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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ
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ОЦІНКА ВПЛИВУ ПОЄДНАНОЇ ДІЇ
РЕНТГЕНІВСЬКОГО ВИПРОМІНЕННЯ ТА
ЕТОПОЗИДУ НА СИНТЕЗ ПРОАПОПТОЗНИХ
СФІНГОЛІПІДІВ У КАРЦИНОМІ ГЕРЕНА

О дним з основних напрямків наукового по	
шуку в радіаційній онкології є підвищення

специфічного протипухлинного ефекту. Останніми
роками набула активного розвитку стратегія бага	
тофакторної терапії, яка поряд з опроміненням
включає використання модифікаторів, зокрема ци	
тостатиків. У зв'язку з цим зростає актуальність по	
шуку способів модифікації променевої терапії для
подолання радіорезистентності пухлин. Перспек	
тивним шляхом подальшого розвитку хіміопроме	
невої терапії може бути розробка технологій, нап	
равлених на підвищення ініціації апоптозної заги	
белі пухлинних клітин як одного з найважливіших
шляхів подолання радіорезистентності. 

Нині особлива увага приділяється вивченню це	
рамідного шляху апоптозу. Доведено, що генерація
проапоптозного ліпіду — цераміду (ЦМ) є важли	
вим етапом в індукції загибелі пухлинних клітин під
дією радіації [1	3]. Саме з порушенням у пухлинних
клітинах накопичення ЦМ та його метаболізму
пов'язують явище радіорезистентності [4, 5]. Вста	
новлено, що протипухлинний препарат "Етопозид"
підвищує рівень ЦМ та індукує апоптичну загибель
злоякісних клітин [6, 7]. Протипухлинні препарати
(етопозид, цисплатин) використовують як
радіосенсибілізатори. Цитотоксичний ефект дії цих
препаратів пов'язаний з активацією апоптозу через
ЦМ	опосередковані шляхи. Однак механізми нап	
равленої індукції апоптозу за умов хіміорадіоте	
рапії, зокрема, при спільній дії різних джерел іонізу	
вального випромінення та хемопрепаратів залиша	
ються невизначеними. 

Метою даного дослідження було вивчення
ефектів поєднаної дії рентгенівського випромінен	
ня та етопозиду на синтез проапоптозних ліпідів —
ЦМ та сфінгозину в карциномі Герена щурів.

Матеріали і методи

Експеримент було проведено на щурах масою
160 — 180 г. Всі дослідження на тваринах виконува	
ли з дотриманням Міжнародних принципів Євро	
пейської конвенції про захист хребетних тварин, які
використовуються для експериментів та інших нау	
кових цілей (Страсбург, 1985) і національних За	
гальних етичних принципів експериментів на тва	
ринах (Україна, 2001). Тваринам підшкірно вводили
0,5 мл 20 % суспензії клітин, отриманих з пухлинної
тканини експериментальної карциноми Герена

(Guerin's carcinoma), штам якої було одержано з
Інституту експериментальної патології, онкології і
радіобіології ім. Р.Е. Кавецького НАН України. Екс	
перимент починали на 10 — 12 день після пере	
щеплення пухлини, коли розміри пухлинного вузла
досягали у діаметрі 1,5 — 2,0 см.

Тварин розподіляли методом випадкового до	
бору на такі групи: 1   інтактний контроль; 2 — ето	
позид; 3 — опромінення; 4 — опромінення + етопо	
зид. Коливання середнього об'єму пухлини на мо	
мент початку експерименту не перевищувало 10 %. 

Опромінення пухлини проводили на апараті РУМ	
17 за  стандартних технічних  умов:  напруга — 190
кВ, сила струму — 10 мА, фільтри: 0,5 мм Cu плюс 1
мм Al, потужність дози (потужність повітряної кер	
ми), виміряної в повітрі склала 0,981 Гр/хв, фокусна
відстань 30 см. Опромінення проводили двома
фракціями по 5 Гр, з інтервалом між сеансами 24
год, час опромінення — 4 хв 39 с, сумарна поглинута
доза на зону росту пухлини складала 10 Гр. 

Хіміопрепарат етопозид "Ебеве" вводили
внутрічеревинно за 24 год до першого сеансу оп	
ромінення у дозі 8 мг/кг маси тіла. Тварин забива	
ли під ефірним наркозом через 24 год після остан	
нього сеансу опромінення в  3	й і 4	й групах або
після введення хіміопрепарату в 2	й групі. 

В ролі попередника синтезу ліпідів використову	
вали [14С]	пальмітинову кислоту (2,07 ГБк/ммоль;
Amersham, YE Healthcare, UK). Шматочки тканини
пухлини інкубували в буфері Кребс	Хенслейт,  в
який  додавали  [14С]	пальмітинову кислоту
(3,7·105 Бк/мл),  25 ммоль HEPES, пеніцилін (61
мг/л), стрептоміцин (100 мг/л), 10 % ембріональну
сироватку бика, протягом 120 хв при 37 °С і рН 7,5.
По закінченні інкубації шматочки тканини двічі
відмивали надлишком буферу Кребс	Хенселейт з
0,2 % вмістом альбуміну, рН 7,5.

Екстракцію ліпідів з гомогенату тканини прово	
дили за методом Фолча [8]. Церамід, сфінгозин і
сфінгомієлін розділяли за допомогою хроматог	
рафії в тонкому шарі силікагелю на комерційних
пластинках Sorbfil (АО "Сорбполимер", Росія).
Екстракти ліпідів, які використовували для аналізу
сфінголіпідів, випарювали у вакуумі та інкубували
60 хв при 37 ° С в середовищі хлороформ	метанол
(1:1, v/v), в яке додавали NaOH (0,1 моль) для
гідролізу ацилгліцеринів. Ліпіди знову екстрагували
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і використовували для розподілу на класи (ЦМ і
сфінгозин) у системі розчинників хлороформ	ети	
лацетат	ізопропіловий спирт	метанол   0,25 % KCl
(25:25:25:10:9) [9]. Ліпіди (сфінгомієлін, ЦМ) про	
являли в парах йоду; сфінгозин   за допомогою роз	
чину 3 % нінгідрину в бутанолі, насиченому Н2О, та
ідентифікували за допомогою порівняння зі стан	
дартами. Для ідентифікації ліпідів використовували
стандарти ЦМ та сфінгозину (Sigma). Силікагель з
площі плям ліпідів переносили у склянки для підра	
хунку радіоактивності у сцинтиляційній рідині ЖС	
8. Радіоактивність зразків вимірювали за допомо	
гою лічильника БЕТА — 1 ("Медприлад", Київ). Ста	
тистичний аналіз даних проводили за допомогою
статистичних програм для ПК "Statistica, V 5" при
використанні параметричних та непараметричних
методів для малих вибірок.

Результати та їх обговорення 

Для з'ясування  механізмів накопичення ЦМ у
клітинах нативної пухлини і при дії індукторів апоп	
тозу вивчали синтез різних фракцій сфінголіпідів
після інкубації гомогенатів пухлини Герена з попе	
редником синтезу сфінголіпідів — [14С]	пальміти	
новою кислотою. Відомо, що конденсація
пальмітил	СоА із серином за участі ключового фер	
менту синтезу сфінголіпідів — серин	пальмітил	
трансферази супроводжується утворенням 3	ке	
тосфінганіну, який потім перетворюється на ЦМ
або сфінгомієлін та інші сфінголіпіди. Показано, що
введення етопозиду в середовище інкубації пух	
линних клітин підвищувало активність серин	
пальмітил	трансферази, синтез ЦМ і викликало
апоптичну загибель клітин [10].

Виконаними дослідженнями встановлено, що
введення щурам	пухлиноносіям етопозиду стиму	
лювало  посилення синтезу проапоптозних
сфінголіпідів у тканинах карциноми порівняно з
контролем: ЦМ — на 93,4 %, сфінгозину — на 24,4 %
(таблиця). Доведено зниження активності синтезу
ЦМ на 38,5 %  при окремій дії  рентгенівського вип	
ромінення. Таким чином, результати досліджень
свідчать про відсутність активації акумуляції ЦМ у
пухлині за умов опромінення, що може бути однією
з причин радіорезистентності карциноми Герена. 

Поєднана дія опромінення та етопозиду сприя	
ла підвищенню синтезу ЦМ на 158 %, сфінгозину на
137 % порівняно з контролем.

Враховуючи те, що вільний сфінгозин є, голов	
ним чином, продуктом обміну ЦМ, можна припус	
тити, що в умовах поставленого експерименту
поєднана дія етопозиду і опромінення супроводжу	
валася активацією церамідаз, деградацією синте	
зованого de novo ЦМ і накопиченням вільного
сфінгозину. Сфінгозин визнано проапоптозним
ліпідом, що беззаперечно доводять дані літератури
про блокування клітинного циклу, пригнічення
проліферації клітин і посилення апоптозу при вве	
денні сфінгозину в середовище культивування
різних клітин [11	13].

Таким чином, можна зробити припущення, що
етопозид є потужним індуктором експресії проа	
поптозних сфінголіпідів, як у клітинах інтактної пух	
лини, так і в пухлинах опромінених тварин. Однак,
якщо в першому випадку це відбувалося за рахунок
збільшення синтезу ЦМ, то в другому — як за раху	
нок збільшення ЦМ, так і за рахунок утворення
сфінгозину. 

Ефект радіосенсибілізуючої дії етопозиду на
синтез ЦМ мав характер потенціювання, тобто дія
опромінення, яке само по собі очікуваного ефекту
не викликало, посилювалася впливом етопозиду. В
результаті поєднаної дії опромінення та етопозиду
синтез ЦМ у пухлині зростав в 4,2 рази, порівняно з
окремим опроміненням, і 2,6 разів порівняно з
інтактним контролем. 

Етопозид та рентгенівське випромінення
взаємодіють синергічно в індукції проапоптозного
сфінгозину, тобто результат поєднаної дії оп	
ромінення та етопозиду перевищував суму ефектів
їх роздільної дії, коефіцієнт синергізму перевищу	
вав 1. В результаті поєднаної дії опромінення і ето	
позиду синтез сфінгозину зростав в 2,4 разів
порівняно як з окремим опроміненням, так із інтакт	
ним контролем. 

Таким чином, однією зі складових терапевтичної
ефективності етопозиду можна вважати його
здатність стимулювати синтез ЦМ у пухлинних
клітинах, що відіграє важливу роль в індукції апоп	

Група тварин n
[14С]

церамід

Порівнян�

ня груп
Кв [14С] сфінгозин

Порівняння

груп
Кв

1	контроль 9 19957±1017 22895 ± 2500

2	етопозид 9 38604±1642 (1	3)* 28484± 2850 1	2

3	опромінення (РУМ	17)4	
опромінення (РУМ	17)+ етопозид

9 12278±3008 (1	3)* 22993 ± 3195 1	3

4	опромінення (РУМ	17)+
етопозид

9 51584±4500 (1,2,3	4)* 1,01 54257 ± 3650 (1,2,3	4)* 1,05

Примітки: 1. * Р — вірогідність відмінностей між групами (критерій U; Вілкоксона@ Манна@Уїтні); вірогідними
вважали результати при Р < 0,05;
2. Кв — коефіцієнт взаємодії визначали відносно ефекту поєднаної дії до суми ефектів роздільних взаємодій
(опромінення та етопозид).

Таблиця 
Вплив етопозиду та рентгенівського випромінення на синтез цераміду та сфінгозину 

в карциномі Герена, імпульси на хвилину на грам тканини, імп/хв·г, (    ±S )
–
Х

–x
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тозу і підвищенні радіочутливості пухлини. Поєдна	
на дія рентгенівського випромінення і етопозиду
значно посилює ефективність опромінення, що,
можливо, зумовлено направленою індукцією це	
рамідного шляху апоптозу. Отримані в експери	
менті дані, які продемонстрували значне збільшен	
ня синтезу проапоптозних сфінголіпідів за умов
поєднаної дії опромінення і етопозиду, дають
підставу для розробки нових підходів і способів, що
забезпечують селективне керування радіочут	
ливістю на основі індукції церамідного шляху апоп	
тозу на етапах хіміопроменевого лікування онко	
логічних хворих. 

Висновки:

1. Етопозид виявився потужним індуктором
експресії проапоптозних ліпідів як у клітинах
інтактної пухлини, так і в пухлині опромінених
тварин. У першому випадку це відбувалося шля	
хом збільшення синтезу ЦМ, в другому — за ра	
хунок не тільки збільшення синтезу ЦМ, але й ут	
ворення сфінгозину. 

2. Встановлено, що поєднана дія рентгенівського
випромінення і етопозиду в пухлині Герена
щурів	пухлиноносіїв викликає достовірне поси	
лення синтезу проапоптозних сфінголіпідів (ЦМ
та сфінгозину). 

3. Радіобіологічний ефект поєднаної дії рент	
генівського випромінення та етопозиду набував
характеру потенціювання при синтезі ЦМ та си	
нергізму — при утворенні сфінгозину. 
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РЕЗЮМЕ. Целью работы было  изучение эффектов соче7
танного действия рентгеновского излучения и этопозида
на синтез проапоптозных сфинголипидов — церамида и
сфингозина в  карциноме Герена крыс.
Крыс с перевитой карциномой Герена подвергали локаль7
ному облучению в зоне роста опухоли на рентгеновской
установке "РУМ717". Облучение проводили двумя фракция7
ми, поглощённая доза на фракцию 5 Гр, мощность дозы
0,965 Гр/мин, с интервалом между сеансами 24 ч. Этопо7
зид вводили внутрибрюшинно за 24 ч до первого сеанса
облучения.
Установлено, что сочетанное действие рентгеновского из7
лучения и этопозида на животных с перевитой карцино7
мой Герена усиливает синтез проапоптозных сфинголипи7
дов — ЦМ и сфингозина в опухоли в 4,2 раза и в 2,4 — по
сравнению с изолированным облучением. Показаны ра7
диобиологические эффекты сочетанного действия облу7
чения и этопозида на синтез сфинголипидов. Полученные
результаты позволяют предположить, что при сочетанном
действии рентгеновского излучения и этопозида может
повышаться радиочувствительность опухоли за счёт син7
теза индукторов апоптоза — ЦМ и сфингозина. 
Ключевые слова: карцинома Герена, апоптоз, сфинголи7
пиды, рентгеновское излучение, этопозид.

SUMMARY. The purpose of the investigation was studying of
the influence of x7rays, etoposide and their simultaneous
action on the apoptotic sphingolipids (ceramide, sphingo7
sine) generation in Guerin's carcinoma.
The rats with inoculated Guerin's carcinoma were local x7ray
irradiated in fractions (5 Gy per fraction) with 247hour interval
up to total dose of 10 Gy using RUM717 unit. Etoposid was
introduced intraperitoneally 24 hours before the first treat7
ment.
It was determined that simultaneous action of etoposide and
radiation on tumor of experimental rats leads to increasing
level of the apoptotic sphingolipids in tumor (ceramide
increased 4,2 times, sphingosin 2, 4 times compared with only
irradiation). It has been shown radiobiological effects of com7
bined action of etoposide and radiation on sphingolipid syn7
thesis. These results confirm that simultaneous action of x7rays
ands etoposide may be useful for the overcoming radioresis7
tance due to sphingolipid synthesis. 
Key worlds: carcinoma Guerin's, apoptosis, sphingolipids, x7
ray, etoposide. 


