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ВСТУП
Супероксидні радикали (СР) постійно генеру-

ються в клітинах аеробних організмів у процесі мета-
болічних реакцій та у відповідь на ендогенні та екзо-
генні стимули. Дисбаланс, що виникає між утворен-
ням та інактивацією СР з незворотним наростанням 
концентрації та їх метаболітів у компартментах клі-
тин, відіграє провідну роль у  розвитку патологіч-
них станів, зокрема злоякісних новоутворень. Од-
нією з  особливостей цього стану є ремоделюван-
ня міжклітинного матриксу, зумовлене активацією 
матриксних металопротеїназ (MMП). Білки, ліпіди 
та нуклеїнові кислоти є чутливими до дії CР. Міто-

хондрії (Мх) та NADP∙H-оксидази (Nox), що діють 
поза клітиною, є основними джерелами СР. СР мо-
жуть регулювати активність генів редоксзалежних 
білків, зокрема і ММП [1–7].

Мета роботи — дослідити рівні СР в Мх клітин 
раку молочної залози (РМЗ) та їх вплив на актив-
ність ММП-2 та -9 і метастазування.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Досліджено зразки тканини пухлин 69 хворих 

на  РМЗ І–IV стадії (Т1–4N0–2M0–1) віком 31–
75 років: 15 — І, 14 — ІІ, 13 — ІІІ, 27 — з ІV стаді-
єю захворювання (із них 17 — з наявними віддале-

СУПЕРОКСИДНІ РАДИКАЛИ: 
ІНІЦІАЦІЯ МЕТАСТАЗУВАННЯ 
У ХВОРИХ НА РАК МОЛОЧНОЇ 
ЗАЛОЗИ
Однією із особливостей розвитку злоякісних пухлин є ремоделювання між-
клітинного матриксу, зумовлене активацією матриксних металопротеїназ 
(MMП) супероксидними радикалами (СР). Мітохондрії (Мх) та NADP∙H-
оксидази (Nox) у позаклітинному мікрооточенні є основними джерелами ге-
нерування СР, які регулюють активність генів редоксзалежних білків, зокре-
ма ММП. Мета: дослідити рівні СР в Мх клітин раку молочної залози (РМЗ) 
та їх вплив на активність ММП-2 та -9 і метастазування. Об’єкт і мето-
ди: досліджено зразки тканини пухлин 69 хворих на РМЗ І–IV стадії (Т1–
4N0–2M0–1) віком від 31 до 75 років: 15 — І, 14 — ІІ, 13 — ІІІ, 27 — ІV ста-
дії захворювання (з них 17 — категорії М1, 10 — М0). Супероксид-генеруючу 
активність нейтрофілів (Н) крові вивчали методом електронного парамаг-
нітного резонансу на комп’ютеризованому ЕПР-спектрометрі РЕ-1307 з ви-
користанням технології Spin Traps за кімнатної температури (1-гідрокси-
2,2,6,6-тетраметил-4-оксипіперидин). Рівень СР в Мх клітин РМЗ визнача-
ли за допомогою спінового уловлювача TEMPO-H. Активність ММП-2 та -9 
встановлювали методом зимографії у поліакриламідному гелі. Результати: 
виявлено пряму кореляційну залежність між активністю ММП-2 та -9 
і швидкістю генерування СР Мх клітин РМЗ (r = 0,61, r = 0,56 відповідно; 
р < 0,05). Встановлено, що після інкубації клітин пухлини з Н, що генерували 
СР зі швидкістю 1,82 нмоль/105 клітин∙хв, протягом 6 год при t = 37 °С ак-
тивність ММП-2 і -9 становила 1,43 ± 0,13 і 4,54 ± 0,19 у. о., а їх латент-
них форм — 1,88 ± 0,16 і 3,88 ± 0,12 у. о. відповідно. Інкубація клітин пух-
лини з Н, що генерували СР зі швидкістю 4,31 нмоль/105 клітин∙хв, призвела 
до значного (в 2–3 рази) зростання рівнів активних і латентних форм обох 
ферментів. Для РМЗ I стадії характерні відносно невисокі значення актив-
ності ММП-2 та -9, значно вищі середні показники спостерігаються у хво-
рих на РМЗ ІІ, ІІІ та особливо ІV стадії без метастазів. У хворих категорії 
М1 відмічено зниження активності ММП-2 та -9 порівняно з хворими гру-
пи М0 відповідно у 4 та 2 рази. Висновки: зростання швидкості генеруван-
ня СР у клітинах пухлини та позаклітинному матриксі є критичною і до-
статньою подією для активації ММП в пухлинах. При РМЗ СР генерують-
ся Мх і Н, які інфільтрують первинну пухлину. Ступінь індукції СР ММП-2 
та -9 визначає злоякісний фенотип пухлин та їхній метастатичний потен-
ціал. Отримані результати свідчать про важливу роль редокс-регуляції ак-
тивності ММП-2 та -9 на етапах інвазії та утворення віддалених мета-
статичних вузлів.
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ними метастазами, 10 — без них). Хворі проходили 
лікування в  Національному інституті раку Мініс-
терства охорони здоров’я України. Дослідження 
виконували відповідно до  принципів проведен-
ня біомедичних досліджень, викладених у  Гель-
сінській декларації Всесвітньої медичної асоціа-
ції. Пацієнти були проінформовані та дали згоду 
на  використання хірургічного матеріалу в  дослід-
ницьких цілях. У 100% випадків пухлини молочної 
залози за  гістологічним типом були аденокарци-
номами. Досліджено вплив СР, генерованих ней-
трофілами (Н), на активність ММП-2 і -9 у ткани-
ні РМЗ. Супероксид-генеруючу активність Н крові 
вивчали методом електронного парамагнітного ре-
зонансу на комп’ютеризованому ЕПР-спектрометрі 
РЕ-1307 з  використанням технології Spin Traps 
за кімнатної температури. Як спіновий уловлювач 
використовували 1-гідрокси-2,2,6,6-тетраметил-4-
оксипіперидин («Sigma») [8]. Швидкість генеруван-
ня СР Н становила 1,82 та 4,31 нмоль/105 клітин∙хв. 
Рівень СР в Мх клітин РМЗ визначали за допомо-
гою спінового уловлювача TEMPO-H («Sigma») [9]. 
Активність ММП-2 і -9 встановлювали методом зи-
мографії у поліакриламідному гелі [10]. Статистич-
ну обробку даних проводили за допомогою програм 
Statistiса та Excel. На рисунках наведено достовірні 
результати при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Виходячи з даних, отриманих іншими авторами, 

та результатів власних досліджень, можна стверджу-
вати, що в поетапній регуляції деструкції міжклітин-
ного матриксу в процесі метастазування РМЗ задія-
ні СР, які, як молекули-месенджери через відповід-
ні сигнальні шляхи, контролюють активність ММП 
як на рівні синтезу, так і на рівні активації цих фер-
ментів [11–13]. Ми виявили пряму залежність між 
активністю ММП-2 і -9 та швидкістю генерування 
СР Мх клітин в аденокарциномах молочної залози 
(рис. 1). За показником швидкості генерування СР 
Мх хворі були розділені на 2 групи відносно медіа-
ни — 2,83 нМоль/г тканини·хв. У групі з низькою 
швидкістю генерування СР показники активності 
желатиназ у 1,5–2,0 раза нижчі від таких в групі з ви-
сокою швидкістю генерування СР. Визначено пря-
му позитивну кореляцію між швидкістю генеруван-
ня СР та активністю ММП-2 і -9 (коефіцієнти ко-
реляції 0,61 та 0,56 відповідно; р < 0,05).

На основі отриманих даних щодо редоксзалеж-
ної регуляції активності ММП було проведено екс-
перимент in vitro — інкубації клітин РМЗ з Н з різ-
ною швидкістю генерування СР.

На рис. 2 та 3 наведено дані щодо інкубації клі-
тин РМЗ з Н, супероксид-генеруюча активність яких 
становила 4,31 нмоль/105 клітин∙хв.

Клітини РМЗ хворих із І стадією пухлинного про-
цесу характеризуються значним потенціалом актив-
ності ММП, який реалізується при зростанні супер-
оксид-генеруючої активності Н. Так, після інкубації 

клітин пухлини з Н, що генерували СР зі швидкістю 
1,82 нмоль/105 клітин∙хв, протягом 6 год при t = 37 °С 
активність ММП-2 і  -9 становила 1,43  ±  0,13 
і 4,54 ± 0,19 у. о., а їхніх латентних форм — 1,88 ± 0,16 
і 3,88 ± 0,12 у. о. відповідно (див. рис. 2 та 3, позначені 
літерою А). Інкубація клітин пухлини з Н, що генеру-
вали СР зі швидкістю 4,31 нмоль/105 клітин∙хв, при-
звела до значного (в 2–3 рази) зростання активності 
як активних, так і латентних форм обох ферментів.

На  відміну від пухлин хворих на РМЗ І стадії 
в пухлинах пацієнтів з РМЗ IV стадії без віддалених 
метастазів після інкубації клітин з Н зросла актив-
ність ММП, але знизився рівень активності латент-
них форм желатиназ. За цих умов інкубація клітин 
пухлини хворих з наявними віддаленими метастаза-
ми майже не вплинула на рівні продукування ними 
активних і латентних форм ММП-2 та -9. Таким 
чином, супероксидзалежна регуляція активності 
ММП у пухлинах у І стадії захворювання реалізу-
ється як на рівні синтезу, так і на рівні активації ла-
тентних форм ферментів. У IV стадії РМЗ без відда-
лених метастазів відбувається зростання активнос-
ті ММП-2 та -9, продукованих клітинами пухлин, 
внаслідок супероксидзалежної активації їх латент-
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Рис. 1. Залежність активності ММП-2 та -9 від швидко-
сті генерування СР в Мх клітин РМЗ
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Рис. 2. Активність ММП-2 в тканині РМЗ І стадії, ІV ста-
дії без віддалених метастазів та ІV стадії з віддаленими ме-
тастазами до (А) та після (Б) інкубації з Н
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них форм. Стадія IV пухлинного процесу за наяв-
ності віддалених метастазів характеризується від-
сутністю відповіді досліджуваних ферментних сис-
тем в новоутворенні на дію СР. Це може свідчити 
про виснаженість систем синтезу латентних форм 
ММП та/або їх окисне пошкодження за умов наяв-
ності сформованих метастазів. Отримані результа-
ти свідчать про важливу роль редокс-регуляції ак-
тивності ММП-2 та -9 на етапах інвазії та утворен-
ня віддалених метастатичних вузлів.

Раніше ми встановили, що при інкубації клітин раку 
шлунка людини з Н з різною cупероксид-генеруючою 
активністю (2,56 і 5,28 нмоль/105 клітин∙хв), виділе-
них із крові хворих, зростає активність ММП у ткани-
ні пухлин залежно від активності Н. Одночасно рівень 
латентних форм ММП відповідно знижувався [14].

Відомо, що деградація міжклітинного матриксу су-
проводжує кожний з етапів метастазування — відщеп
лення пухлинних клітин, інтравазацію, циркуляцію, 
екстравазацію та формування віддалених метастатич-
них вузлів. ММП зумовлюють метастазування пухлин 
шляхом розщеплення компонентів базальної мембра-
ни і екстрацелюлярного матриксу, включаючи жела-
тин, колаген, фібрин, ламінін та протеоглікани [15].

На рис. 4 наведено дані активності ММП-2 та -9 
в тканині аденокарцином молочної залози на різних 
стадіях пухлинного процесу. При цьому для I стадії 
характерні відносно невисокі значення активності 
ММП-2, значно вищі (в 5–10 разів) середні показ-
ники відзначають у хворих з ІІ та ІІІ стадями, а осо-
бливо ІV стадією без метастазів. Для ІV стадії з ме-
тастазами, коли деструктивні зміни розвинені мак-
симально, відмічено суттєве (у  4 рази) зниження 
активності ММП-2 порівняно з ІV стадією без ме-
тастазів. Та сама динаміка показників притаманна 
і ММП-9. Вірогідно, наростання концентрацій ак-
тивних форм ММП характерне для тих етапів пух-
линного процесу, коли відбувається активна інвазія 
пухлини та формування майбутніх метастазів (від-
рив, інтравазація, циркуляція, екстравазація та осі-
дання пухлинних клітин в  сайтах віддаленого ме-
тастазування). При  ІV стадії захворювання, коли 
утворення метастатичних фокусів загалом відбуло-
ся (метастази клінічно виявні), немає необхіднос-
ті в посиленій деструкції міжклітинного матриксу, 
а значить, у відповідній активності ММП. Відміти-
мо, що такий характер залежності активності ММП 
від стадії захворювання лише частково співвідно-
ситься із відомими результатами. У більшості робіт 
показано підвищення експресії ММП у  ІV  стадії, 
а в деяких, навпаки, зниження цих значень. Необ-
хідно підкреслити, що автори визначали саме екс-
пресію, а не рівень активності ММП, і хворих з ме-
тастазами не виділяли в окрему групу [16, 17].

Низкою авторів виявлено залежність між швид-
кістю генерування О2

., концентраціями активних 
форм ММП-2 і -9, поганим прогнозом та виживаніс-
тю хворих на рак [18–20]. Показано, що швидкість 
генерування О2

. і експресія та/або активність ММП 
підвищуються в пухлинах, що метастазують. Швид-
кість генерування О2

. є ключовим фактором на всіх 
етапах формування злоякісних пухлин і їх інвазії, 
а ММП-2 і -9 зумовлюють прогресування пухлин. 
У  промоторах ММП знайдено генетичні варіації, 
які спричиняють прогресування пухлин. Ці варіації 
включають мононуклеотидний поліморфізм (SNP)-
1607 bp, де гуанін (G) формує Ets-зв’язуючий сайт 
5’-GGAT-3’, що підвищує транскрипцію ММП. 
62% пухлин несуть 2G поліморфізм, серед них рак 
яєчника, меланома, рак легені, карцинома нирки, 
рак шлунка, колоректальний рак і рак ендометрія, 
для яких характерними є високі рівні генерування 
радикальних форм кисню, високі рівні активнос-
ті ММП та агресивність пухлин [21–24]. Таким чи-
ном, генерування пухлиною високих рівнів О2

., ак-
тивністі ММП, а також 2G генотип зумовлюють 
агресивність та метастазування пухлин. Mn-СОД 
(SOD-2; манганзалежна супероксиддисмутаза), яка 
функціонує в Мх й активність якої зростає при під-
вищенні рівнів О2

. в цій органелі, може бути вико-
ристана як показник для прогнозування перебігу 
патологічного процесу у хворих не лише на РМЗ, 
але й на рак шлунка, стравоходу, колоректальний 
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рак  [1–3]. Зростання рівнів О2
. та редоксзалежне 

підвищення активності SOD-2, TNF-α, АР-1, IL-
1, IL-6, IL-8 створює окисне навантажння в орга-
нізмі, що активує транскрипцію генів, асоційова-
них із запаленням, включаючи ММП, та посилен-
ня метастазування. СР є важливими регуляторами 
активності цистеїнвмісних білків. Залишки цисте-
їну можуть знаходитися як у відновленому (R-SH), 
так і в окисненому (R-SOH, R-SО2Н) станах. Багаті 
на цистеїн протеїни, які є в молекулах багатьох ре-
цепторів і сигнальних молекул, є мішенню для ре-
докс-регуляції СР, яка необхідна для перебігу білок-
білкових і білок-ДНК взаємодій. Таким чином, СР 
можуть брати участь у мітоген-індукованих подіях 
в клітині — активації протеїнкіназ, серин-/треонін-
протеїнкіназ та факторів транскрипції [1–3].

СР можуть активувати кінази, що регулюють 
експресію ММП. Ras є редокс-чутливим протеїном 
(активується шляхом окисної модифікації Cys-118), 
що спричинює внутрішньоклітинне генерування СР 
НАДН/НАДФН-оксидазами. Основними мішенями 
для СР, через які вони реалізують вплив на ММП, є 
MAPK і РІ3К. СР активують ММП-2 і -9, перетво-
рюючи латентні форми в активні при їх продукуван-
ні Н у міжклітинному матриксі та окиснюють ко-
лаген IV типу. Показано, що генерування СР Н по-
силює активність ММП-2 в клітинах, що корелює 
з рухливістю клітин та їх інвазивністю. Ліпопереки-
си, які утворюються в клітинах під дією СР, також 
можуть активувати ММП. Так, головний компонент 
окиснених ліпопротеїдів низької щільності лізофос-
фатидилхолін може активувати ММП-2 через акти-
вацію генерування О2

. Н [1–3, 22, 23].
Рівень активності MMП регулюється СР 

на транскрипційному і посттрансляційному рівнях, 
тобто вони регулюють експресію генів та активність 
ММП. ММП секретуються в  латентній (неактив-
ній) формі і містять інгібіторний домен. Неактив-
на конформація цих білків підтримується взаємо-
діями між SH-групами залишків цистеїнів у складі 
продомену та атомами Zn2+ у складі каталітичного 
сайту [24–26]. Ми вважаєм, що активація ММП від-
бувається при розриві Zn2+-SH-зв’язків при взаємо-
дії СР з SH-групами цистеїнових фрагментів, а мо-
дифікація цих зв’язків є ключовою подією аутоак-
тивації ММП.

ВИСНОВКИ
1. Зростання швидкості генерування СР в  клі-

тинах пухлини та позаклітинному матриксі є кри-
тичною і достатньою подією для активації ММП 
у пухлинах. Встановлено достовірний кореляційний 
зв’язок між швидкістю генерування СР та активніс-
тю ММП-2 (r = 0,61) та ММП-9 (r = 0,56).

2. СР у тканині РМЗ генерують Мх і Н, які інфіль-
трують первинну пухлину та готують «ніші» для відда-
леного метастазування. При інкубації клітин РМЗ з Н 
показано зростання рівня активних форм ММП-2 і -9 
та, відповідно, зниження їх латентних форм.

3. Ступінь індукції СР ММП-2 та -9 визначає зло-
якісний фенотип пухлин та швидкість їх прогресу-
вання. Зростання активності ММП в тканині РМЗ 
спостерігається до появи віддалених метастазів.
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SUPERROXIDE RADICALS:  
INITIATION OF METASTASes IN PATIENTS 
WITH BREAST CANCER

A.P. Burlaka, І.І. Ganusevich, A.V. Vovk

Summary. One of the features of the malignant tumors 
development is the remodeling of the intercellular ma-
trix due to the activation of matrix metalloproteinas-
es  (MMP) by superoxide radicals (SR). Mitochon-
dria (Mc) and NADP ∙H-oxidase (Nox) in extracellular 
microenvironment are the main sources of SR genera-
tion that regulate the activity of genes of redox-depen-
dent proteins, in particular, MMP. Aim: to investigate 
the levels of CP in Mc of breast cancer cells and their in-
fluence on the activity of MMP-2 and -9 and metasta-
sis. Object and methods: tumor tissue samples of 69 pa-
tients with breast cancer stage I–IV (Т1–4N0–2M0–1) 
aged from 31 to 75 years old were studied: 15 — І, 14 — 
ІІ, 13 — ІІІ, 27 — IV stages of the disease (including 
17 — categories M1, 10 — M0). The superoxide-gene
rating activity of blood neutrophils (N) was studied by 
electron paramagnetic resonance method on a comput-
erized EPR-spectrometer RE-1307 using Spin Traps 
at room temperature (1-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-
4-oxypiperidine). The SR level in Mc of breast cancer 

cells was determined using a spin capture TEMPO-H. 
The activity of MMP-2 and -9 was determined by zy-
mography polyacrylamide gels. Results: a direct corre-
lation between the activity of MMP-2 and -9 and the 
rate of generation of SR Mc of breast cancer cells was 
detected (r = 0.61, r = 0.56, respectively, p < 0.05). 
It was found that after incubation of tumor cells with 
N that generated CP at 1.82 nmol/105 cells  ∙  min, 
for 6 h at t = 37 °C, the activity of MMP-2 and  -9 
was 1.43 ± 0.13 and 4.54 ± 0.19 CU and their latent 
forms — 1.88 ± 0.16 and 3.88 ± 0.12 CU, respective-
ly. Incubation of tumor cells with N that generated SR 
with a rate of 4.31 nmol/105 cells ∙ min resulted in a sig-
nificant (2–3-fold increase) in the levels of active and 
latent forms of both enzymes. For BC stage I, the rela-
tively small values ​​of activity of MMP-2 and -9 are sig-
nificantly higher mean values observed in patients with 
ІІ, ІІІ and, especially, in breast cancer stage IV without 
metastases. In patients with the category M1, decreased 
activity of MMP-2 and -9 in comparison with patients 
M0, respectively, in 4 and 2 times was determined. Con-
clusions: growth rate of SR generation in tumor cells and 
extracellular matrix is ​​a critical and sufficient event for 
activation of MMP in tumors. In breast cancer SR, Mc 
and N are generated which infiltrate the primary tumor. 
The degree of induction by superoxide radicals MMP-2 
and MMP-9 defines the malignant phenotype of tumors 
and their metastatic potential. The obtained results in-
dicate the important role of redox regulation of MMP-2 
and -9 activity in the stages of invasion and the forma-
tion of distant metastatic nodes.

Key Words: superoxide radicals, matrix 
metalloproteinases, mitochondria, breast cancer, 
metastasis.

Адреса для листування:
Бурлака А.П.
03022, Київ, вул. Васильківська, 45
Інститут експериментальної патології, онкології 
і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України
E-mail: apburlaka@gmail.com

Одержано: 24.07.2017


