
ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

283ОНКОЛОГИЯ •  Т.  18 •  № 4 •  2016 283

ВСТУП
Підвищений рівень активних форм кисню (АФК) 

виявлено майже при всіх формах злоякісних ново-
утворень [1–3]. АФК активують низку механізмів 
виникнення пухлин та пухлинної прогресії. Вод-
ночас пухлинні клітини (ПК) виявляють підвище-
ний рівень антиоксидантних систем, які інактиву-
ють різні форми АФК. Це свідчить, що тонкий ба-
ланс у регуляції внутрішньоклітинного рівня АФК 
(місця генерування вільних радикалів, їх локаль-
ні концентрації) є важливим фактором, необхід-
ним для функціонування ПК. Поштовх до розроб-
ки принципово нових терапевтичних підходів може 
бути зроблений при застосуванні регуляції внутріш-
ньоклітинних АФК-залежних сигнальних систем, 
спрямованих таким чином, щоб блокувати чинни-
ки, які стимулюють пухлинний процес, і змінити 
баланс на користь індукованих АФК шляхів апоп-
тозу. Відповідно, терапевтичні антиоксиданти мо-
жуть запобігати раннім проявам розвитку пухлини, 
коли важливою є наявність АФК.

АФК представлені радикалами, іонами та мо-
лекулами, які мають одиночні неспарені електро-
ни (або один неспарений електрон) на зовнішній 
електрон ній оболонці. Завдяки цій особливості 
АФК є високореактивними структурами [4]. Серед 
них найкраще вивченими при злоякісних новоутво-
реннях є супероксид, перекис водню (H2O2), ради-
кали гідроксиду. У ПК рівень АФК може зростати 
при активації онкогенів, підвищенні рівня метабо-
лізму, дисфункції мітохондрій, високій активності 
пероксисом, зростанні внутрішньоклітинного сиг-
налінгу, збільшенні активності оксидаз, циклоокси-
геназ, ліпоксигеназ та тимідинфосфорилази, при ак-
тивації імунної системи [1–4]. У мітохондріях АФК 

продукуються як побічний продукт окиснювального 
фосфорилювання. Супероксид генерується у комп-
лексах І та ІІІ, вивільнюється у міжмембранний про-
стір (близько 80%) або у мітохондріальний матрикс 
(близько 20%); за участю спеціальних пор у зовніш-
ній мембрані мітохондрії витікає в цитоплазму. Су-
пероксид дисмутує до Н2О2 у мітохондріальному ма-
триксі або в цитозолі [4].

АФК-чутливі сигнальні шляхи постійно акти-
вовані при багатьох видах раку, вони беруть участь 
у проліферації і диференціюванні клітин, синте-
зі білка, метаболізмі глюкози, виживанні клітин 
при пошкодженні, запаленні [1]. АФК, зокрема 
Н2О2, можуть діяти як вторинні месенджери у клі-
тинному сигналінгу [5–9, 16]. Н2О2 регулює ак-
тивність білка через зворотне окиснення мішеней, 
включаючи протеїнтирозинфосфатази, протеїнти-
розинкінази, рецепторні тирозинкінази і фактори 
транскрипції [1, 10, 11].

Непропорційне зростання внутрішньоклітин-
них АФК (при хіміотерапії раку, відсутності в клі-
тинах антиоксидантних білків, генерації АФК імун-
ними клітинами) може викликати зупинку клітин-
ного циклу ПК, їх старіння або апоптоз. Останній 
пов’язаний з підвищенням мітохондріального окси-
дативного стресу, викликаного вивільненням ци-
тохрому С, що веде до активації каспаз і клітин-
ної смерті [12, 13, 17]. Генерація супероксиду через 
шлях Rac1/NADPH-оксидази також може індуку-
вати апоптогенні сигнали [14]. Вивільнення міто-
хондріальних Н2О2 і NO під час апоптотичного сиг-
налінгу веде до активації c-JunN-термінальної кі-
нази (JNKc) [13, 15].

Метою роботи було розробити окисно-відновні 
штучні системи генерування АФК із застосуванням 
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нетоксичних або малотоксичних речовин та вивчи-
ти їх вплив на показники експериментального пух-
линного росту.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Тварини. Миші лінії С57Bl/6 і не інбредні миші, 

обох статей, масою 18–22 г, розведення віварію 
Інституту експериментальної патології, онкології 
і радіобіології (ІЕПОР) ім. Р.Є. Кавецького НАН 
України утримувалися на стандартній дієті з необ-
меженим доступом до води. Клітини експеримен-
тальних пухлин (рак Ерліха, карцинома легені Лью-
їс — КЛЛ), L1210, P388) одержували з Клітинного 
банку ліній з тканин людини і тварин ІЕПОР ім. Р.Є. 
Кавецького НАН України. Перещеплення пухлин та 
оцінку впливу досліджуваних АФК-генеруючих сис-
тем на пухлинний ріст і метастазування здійснюва-
ли відповідно до стандартних методичних рекомен-
дацій [18]. Усі роботи з тваринами проводили згід-
но з вимогами Комітету з етики [19].

Створення бінарних АФК-генеруючих систем. Як 
донор електронів використана аскорбінова кисло-
та (АК) — як малотоксичний чинник і природний 
метаболіт живих клітин. Акцепторами слугували 
комплекси перехідних металів: орнітиновий комп-
лекс міді Cu(Orn)2 (Київський Національний універ-
ситет ім. Тараса Шевченка, Україна); мідьвмісний 
природний металопротеїд церулоплазмін («Біофар-
ма», Україна); фероцен Fe(C5H5)2 («Sigma-Aldrich», 
CША); феромагнітні наночастинки оксиду заліза 
(ФНОЗ) (Інститут матеріалознавства ім. І.М. Фран-
цевича НАН України, Україна); а також органічна 
речовина — водорозчинна форма вітаміну К (ВіК) 
(ПрАТ «Фармацевтична фірма «Дарниця», Украї-
на). Усі акцепторні сполуки застосовані у концен-
трації 3 мМ, АК — 5 мМ. Оптичну густину вимірю-
вали в 1 см кварцевих кюветах на спектрофотоме-
трі СФ-26 при температурі 18 °С.

Інтенсивність генерування АФК оцінювали, ви-
користовуючи флуоресцентний зонд дихлоро-
флуоресцеїндіацетату (DCFDA) («Sigma-Aldrich», 
CША), що потребує початкового його перетворен-
ня естеразами на дихлорофлуоресцеїн та подальшо-
го окиснення у флуоресцентну сполуку за взаємодії 
з Н2О2 [20]. За допомогою DCFDA можна оцінити 
загальний рівень утворення реактивних форм кисню 
та азоту [21]. Інкубацію клітин і вимірювання флуо-
ресценції проводили при 37 °С за допомогою авто-
матичного багатофункціонального рідера Sinergy 
(США) (λex = 485 нм, λem = 528 нм). У лунку вноси-
ли 50•103 клітин у 50 мкл у фосфатному збалансо-
ваному розчині (PBS), 200 мкл PBS та 50 мкл розчи-
ну DCFDA у PBS (фінальна концентрація DCFDA 
50 мкМ). Інтенсивність продукції АФК оцінювали 
кожні 15 хв у проміжку часу 0–90 хв.

Оцінка активності АФК-генеруючих систем 
іn vivo. Для вивчення впливу АФК-генеруючих сис-
тем на редокс-стан мітохондрій нелінійним мишам 
у черевну порожнину вводили розчин Fe(C5H5)2 

(5 нМ); Н2О2 (100 мМ) тварини отримували з пит-
ною водою ad libitum. Через 4 год тварин забивали, 
забирали печінку, шматочки заморожували при тем-
пературі рідкого азоту і досліджували методом елек-
тронного парамагнітного резонансу [22, 23]. Для ви-
вчення індукції АФК на рівні організму нелінійним 
мишам аналогічним шляхом вводили АК і Cu(Orn)2 
(у кінцевій концентрації 10–5 М) або Fe(C5H5)2 (у кін-
цевій концентрації 10–9 М); у деяких дослідах вико-
ристовували також залізовмісну сполуку природного 
походження лактоферин (Lac) (Belaru�ian S�a�e �ni-Lac) (Belaru�ian S�a�e �ni-
ver�i�y, Білорусь). Суспензії гепатоцитів і макрофа-, Білорусь). Суспензії гепатоцитів і макрофа-
гів одержували за стандартними методиками і до-
сліджували, як описано вище.

Вивчення впливу АФК, генерованих бінарними сис-
темами, на ПК in vitro. До суспензії ПК (10 000 клі-
тин/мм3) у живильному середовищі 199 додавали до-
сліджувані речовини (АК, Cu(Orn)2, ВіК у кінцевій 
концентрації 10–5 М, а розчин Fe(C5H5)2 — у кон-
центрації 10–9 М). Після інкубації при 37 °С протя-
гом 6 год підраховували вміст живих і мертвих клі-
тин при забарвлюванні трипановим синім.

Вивчення впливу АФК-генеруючих систем на ріст 
експериментальних пухлин. ПК прищеплювали 
по 5•105 на тварину (КЛЛ — у м’яз правої задньої 
лапки мишам лінії С57Bl/6; рак Ерліха — підшкір-
но нелінійним мишам). Через 48 год тваринам по-
чинали щоденно вводити досліджувані речовини: 
АК (300 мг/кг маси тіла), Cu(Orn)2 (200 мкл 3 мкМ 
розчину), Fe(C5H5)2 (200 мкл 5 нМ розчину), ВіК 
(200 мкл 0,2% розчину). Fe(C5H5)2 вводили в по-
рожнину шлунка за допомогою зонда, інші речо-
вини вводили в черевну порожнину. Курс лікуван-
ня становив 10 діб. На 14-ту добу визначали розміри 
(об’єм у мм3) КЛЛ або раку Ерліха; на 21-шу добу — 
кількість та об’єм метастазів у легенях тварин з КЛЛ. 
Оцінювали також тривалість життя мишей з КЛЛ 
при терміні спостереження 35 діб.

Вивчення впливу АФК-генеруючих систем на вміст 
поліамінів у клітинах КЛЛ проводили, викорис-
товуючи метод рідинної хроматографії високого 
тиску [24] на рідинному хроматографі Agilen� 1200 
(США).

Вивчення впливу АФК-генеруючих систем на ак-
тивність рибонуклеаз у нормальних клітинах і ПК. 
Досліджували активність РНКаз у клітинах селезін-
ки і клітинах раку Ерліха за допомогою методу зимо-
грам [21]. Субстрат (поліуридилова кислота) вводи-
ли в структуру 12,5% поліакриламідного гелю, елек-
трофорез проводили в системі Laemmli [25].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
При відборі кандидатів на створення бінарних 

АФК-продукуючих окисно-відновних систем ви-
вчено кінетику окиснення АК у присутності роз-
чинів досліджуваних речовин (рис. 1). Із наведених 
даних видно, що за однакових умов процес окис-
нення АК (а саме його швидкість і тривалість) від-
бувається з різною інтенсивністю залежно від ви-
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браного акцептора. Таким чином, підбираючи пари 
донор — акцептор, можна цілеспрямовано керува-
ти інтенсивністю та тривалістю впливу АФК на пух-
линний ріст.
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Рис. 1. Кінетика окиснення АК у присутності різних ак-
цепторів електронів

У наступній серії досліджень вивчали in vivo 
вплив генераторів АФК на редокс-стан мітохон-
дрій (табл. 1). Встановлено, що при введенні тва-
ринам Н2О2 не змінюється редокс-стан FeS-білків 
електронтранспортного комплексу І мітохондрій 
(g = 1,94), однак знижується рівень убісеміхіно-
нів (g = 2,003) у Q-циклі електронтранспортного 
комплексу ІІІ; спостерігається також зниження 
рівнів комплексів NO/FeS-білків, що пов’язано 
зі зниженням вмісту NO і синтезованого m�NOS 
(g = 2,03); відбувається посилення окисно-віднов-
них реакцій в редокс-циклі CYP 450, зокрема зрос-
тання активності його низькоспінової форми (g = 
2,25). Н2О2 пошкоджує залізовмісні та залізотранс-
портні білки, що призводить до появи та накопи-
чення значних рівнів ВЗ. Fe(C5H5)2 знижує рівень 
FeS-білків (g = 1,94) і флавоубісеміхінонів (g = 
2,003), комплексів NO/FeS-білків (що пов’язано 
зі зниженням активності m�NOS; g = 2,03). Відмі-
чено також зростання активності низькоспінової 
форми CYP 450 (g = 2,25); появу та накопичення 
ВЗ, проте в менших концентраціях (майже втри-
чі) порівняно з впливом Н2О2. При поєднаній дії 
Fe(C5H5)2 та Н2О2 найбільш значуще підвищуєть-
ся рівень FeS-білків (g = 1,94); знижується рівень 
флавоубісеміхінонів (g = 2,003); значно зростає 
рівень комплексів NO/FeS-білків, що пов’язано 
з підвищенням активності m�NOS (g = 2,03); під-
вищена активність низькоспінової форми CYP 450 
(g = 2,25); відмічають появу та накопичення ВЗ, 
проте в нижчих концентраціях (в 1,5 раза) порів-

няно з Н2О2. Виявлений вплив досліджуваних спо-
лук на редокс-стан клітин печінки є важливим, 
оскільки він може запускати мітохондріальний 
шлях апоптозу і некрозу клітин.

Одержані дані стали підставою для проведення 
наступної серії досліджень, присвячених вивченню 
можливості індукції AФК на рівні організму. Наве-
дені на рис. 2 дані свідчать, що АК окремо не чинить 
помітного впливу на продукцію АФК як у клітинах 
печінки, так і у макрофагах. Водночас застосування 
бінарної системи генерування АФК, що складається 
з АК і сполуки перехідного металу, призводить до їх-
ньої активної продукції в макрофагах. Таким чином, 
клітини різних тканин по-різному генерують АФК 
у відповідь на дію бінарних систем.
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Рис. 2. Вплив систем генерування АФК на продукцію су-
пероксидних радикалів гепатоцитами та макрофагами

У наступній серії досліджень вивчали безпосе-
редній вплив АФК, генерованих бінарними система-
ми, на ПК (табл. 2). Одержані дані свідчать, що різні 
ПК виявляють неоднакову чутливість до АФК. Най-
більша цитоцидна активність зафіксована при поєд-
наній дії АК і Cu(Orn)2 та АК і Fe(C5H5)2. Найбільш 
чутливими до АФК виявилися клітини експеримен-
тальних лімфоїдних пухлин Р388 та L1210.

Таблиця 2
Вплив генераторів АФК на життєздатність ПК

Групи
Кількість живих клітин

Карцинома 
Ерліха Р-388 L1210

Контроль 1000 1000 1000
АК 917 556 258
Cu(Orn)2 125 201 358
ВiК 646 583 425
Fe(C5H5)2 775 375 483
AK + Cu(Orn)2 375 0 400
AK + ВiК 404 445 318
AK + Fe(C5H5)2 731 376 0

Таблиця 1
Вплив Fe(C5H5)2 та Н2О2 на редокс-стан мітохондрій і ендоплазматичного ретикулуму гепатоцитів інтактних тварин

Групи Показники (g-factor)
1,94 2,003 2,03 2,25 Вільне залізо (ВЗ)

Контроль 1,10 ± 0,09 0,89 ± 0,07 0,30 ± 0,03 0,59 ± 0,06 −
Н2О2 1,07 ± 0,13 0,74 ± 0,05* 0,19 ± 0,04* 0,81 ± 0,07* 0,41 ± 0,08
Fe(C5H5)2 0,93 ± 0,05* 0,59 ± 0,06* 0,19 ± 0,05* 0,78 ± 0,04* 0,15 ± 0,09**
Fe(C5H5)2 + Н2О2 1,41 ± 0,12* 0,74 ± 0,04* 0,48 ± 0,08* 0,78 ± 0,08* 0,26 ± 0,05

*р < 0,05 при порівнянні з контролем.
**р < 0,05 при порівнянні з Н2О2.
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Наступним розділом досліджень було вивчення 
впливу АФК-генеруючих систем на ріст експеримен-
тальних пухлин. Виявилося, що найбільш виражена за-
тримка росту КЛЛ відбувалася при застосуванні комбі-
нації АК + ВіК; при додаванні в цю систему комплек-
су Cu(Orn)2 протипухлинний ефект знижується. Інші 
комбінації помітного впливу на ріст пухлини КЛЛ 
не виявили (рис. 3, а). У мишей з раком Ерліха най-
більший ефект гальмування пухлинного росту відзна-
чали при поєднаній дії АК + Cu(Orn)2. Інші комбіна-
ції досліджуваних речовин також чинили гальмуваль-
ну дію на ріст пухлини Ерліха (рис. 3, б), що відрізняло 
отримані результати від одержаних у тварин з КЛЛ.
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Рис. 3. Вплив АФК-генеруючих систем на ріст КЛЛ (а) 
та раку Ерліха (б) у мишей

При дослідженні впливу АФК-генеруючих сис-
тем на метастазування останньої показано, що ком-
бінації АК з Fe(C5H5)2, ФНОЗ, Cu(Orn)2 чинять галь-
мувальну дію на розвиток метастазів (зменшують 
їх кількість і розміри) (рис. 4). Як найбільш актив-
на привертає до себе увагу система АК + Fe(C5H5)2. 
Показано також, що застосування досліджуваних 
систем збільшує тривалість життя тварин із КЛЛ 
(рис. 5). Особливо це проявляється при застосуванні 
системи АК+ Fe(C5H5)2 + Cu(Orn)2. Оцінюючи вплив 
АФК-генеруючих систем на ріст експерименталь-
них пухлин, доцільно згадати, що активну відпо-
відь на введення цих систем in vivo виявляли клітини 
імунної системи — макрофаги (див. рис. 2). Це до-

зволяє припустити, що протипухлинна дія штучних 
АФК-генеруючих систем, окрім прямої дії на ПК, 
може бути пов’язана і з активацією захисних проти-
пухлинних механізмів на рівні цілісного організму.
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Рис. 4. Вплив АФК-генеруючих систем на кількість (а) 
та об’єм (б) метастазів КЛЛ у мишей С57Bl/6
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Рис. 5. Вплив АФК-генеруючих систем на тривалість жит-
тя мишей з КЛЛ

При розробці обґрунтованих методів впливу 
на пухлинний процес важливо знати механізм дії 
досліджуваних речовин на системи внутрішньо-
клітинної регуляції та протипухлинного захисту. 
Важливою характеристикою процесу проліфера-
ції є оцінка вмісту поліамінів у ПК. Застосування 
всіх досліджених систем генерування АФК при-
зводить до вираженого зниження рівня путресци-
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ну у клітинах КЛЛ; Fe(C5H5)2 і Cu(Orn)2 знижують 
рівень й інших поліамінів — спермідину та спер-
міну (табл. 3), що може свідчити про пригнічення 
проліферації клітин.

Таблиця 3
Вміст поліамінів (нМ/мг білка) у клітинах КЛЛ 

при дії систем генерування АФК

Групи Путресцин Спермі-
дин Спермін

Контроль 0,7 ± 0,03 9,2 ± 0,40 5,2 ± 0,42
Fe(C5H5)2 0 2,2 ± 0,01* 1,6 ± 0,01
Cu(Orn)2 0 7,8 ± 0,03 4,2 ± 0,20
AK + Fe(C5H5)2 0 2,6 ± 0,02 2,0 ± 0,12
AK + Cu(Orn)2 0,2 ± 0,01 9,6 ± 0,06 5,8 ± 0,45

Враховуючи протипухлинну і захисну функцію 
РНКаз у клітинах, а також безпосередню участь цих 
ферментів у механізмах апоптозу, було важливо оціни-
ти зміни активності РНКаз у нормальних і ПК при дії 
АФК, генерованих створеними системами. Нижче на-
ведено зміни активності РНКаз у клітинах селезін-
ки (рис. 6, а) та раку Ерліха (рис. 6, б). На ензимогра-
мах виявляється 3 зони активності залежно від моле-
кулярної маси окремих РНКаз. Можна помітити, що 
під впливом системи АК + Fe(C5H5)2 (але не при дії АК 
і Fe(C5H5)2 окремо) відбувається значне зростання ак-
тивності фракції, що має найбільшу рухомість у полі-
акриламідному гелі (трек 3). Інші системи генеруван-
ня АФК мало впливають на активність ферментів се-
лезінки (див. рис. 6, а). При дослідженні активності 
РНКаз у ПК спостерігали значне підвищення актив-
ності всіх фракцій ферменту, найбільший вплив чи-
нила комбінація АК + ВіК (трек 5). Окремо введена 
АК не тільки не підвищує активності РНКаз у ПК, але 
помітно її знижує (трек 2) (див. рис. 6, б). Ці зміни мо-
жуть вказувати на розвиток процесу апоптозу у ПК.

а б
Рис. 6. РНКази клітин селезінки (а) і раку Ерліха (б) при дії 
АФК-генеруючих систем: 1 — контроль; 2 — АК; 3 — АК + 
Fe(C5H5)2; 4 — АК + Cu(Orn)2; 5 — АК + ВiК

ВИСНОВКИ
1. Доведено можливість створення штучних сис-

тем генерування АФК у цілісному організмі та в клі-
тинах експериментальних пухлин.

2. АФК-генеруючі системи, до яких входять АК 
і залізо- або мідьвмісні комплекси, знижують жит-
тєздатність ПК in vitro та гальмують ріст експери-
ментальних пухлин у мишей.

3. Результати досліджень можуть стати основою 
для створення нових підходів до цілеспрямованого 
впливу на пухлинний процес.

Роботу виконано в рамках цільової програми на-
укових досліджень ВБФМБ НАН України «Функці-
ональна геноміка і метаболоміка в системній біоло-
гії» (номер державної реєстрації теми 0112�002198; 
2012–2016 рр.).
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ANTITUMOR EFFECT OF REACTIVE 
OXYGEN SPECIES IN ARTIFICIAL 
ROS-GENERATING SYSTEMS

V.O. Shlyakhovenko, S.P. Zaletok, S.V. Gogol, 
A.A. Klenov, Yu.V. Janish, A.P. Burlaka, O.A. Glavin, 
M.O. Druzhina, A.V. Verbynenko, E.V. Karnaushenko

Summary. Objective: to develop a redox system genera ting 
reactive oxygen species (ROS) using non-toxic or low-to-

xic substances, to study their impact on experi mental tu-
mor growth. Object and methods: Lung carcinoma Lew-
is, Ehrlich carcinoma, P388, C57Bl/6 mice, non breading 
mice; bioche mical, spectroscopic, electron paramagnetic 
resonance, high performance liquid chromatography en-
zymografy, tumor transplantation and assessment of tu-
mor growth, statistics. Results: the possibility of creating 
artificial systems for generation of ROS in the system the 
whole organism and in tumor cells has been demonstrated. 
Antitumor effect of ROS-generating systems implemen ted 
at both the direct effects on tumor cells, and at the le vel of 
activation of anticancer defense mechanisms of the body. 
Conclusion: the research results can be the basis for new 
approaches for targeting tumor process.

Key Words: ROS-genera�ing �y��em�, reac�ive 
oxygen �pecie�, experimen�al �umor grow�h.
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