 

пригнічувала закриття дефекту моношару. GS з нелітичними концентраціями 0,5 та 

5 мкг/м зворотньо гальмував репарацію дефекту моношару при триденній аплікації. 

Проте гальмівний ефект залежав від концентрації GS: 0,5 мкг/мл затримував закриття 

дефекту протягом 24 години, а 5 мкг/мл GS протягом 48 годин. 

Нещодавно було показано, що GS здатний до арешту клітинного циклу на стадії 

G2/M, завдяки чому подавляє міграцію та індукує апоптоз в клітинах рака шлунку 

людини [10]. Для клітин лінії L929 індукований арешт на стадії G2/M призводить до 

зростання середнього фазового об’єму [39]. Ми показали, що додавання 5 мкг/мл GS до 

фібробластів під час інокуляції призводить до виділення групи великих клітин, що 

мають збільшений розмір ядра і клітини в цілому, і можуть, ймовірно, бути 

результатом арешту клітинного циклу у стадії G2/M. При вивченні репарації подряпини 

нами отримано підтвердження, що GS з концентрацією 5 мкг/мл дійсно зворотно 

блокує проліферацію та міграцію фібробластів на 24, або 48 годин в залежності від 

тривалості аплікації. 

Таким чином, граміцидин S в концентрації 5 мкг/мл не має значущого 

цитотоксичного ефекту на культуру фібробластів, але призводить до пригнічення 

міграційної активності клітин. Причому ступінь пригнічення і можливість відновлення 

цього параметру залежить від терміну аплікації GS та вихідного рівня адгезії клітин. 

Перспективою нашого дослідження може стати вивчення впливу GS на 

формування об’ємних клітинних агрегатів. Базовою проблемою розвитку пухлин, 

фіброзу та раку є здатність трансформованих клітин «відчувати» жорсткість тканин і 

визначати напрямок міграції. Дуротаксис — міграція клітин в бік збільшення 

жорсткості субстрату, спостерігається частіше, проте описано і спрямовану міграцію 

клітин гліоми U-251MG до менш жорстких областей [44]. Негативний та позитивний 

дуротаксиси опосередковані механочутливою сигналізацією, скоротливістю 

актоміозину, рівнем таліну. Як показано в нашій роботі, граміцидин S впливає на 

міграційну активність фібробластів при 2-D культивуванні, а з’ясування 

скорочувальних і адгезивних механізмів, чутливих до дії пептиду при формуванні 3-D 

клітинних кластерів, сприятиме розумінню молекулярних механізмів міграції та 

створенню нових засобів терапії. 

Іще одним можливим застосуванням знайденої нами здатності граміцидину S 

зворотно блокувати проліферацію та міграцію фібробластів є використання пептидного 

антибіотика для загоєння ран при пошкодженні тканин або в косметології. Фібробласти 

разом із мезенхімальними стовбуровими клітинами та кератиноцитами керують 

молекулярними процесами, залученими до закриття та відновлення пошкодженої 

тканини, запобігаючи інфекціям і вразливості до подальших пошкоджень. Дослідники 

зацікавлені в потенційному терапевтичному застосуванні фібробластів для загоєння ран 

завдяки їх регенеративним можливостям і секреції сигнальних молекул, які регулюють 

інші клітини, що відновлюють тканини [45]. 
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ВИСНОВКИ 

Антимікробний пептид граміцидин S у нелітичних концентраціях виявляє 

властивість слабкого мутагена, впиває на проліферативну активність клітин сполучної 

тканини, зокрема, в концентраціях 0,5 мкг/мл і 5 мкг/мл граміцидин S підвищує 

синтетичну активність та стимулює проліферацію фібробластів в моношарі та 

швидкість формування моношару клітинами культури L929. Найбільш чутливими до 

нелітичних концентрацій граміцидину S є клітини на стадії прикріплення та 

формування моношару. Підвищення концентрації граміцидину S до 50 мкг/мл веде до 

лізису фібробластів лінії L929 у культурі. 

У нелітичних концентраціях граміцидин S пригнічує адгезивні властивості 

фібробластів, викликаючи різноспрямовані зміни показників проліферації та 

функціональної активності клітин при сталому гальмуванні пептидом формування 

моношару. 

Граміцидин S в концентрації 5 мкг/мл не має значущого цитотоксичного ефекту на 

культуру фібробластів, але призводить до пригнічення міграційної активності клітин. 

Причому ступінь пригнічення і можливість відновлення цього параметру залежить від 

терміну аплікації GS та вихідного рівня адгезії клітин. 

Зворотне блокування граміцидином S у концентрації 5 мкг/мл проліферації та 

міграції фібробластів узгоджується зі спостереженим нами раніше антиагрегаційним 

ефектом GS щодо тромбоцитів, тобто може бути універсальною анти-адгезивною 

властивістю даного декапептиду, яка в перспективі може бути використана в терапії 

новоутворень; у косметології; а також може сприяти загоєнню ран. 
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Background: Natural antimicrobial peptides are used in the fight against pathogens resistant to existing 

synthetic antibiotics. The non-specific mechanism of cytostatic action of antimicrobial peptides, in 

particular gramicidin S, against bacteria is also effective for damaging the cells of neoplasms. The 

existence of such a property in a registered antibiotic will indicate its antineoplastic potential and can be 

used to expand the spectrum of its therapeutic application. 

Aim of work is to clarify the possible antitumor effect of the antimicrobial peptide gramicidin S. 

Materials and Methods: Using the methods of confocal laser microscopy and light microscopy, the 

morphological and functional features of connective tissue cells under the influence of gramicidin S in the 

concentration range 0.5–50 μg/ml were studied using L929 fibroblasts cell culture. The cell area, nucleus 
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area, and nucleus-to-cytoplasm ratio were determined. To study the migratory and proliferative activity of 

cells in vitro, the “scratch assay” was used, the confluency of the monolayer of cells was evaluated, 

morphometric studies were performed, and the relative area of the scratch was measured after 24, 48, and 

72 hours. 

Results: The lytic effect of gramicidin S in a concentration of 50 μg/ml on L929 cells was established, in 

concentrations of 0.5 μg/ml and 5.0 μg/ml, the antibiotic increases the synthetic activity of cells and 

stimulates the proliferation of fibroblasts in a monolayer. Cell anisomorphism is more pronounced in the 

presence of 5.0 μg/ml gramicidin S added to the culturing medium during monolayer formation, while a 

one-third of the cells in the sample form a population that is morphologically different from other cells in 

the culture. The addition of gramicidin S at non-lytic concentrations of 0.5 and 5.0 μg/ml to unattached 

fibroblasts reliably inhibits monolayer formation. Under the influence of 5.0 μg/ml gramicidin S, the rate 

of monolayer formation is low, even despite the significant content of cells with a high nuclear-

cytoplasmic ratio. The kinetics of filling the cell monolayer defect using the “scratch assay” shows that 

GS in concentrations of 0.5 and 5.0 μg/ml can control the migratory and proliferative properties of L929 

cells. 

Conclusions: The effect of gramicidin S on the morphometric parameters of cells depends on the 

concentration of the peptide and the cell status in the culture. GS corrupts the adhesive properties of L929 

fibroblasts in monolayer cell culture and the rate of cell monolayer formation. Cells at the stage of 

attachment and monolayer formation were most sensitive to non-lytic concentrations of GS. Inhibition of 

the adhesive properties of connective tissue cells by gramicidin S is a new non-canonical effect of a 

known antimicrobial drug, which may indicate the possibility of using gramicidin S as an anti-neoplasm 

agent. 
KEY WORDS: gramicidin S; fibroblasts L929; proliferation; cell adhesion; cell migration. 
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