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редокс-стан кроВі та ВижиВаність хВорих на рак  
прямої кишки

клітини організму містять визначену концентрацію електронів, які характеризують їх стабільний 
окисно-відновний (редокс) стан. електрони транспортуються на кисень і формують потенційну енергію 
для реалізації функцій клітин – росту й апоптозу. порушення рівноваги в редокс-стані клітин ініціює роз-
виток та прогресування основних соціально значущих патологій. 

метою даної роботи було дослідити редокс-стан крові хворих на рак прямої кишки (рпк) (рівні 
церулоплазміну (цп), трансферину (тФ) та “вільного заліза” (“вЗ”), супероксид- і NO-генеруючу активність 
нейтрофілів і тромбоцитів) та його вплив на загальну виживаність (Зв). 

досліджено зразки венозної крові 60 хворих на рпк (т2-4N0-2M0G2) та 20 донорів. рівні цп, тФ, “вЗ” у крові 
визначали методом електронного парамагнітного резонансу за температури рідкого азоту (т=77 к). 

редокс-стан крові хворих на рпк формується: зниженням удвічі активності цп порівняно з контролем; 
зменшенням у 3 рази вмісту тФ і зростанням у 10 разів рівня “вЗ”; незначним підвищенням супероксид-
генеруючої активності нейтрофілів та у 8–14 разів – тромбоцитів; зниженням швидкості генерування NO 
в 3,7 та 4,3 раза нейтрофілами і тромбоцитами відповідно. відзначено достовірний вплив на виживаність 
пацієнтів із рпк активності цп (p<0,044), рівня “вЗ” (p<0,026), супероксид-генеруючої активності надФ·н-
оксидази нейтрофілів (p<0,043). 

встановлено, що у хворих на рпк (т2-4N0-2M0G2) розвиток аденокарциноми супроводжується зміною 
редокс-стану крові за рахунок зниження активності цп та вмісту тФ, що призводить до появи “вЗ” і зро-
стання його рівня. разом із тим, важливу роль у порушенні редокс-стану крові цих пацієнтів відіграють 
зміни супероксид- та NO-генеруючої активності надФ∙н-оксидази й індуцибельної NO-синтази нейтрофілів 
і тромбоцитів. стан редокс-формуючих складових крові хворих корелює із загальною 5-річною виживаністю. 
відмічено достовірний вплив на Зв активності цп, вмісту “вЗ” та супероксид-генеруючої активності 
надФ·н-оксидази нейтрофілів і тромбоцитів.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: рак прямої кишки, церулоплазмін, трансферин, “вільне залізо”, супероксид- і 
NO-генеруюча активність нейтрофілів та тромбоцитів.

ВСТУП. Клітини організму містять визначену 
концентрацію електронів, які характеризують 
їх стабільний окисновідновний (редокс) стан. 
Електрони транспортуються на кисень і фор му
ють потенційну енергію для реалізації функ цій 
клітин – росту й апоптозу. Порушення рівно
ваги в редоксстані клітин ініціює розвиток та 
прогресування основних соціально значущих 
патологій. Головними редоксформуючими 
складовими крові є білки, які можуть прий ма
ти/віддавати та генерувати електрони: церу
лоплазмін (ЦП), трансферин (ТФ), “вільне залізо” 
(“ВЗ”), НАДФ∙Ноксидаза й індуцибельна NO
синтаза (іNOS) нейтрофілів і тромбоцитів.

Церулоплазмін людини є глікопротеїном з 
молекулярною масою 132 кДа і містить шість 

іонів міді. У спектрі електронного парамагнітного 
резонансу (ЕПР) ЦП характеризується сигналом 
від Cu типу II з g=2,05. Церулоплазмін – бага
тофункціональний білок “гострої фази” з 
амі но оксидазною, супероксиддисмутазною 
та ферооксидазною активністю. Каталізує 
окис  нення Fe2+ до Fe3+ при завантаженні апо
трансферину залізом, а також реокиснює Cu+ 

в Cu2+. Трансферин – глюкопротеїд, який за
без печує залізом клітини тканин, синтез гемо
вих та негемових залізовмісних білків. Рівень 
ТФ визначається інтенсивністю сигналу ЕПР 
з g=4,25. За розвитку злоякісних пухлин у 
крові та клітинах тканин зростає вміст “віль
ного заліза”, причому на ранніх стадіях про
цесу внаслідок декомпартменталізації іонів 
заліза з феритину і деструкції інших гемових © А. П. Бурлака, В. В. Голотюк, А. В. Вовк, С. М. Лукін,  

Є. П. Сидорик, 2015.
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та негемових залізовмісних білків. При ЕПР 
детекції “ВЗ” його концентрація визначається 
інтенсивністю сигналу з g=2,2–2,4. Нейтрофіли 
та тромбоцити розглядають як важливі проти і 
пропухлинні фактори формування та розвитку 
пухлин. Стимуляція тромбоцитів та нейтрофілів 
проявляється генеруванням супероксидних 
радикалів НАДФ∙Ноксидазою та оксиду азоту 
NOсинтазою. НАДФ·Ноксидаза функціонує у 
мембранах нейтрофілів та тромбоцитів, а при їх 
активації експресується каталітична субодиниця 
ферменту gp91phox, яка в подальшому регулює 
генерування супероксидних радикалів. Іншими 
складовими НАДФ·Ноксидази є р47phox, р67phox 
і Rac [1–5]. 

Метою роботи було дослідити редоксстан 
крові хворих на рак прямої кишки (РПК) (рівні 
ЦП, ТФ та “ВЗ”, супероксид і NOгенеруючу 
активність нейтрофілів і тромбоцитів) та його 
вплив на загальну виживаність (ЗВ).

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. Досліджено 
зраз ки венозної крові 60 хворих (34 чоловіки 
і 26 жінок, середній вік – (63±1,3) року) з аде
нокарциномою прямої кишки ІІ–ІІІ стадій (Т2
4N02M0G2), які перебували на лікуванні в 
ІваноФранківському обласному клінічному 
он кологічному диспансері. У всіх пацієнтів 
ді а гноз, стадію захворювання і наявність 
мета стазів верифіковано відповідно до вимог 
дока зової медицини (в ході відповідних клініко
інструментальних обстежень, морфологічно). 
Дослідження виконували згідно з принципами 
проведення біомедичних досліджень за участю 
людей, які викладено в Гельсінській декларації 
Всесвітньої медичної асоціації.

Рівні ЦП, ТФ та “ВЗ” у крові хворих дослі
джували на комп’ютеризованому ЕПРспек
трометрі РЕ1307 за температури рідкого азоту 
(Т=77 К) [3]. Для цього в пробірку з 0,2 мл роз
чину трилону Б (3 %) наливали 0,5 мл венозної 
крові, взятої з ліктьової вени, і заморожували у 
спеціальній пресформі в рідкому азоті.

Нейтрофіли виділяли з венозної крові на 
розчині трилону Б (3 %) за стандартною мето
дикою на градієнті щільності фікол/верографін 
[6]. Тромбоцити виділяли відповідно до мето
дики, описаної в роботі [7]. 250 мкл очищеної 
фракції нейтрофілів і тромбоцитів викори
стовували для визначення рівнів швидкості 
генерування супероксидних радикалів та NO. 
Супероксидгенеруючу активність НАДФ·Н
оксидази досліджували методом ЕПР із застосу
ванням спінових уловлювачів: 1гідрокси2,2,6,6
тетраметил4оксипіперидину при кімнатній 
температурі. Швидкість генерування оксиду азо
ту індуцибельною NOсинтазою визначали мето

дом ЕПР та за допомогою технології “Spin Traps” 
при температурі 77 К. Як спіновий уловлювач 
застосовували діетилдитіокарбамат (“Sigma”) 
[8]. Контролем слугували визначені показники 
20 практично здорових людей (9 чоловіків, 11 
жінок віком 50–58 років). Виживаність хворих 
аналізували за методом Каплана–Мейєра, для 
парних порівнянь використовували log-rank 
критерій [9]. Статистичний аналіз проводили 
із застосуванням прикладних ліцензійних про
грам GraphPadPrism 6 та Origin 7.0. Різницю між 
показниками вважали достовірною при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. На рисун
ку 1 наведено спектри ЕПР крові донора (1) та 
хворого на РПК (2). У спектрах ЕПР 1, 2 виявле
но сигнали ЕПР з g=2,05, g=4,25, інтенсивність 
яких відповідала активності ЦП та вмісту ТФ. 
У крові хворих, крім цього, виявлено високий 
вміст метгемоглобіну (g=6,3) та “ВЗ”, рівень якого 
відображав широкий сигнал ЕПР з g=2,2–2,4.

На рисунку 2 наведено дані щодо вмісту 
ЦП і ТФ у крові донорів та хворих на РПК. 
Визначений нами рівень ЦП у крові пацієнтів 
становив у середньому (0,42±0,005) відн. од., 
що вдвічі менше (р<0,05) порівняно з донорами 
((0,82±0,007) відн. од.). Зниження рівня ЦП, 
його каталітичної, супероксиддисмутазної та 
ферооксидазної активності у хворих на РПК 
порушувало редоксстан крові.

Отримані дані щодо вмісту ТФ у цих хво
рих свідчать про його зниження у 3 рази 
((0,23±0,007) відн. од.) порівняно з показниками 
донорів ((0,76±0,01) відн. од.). При зменшенні 
вмісту ТФ у крові хворих порушується транспорт 
іонів заліза до місць його утилізації та синтезу ге
мових і негемових білків, що сприяє формуванню 
окисного фенотипу пухлини та її проліферації. 
Редоксстан крові також визначається рівнем ТФ, 
його здатністю до зв’язування та транспортуван

Рис. 1. Спектри ЕПР крові донора (1) та хворого на РПК 
(2) при температурі рідкого азоту (77 К).
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ня іонів Fe3+ і, тим самим, запобігання ініціації 
реакції Фентона з утворенням гідроксильних 
радикалів, для детоксикації яких в організмі не 
існує механізмів:

 Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + ·OH + OH –
Проаналізовано 5річну ЗВ хворих залежно 

від активності ЦП (рис. 3). У хворих (n=34), в 
яких активність ферменту була >0,42 відн. од., 
5річна ЗВ становила 60 %, медіани виживаності 
(МВ) не досягнуто. У пацієнтів (n=26) з нижчою 
активністю ЦП (<0,42 відн. од.) ЗВ склала 28 %, 
МВ – 23 міс.; χ2=4,08, p=0,044.

Аналіз 5річної ЗВ хворих на РПК залеж
но від вмісту ТФ показав, що краща вона в 
підгрупах пацієнтів з вищим рівнем ТФ (рис. 4), 
тоді як у підгрупі (n=29), в якій вміст ТФ у крові 
>0,22 відн. од., МВ не досягнуто, ЗВ – більше 
60 %. У підгрупі (n=31) з рівнем ТФ <0,22 відн. од. 
вона становила 27 міс. (logrank тест, χ2=3,16, 
p=0,076).

У крові хворих (рис. 5) було зареєстровано 
появу “ВЗ” та зростання його рівня в 10 разів 
((0,25±0,07) відн. од.) порівняно з донорами 
((0,027±0,01) відн. од.), р<0,05.

Проаналізовано 5річну ЗВ хворих залежно 
від вмісту “ВЗ”. У пацієнтів (n=33), в яких рівень 
“ВЗ” <0,23 відн. од., 5річна ЗВ становила 58 %, 
МВ не досягнуто. У хворих (n=27) з вищим 
вмістом “ВЗ” (>0,23 відн. од.) ЗВ складала 30 %, 
МВ – 17 міс.; χ2=4,96, p=0,026 (рис. 6).

Зростання рівня “ВЗ” в організмі хворих з 
урахуванням його високого прооксидантного 
потенціалу може призвести до посилення 

Рис. 2. Активність ЦП і вміст ТФ у крові донорів та 
хворих на РПК.

Рис. 3. Загальна виживаність хворих на РПК залежно 
від активності ЦП: 1 – <0,42 відн. од.; 2 – >0,42 відн. од. 
Оцінка за Капланом–Мейєром, logrank тест, р=0,044.

Рис. 4. Загальна виживаність хворих на РПК залежно 
від вмісту ТФ у крові: 1 – >0,22 відн. од.; 2 – <0,22 відн. од. 
Оцінка за Капланом–Мейєром, logrank тест, р=0,076.

Рис. 5. Рівень “ВЗ” у крові донорів та хворих на РПК.

Рис. 6. Загальна виживаність хворих на РПК залежно 
від вмісту “ВЗ”: 1 – >0,23 відн. од.; 2 – <0,23 відн. од. Оцінка 
за Капланом–Мейєром, logrank тест, р=0,026.
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окисного фенотипу новоутворення, що сприяє 
прогресуванню захворювання.

На рисунку 7 наведено дані щодо швидкості 
генерування супероксидних радикалів НАДФ∙Н
оксидазою та оксиду азоту iNOS тромбоцитів. 
У практично здорових людей цей показник 
становив (0,250±0,001) нМ/105 клітин∙хв, тоді як у 
хворих на РПК – (2,67±0,08) нМ/105 клітин∙хв (від 
1,75 до 3,95 нМ/105 клітин∙хв). Тобто супероксид
генеруюча активність тромбоцитів у хворих на 
РПК у 8,0–14,0 (р<0,001) разів перевищувала 
контрольні значення. Умовно за цим показником 
хворих можна поділити на три групи: з високою 
активністю – >3,20 (3,45±0,11) нМ/105 клітин∙хв 
(n=11); з помірною активністю – 2,50–3,2 
(2,75±0,03, p<0,05) нМ/105 клітин∙хв (n=18); з 
низькою активністю – <2,5 (<2,35±0,05, р<0,05) 
нМ/105 клітин∙хв (n=21).

Рівень швидкості генерування оксиду 
азоту іNOS тромбоцитів у донорів становив 
(1,51±0,02) нМ/105 клітин∙хв, у хворих на РПК 
визначався в межах 0,25–0,49 нМ/105 клітин∙хв 
(0,34±0,01, p<0,01 порівняно з контролем).

У хворих з високою активністю НАДФ∙Н
оксидази (>3,20 нМ/105 клітин∙хв) 5річна 
ЗВ становила 39 % з медіаною 22 міс., за 
помірної (2,5–3,0 нМ/105 клітин∙хв) та низької 
(<2,35 нМ/105 клітин∙хв) супероксидгенеруючої 
активності ферменту – 56 і 62 % відповідно 
(медіани ЗВ у цих підгрупах не досягнуто); 
χ2=0,88, p=0,35 (рис. 8).

Аналіз 5річної ЗВ хворих на РПК залеж
но від швидкості генерування NO показав, 
що в підгрупі з більшою активністю iNOS 
(>0,34 нМ/105 клітин∙хв) ЗВ складала 64 %, 
медіани не досягнуто, а в підгрупі з активністю 
iNOS ≤0,34 нМ/105 клітин∙хв вона становила 
29 міс., при цьому статистично достовірної різниці 
не виявлено (logrank тест, p=0,4) [10–13].

На рисунку 9 наведено дані щодо швидкості 
генерування О2

. НАДФ∙Ноксидазою та оксиду 

азоту iNOS нейтрофілів у хворих на РПК. У 
частини пацієнтів (n=18) активність генерування 
О2

. нейтрофілами в середньому складала 
(0,24±0,003) нМ/105 клітин∙хв та була близькою 
до рівня показника донорів (0,23±0,004) нМ/105 

клітин∙хв). У іншої частини хворих (n=42) цей 
показник реєстрували в межах 0,25–0,48 нМ/105 
клітин∙хв (0,36±0,01, р<0,05). 

Індуцибельна NOсинтаза, як і НАДФ∙Н
оксидаза, забезпечує регуляторну та цитоток
сичну активність нейтрофілів, генеруючи NO [14, 
15]. При дослідженні активності iNOS у хворих 
на РПК виявлено нижчий рівень її активності 
((0,39±0,017) нМ/105 клітин∙хв) порівняно з по
казником донорів ((1,45±0,02) нМ/105 клітин∙хв), 
р<0,01.

Було проаналізовано 5річну ЗВ хворих за
лежно від рівня активності НАДФ·Ноксидази. У 
хворих (n=28), які мали високу активність НАДФ·Н
оксидази (>0,31 нМ/105 клітин·хв), 5річна ЗВ ста
новила 40 % з медіаною 39 міс., у пацієнтів (n=32) 
з низькою активністю (<0,31 нМ/105 клітин·хв) ЗВ 
складала 78 %, медіани не досягнуто; χ2=4,25, 
р=0,039 (рис. 10).

Рис. 7. Супероксид та NOгенеруюча активність 
тромбоцитів у донорів (1, 3) та хворих на РПК (2, 4).

Рис. 8. Загальна виживаність хворих на РПК за
лежно від супероксидгенеруючої активності НАДФ·Н
оксидази тромбоцитів: 1 – швидкість генерування 
супероксидних радикалів <2,35 нМ/105 клітин∙хв; 2 – 2,5–
3,0 нМ/105 клітин∙хв; 3 – >3,20 нМ/105 клітин∙хв. Оцінка за 
Капланом–Мейєром, logrank тест, p=0,35.

Рис. 9. Супероксид та NOгенеруюча активність 
нейтрофілів у донорів (1, 3) та хворих на РПК (2, 4).
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Рис. 10. Загальна виживаність хворих залежно від 
супероксидгенеруючої активності НАДФ·Ноксидази: 
1 – швидкість генерування супероксидних радикалів 
<0,31 нМ/105 клітин·хв; 2 – >0,31 нМ/105 клітин·хв. Оцінка 
за Капланом–Мейєром, logrank тест, р=0,039.

При аналізі 5річної ЗВ хворих залежно 
від швидкості генерування NO нейтрофілами 
статистично достовірної різниці не виявлено, log

rank тест, χ2=2,32, р=0,13. Супероксидні радикали 
та оксид азоту, генеровані нейтрофілами і 
тромбоцитами, беруть участь у формуванні 
редоксстану крові, зумовленого ростом пухлини, 
сприяючи її прогресуванню. 

ВИСНОВКИ. 1. У хворих на РПК (Т24N0
2M0G2) розвиток аденокарциноми супро
воджується зміною редоксстану крові за рахунок 
зниження активності ЦП та вмісту ТФ, що призво
дить до появи “ВЗ” і зростання його рівня. Разом 
із тим, важливу роль у порушенні редоксстану 
крові цих пацієнтів відіграють зміни супероксид 
та NOгенеруючої активності НАДФ∙Ноксидази 
й iNOS нейтрофілів і тромбоцитів.

2. Стан редоксформуючих складових 
кро ві хворих корелює із загальною 5річною 
виживаністю. Встановлено достовірний вплив 
на ЗВ активності ЦП, вмісту “ВЗ” та супероксид
генеруючої активності НАДФ·Ноксидази нейтро
філів і тромбоцитів.
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редокс-состояние кроВи и ВыжиВаемость больных раком  
прямой кишки 

Резюме
клетки организма содержат определенную концентрацию электронов, которые характеризуют их 

стабильное окислительно-восстановительное (редокс) состояние. Электроны транспортируются на 
кислород и формируют потенциальную энергию для реализации клеточных функций – роста и апоптоза. 
нарушение равновесия в редокс-состоянии клеток инициирует развитие и прогрессирование основных 
социально значимых патологий. 

целью работы было исследовать редокс-состояние крови больных раком прямой кишки (рпк) (уровни 
церулоплазмина (цп), трансферрина (тФ) и “свободного железа” (“сж”), супероксид- и NO-генерирующую 
активность нейтрофилов и тромбоцитов) и его влияние на общую выживаемость (ов). 

исследованы образцы венозной крови 60 больных рпк (т2-4N0-2M0G2) и 20 доноров. уровни цп, тФ, 
“сж” в крови определяли методом электронного парамагнитного резонанса при температуре жидкого 
азота (т=77 к). 

редокс-состояние крови больных рпк формируется: снижением вдвое активности цп по сравнению с 
контролем; уменьшением в 3 раза содержания тФ и возрастанием в 10 раз уровня “сж”; незначительным 
повышением супероксид-генерирующей активности нейтрофилов и в 8–14 раз – тромбоцитов; снижением 
скорости генерирования NO в 3,7 и 4,3 раза нейтрофилами и тромбоцитами соответственно. отмечено 
достоверное влияние на выживаемость пациентов с рпк активности цп (p<0,044), уровня “сж” (p<0,026), 
супероксид-генерирующей активности надФ·н-оксидазы нейтрофилов (p<0,043). 

установлено, что у больных рпк (т2-4N0-2M0G2) развитие аденокарциномы сопровождается изме-
нением редокс-состояния крови за счет снижения активности цп и содержания тФ, что приводит к по-
явлению “сж” и возрастания его уровня. вместе с тем, важную роль в нарушении редокс-состояния крови 
этих пациентов играют изменения супероксид- и NO-генерирующей активности надФ·н-оксидазы и iNOs 
нейтрофилов и тромбоцитов. состояние редокс-формирующих составляющих крови больных коррелирует 
с общей 5-летней выживаемостью. отмечено достоверное влияние на ов активности цп, содержания 
“сж” и супероксид-генерирующей активности надФ·н-оксидазы нейтрофилов и тромбоцитов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рак прямой кишки, церулоплазмин, трансферрин, “свободное железо”, супер-
оксид- и NO-генерирующая активность нейтрофилов и тромбоцитов.
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blood redox sTaTe and survival in paTienTs wiTh recTal cancer

Summary
the cells of an organism have a definite concentration of electrons that characterizes their stable redox status. 

electrons are transported to the oxygen and create the potential energy to realize the cell functions such as growth 
and apoptosis. imbalance in the redox state of cells initiates the development and progression of the most socially 
significant pathologies. 

the aim of the research was to study the blood redox state in patients with rectal cancer (rc) (the levels of 
ceruloplasmin (cP), transferrin (tF) and “free iron” (“Fi”), superoxyd-, NO-generating activity of neutrophils and 
platelets) and its impact on оverall survival (оs). 

venous blood samples of 60 patients with rc (t2-4N0-2M0G2) and 20 donors were studied. the defining 
levels of cP, tF, “Fi” in blood was performed by electron paramagnetic resonance (ePr) at the temperature of 
liquid nitrogen (t=77 k). 

the blood redox state in patients with rc are formed by: 2 times reduced cP activity in comparison with the 
reference sample; 3 times reduced tF content and 10 times increased “Fi” levels; slightly increased superoxide- 
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generating activity of neutrophils and 8–14 times increased superoxide generating activity of platelets; 3.7 and 4.3 
times reduced NO generation rate of neutrophils and platelets, respectively. it was found that the survival in patients 
with rc was significantly influenced by the level of cP activity (p<0.044), levels of “Fi” (p<0.026), superoxide 
generating activity of NaDP·H-oxidase of neutrophils (p<0.043). 

it was found that the adenocarcinoma progression in patients with rc (t2-4N0-2M0G2) was accompanied by 
change in the blood redox state by reducing cP activity and level of tF that led to the emergence of “Fi” and the 
increase of its level. Besides, the changes of superoxyde- and NO-generating activity NaDP∙H-oxidase and iNOs 
of neutrophils and platelets significantly influenced the imbalance of the blood redox state in the patients. the state 
of redox forming blood components in patients correlated with the оverall 5-year survival. it was found that the cP 
activity, the “Fi” level and the superoxide-generating activity of NaDP·H-oxidase of neutrophils and platelets had 
significant effect on оs.

KEY WORDS: rectal cancer, ceruloplasmin, transferrin, “free iron”, superoxyde- and NO-generating 
activity of neutrophils and platelets.
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