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У роботi визначено i дослiджено особливостi дiї 
принципово нової катiонної сполуки — гекса-

децилтрифенiл-фосфонiум-бромiду, яка в достат-
ньо низькiй концентрацiї здатна викликати апоп-
тоз у бiльшостi культивованих клiтин шляхом 
спрямованого впливу на мiтохондрiї. Виявлений 
ефект блокування глюкокортикоїдом дексамета-
зоном процесу передислокацiї цитохрому С з мiто-
хондрiй до цитоплазми, викликаного проапоптич-
ними агентами, розширює уявлення про процес 
iндукцiї апоптозу i є пiдґрунтям для розробки про-
токолiв лiкування злоякiсних пухлин iз застосу-
ванням кортикостероїдних гормонiв.
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ВСТУП
Останнiм часом все бiльше уваги придiляють 

розробцi препаратiв, дiя яких спрямована на 
сигнальнi шляхи та фiзiологiчнi особливостi, що 
порушенi лише в пухлинних клiтинах i необхiд-
нi для їх росту. Незважаючи на прогрес у цiй га-
лузi, таргетна терапiя поки що досить обмежена, 
оскiльки вищеназванi високоселективнi препа-
рати не володiють суттєвою цитотоксичною ак-
тивнiстю, а лише пригнiчують пролiферацiю 
пухлинних клiтин [1]. Альтернативною мiшен-
ню є мiтохондрiї, оскiльки вони вiдiграють ос-
новну роль у регуляцiї апоптозу. Тому стратегiя, 
спрямована на дiю протипухлинних препаратiв 
безпосередньо на мiтохондрiї, є доцiльною. 

Метою роботи було дослiдити регуляцiю 
клiтинної загибелi катiонними мiтохондрiаль-
но-нацiленими сполуками.

Такi лiпофiльнi катiони, як метилтрифенiл-
фосфонiум i тетрафенiл-фосфонiум, здатнi 
проникати через внутрiшню мiтохондрiальну 
мембрану без допомоги iонофорiв та накопи-
чуватися в мiтоходрiальному матриксi. Iнку-
бацiя клiтин з перелiченими катiонними флю-
орохромами iндукує апоптоз через осмотичне 
руйнування мiтохондрiй протягом 24-48 год. 
Здатнiсть катiонних флюорохромiв iндукува-
ти апоптоз була взята за основу для пошуку та 
тестування серiї мiтохондрiально-токсичних 
катiонних препаратiв, якими виявились солi 
трифенiл-фосфонiум-бромiду.

МАТЕРIАЛИ I МЕТОДИ 
ДОСЛIДЖЕННЯ

Вивчали вплив трьох модифiкацiй солей 
трифенiл-фосфонiум-бромiду (ТФФБ), а саме 
гекса- (ГТФФБ), дека- (ДТФФБ) та гексаде-
цил-ТФФБ (ГДТФФБ), на морфофункцiо-
нальнi характеристики клiтин лiнiї раку молоч-
ної залози людини MCF-7. 

Клiтинну лiнiю раку молочної залози люди-
ни MCF-7 пiдтримували в середовищi RPMI 
з додаванням 10% FCS (Gibco-BRL), 100 мM 
L-глютамiну та антибiотикiв — пенiцилiну та 
стрептомiцину (100 Од/мл та 100 мкг/мл вiд-
повiдно). Культури пiдтримували в 75 см2 мат-
рацах. Для дослiдження дозозалежної вiдповiдi 
клiтини висiвали в середнi 24 комiрки 48-комiр-
кового планшета в концентрацiї 1Ч105 на комiр-
ку й iнкубували при 37°С та 5% СО

2
. Комiрки, 

що залишились по периметру планшета, були 
заповненi стерильним PBS. При досягненнi су-
цiльного моношару клiтини пересiвали, вико-
ристовуючи трипсин-ЕДТА.

Вимiрювання мiтохондрiального метаболiз-
му було здiйснене за допомогою додавання 
дiазобарвника 3-(4,5 диметилтiазол-2-iл)-2,5-
дифенiлтетразол бромiду (MTT) [2]. MTT бар-



ОРИГIНАЛЬНЕ ДОСЛIДЖЕННЯ

�� Український журнал клiнiчної та лабораторної медицини • 2010, том 5, №4

вник в концентрацiї 1 мг/мл був розведений у 
PBS i доданий до клiтин у 48-комiркових план-
шетах пiд час експоненцiйної фази росту. Роз-
чин MTT додавали до клiтин на 4 год. для того, 
щоб досягти остаточної концентрацiї 0,1 мг/мл. 
Пiсля iнкубацiї супернатант видаляли та прово-
дили лiзис клiтин за допомогою SDS/HCl (10% 
w/v i 10 мМ вiдповiдно). Детергент i кислота 
розчиняли синi кристали формазану, звiльня-
ючи синiй колiр у розчин PBS. Значення погли-
нання вимiрювали при 550 нм у планшетному 
сканерi Biorad. Аналогiчний метод застосову-
вався для оцiнки змiн редукцiйного потенцiа-
лу всiх дослiджених клiтинних лiнiй пiд впли-
вом трьох модифiкацiй солей ТФФБ. 

Дослiдження з барвником WST-1 (Roche 
Molecular Biochemicals) було використано для 
визначення впливу дослiджуваних складникiв 
на редукцiйний потенцiал пухлинних клiтин. 
Дослiдження базується на розщепленнi водороз-
чинних тетразолiєвих кристалiв, WST-1(4-[3-(4-
йодофенiл)-2-(4-нiтрофенiл)-2H-5-тетразолiо]-
1,3-бензен дисульфонат), на жовто-оранжевi 
кристали формазану за допомогою мiтохонд-
рiальних дегiдрогеназ життєздатних клiтин [3].

Для WST-1 тесту клiтини висiвали в кiлькостi 
104/мл i iнкубували при 37°C та 5% CO

2 
до досяг-

нення 30% щiльностi. Реагент WST-1 додавали з 
розрахунку 10 мкл на кожнi 100 мкл середовища 
в дослiджуваних комiрках. Подальшi дослiджен-
ня здiйснювали в один i той же час кожного дня 
для стандартизацiї результатiв. Тривалiсть iн-
кубацiї з WST-1 кожного разу була iдентичною, 
зчитування повторювали на 1 та 2 години пiс-
ля додавання реагенту. Багатокомiрковi план-
шети утримували в умовах темряви чи зменше-
ного доступу свiтла для мiнiмiзацiї деградацiї 
WST-1 реагенту. З кожної комiрки вилучали 50 
мкл прореагованого середовища та переноси-
ли в оптично чистi 96-комiрковi планшети, якi 
аналiзували планшетним сканером на довжинi 
хвилi 450 нм з референтним фiльтром 630 нм. 
Результати були вираженi у вiдносних одиницях 
поглинання (relative absorbance units, ABS). 

Тест для визначення клiтинної загибелi 
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay, 
Roche Diagnostics) може iдентифiкувати як 
некроз, так i апоптоз, залежно вiд характе-
ру фрагментацiї ДНК. Для визначення клi-
тинної загибелi було використано ELISA, що 
вимiрює фрагментацiю ДНК (Roche Molecular 
Biochemicals) [4]. 

Пiсля iндукцiї клiтинної загибелi дослiджу-
ваними агентами з 48-комiркового планше-
та обережно забирали живильне середовище. 
У комiрки додавали 200 мкл лiзисного буфе-

ра та iнкубували планшет протягом 30 хв. при 
37°C. Клiтини з кожної комiрки були вiдокрем-
ленi вiд поверхнi пластику, перенесенi в 1,5 мл 
мiкроцентрифужнi пробiрки та процентрифу-
гованi при 10000g протягом 5 хв. Супернатант 
(20 мкл) помiщали в комiрки MTP. Комiрки 
MTP були заповненi робочим розчином (iму-
нореагентами). Робочий розчин для 10 реакцiй 
був приготований з 40 мкл анти-гiстону, 40 мкл 
анти-ДНК-POD та 720 мкл iнкубацiйного бу-
фера та перемiшаний в однiй пробiрцi за допо-
могою Вортекса.

Планшет для MTP покривали непрозорою 
плiвкою та iнкубували у планшетному змiшу-
вачi (500 об./хв.) при кiмнатнiй температурi 
протягом 2 год. Вмiст планшета вiдкидали, ко-
мiрки промивали 280 мкл iнкубацiйного буфе-
ра. До кожної комiрки додавали субстратний 
розчин АBTS (100 мкл). Планшет повторно iн-
кубували в планшетному змiшувачi при 250  
об./хв. протягом 10-20 хв. до проходження ко-
льорової якiсної реакцiї. Спектрофотометрiю 
здiйснювали при 450/540 нм.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛIДЖЕННЯ  
ТА Їх ОБГОВОРЕННЯ

Було дослiджено вплив трьох модифiкацiй 
солей ТФФБ, а саме гекса-, дека- та гексаде-
цил-ТФФБ, на морфофункцiональнi характе-
ристики клiтин лiнiї раку молочної залози лю-
дини MCF-7. За допомогою барвника МТТ 
визначали редукцiйний потенцiал клiтин. Ре-
зультати дослiдження представленi на рис. 1.

Аналiз результатiв експерименту пока-
зав, що в культурi клiтин МСF-7 пiд впли-
вом дiї зростаючих концентрацiй солей вiд 1 
мкМ спостерiгається достатньо суттєве при-
гнiчення редукцiйного потенцiалу клiтин — до 
0,191±0,010 (ДТФФБ), 0,106±0,005 (ГТФФБ) 
та 0,059±0,002 ABS (ГДТФФБ) у порiвняннi з 
контролем (0,432±0,018 ABS). При збiльшеннi 
концентрацiї солей до 10 мкМ редукцiйний по-
тенцiал залишався на тому ж рiвнi. 

Рис. 1. Редукцiйний потенцiал клiтин лiнiї MCF-7 пiд впливом 
рiзних модифiкацiй i рiзних концентрацiй ТФФБ, визначений ме-
тодом МТТ. 
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Результати цих експериментiв свiдчать про те, 
що найефективнiшою модифiкацiєю базової мо-
лекули виявився n-гексадецил-ТФФБ, тобто ба-
зова молекула, модифiкована полiнасиченим 
полiкарбоновим ланцюгом з 16 атомами вуглецю.

Пролiферативна активнiсть клiтин визнача-
лася за допомогою приладу Z3 Coulter Counter 
(Beckman, USA). Результати пiдрахунку клiтин 
представленi на рис. 2. (середненє значення 
трьох експериментiв). 

Кiлькiсть культивованих клiтин становила 
1Ч103 на лунку. Iнгiбуючий вплив солей ТФФБ 
визначався, починаючи з концентрацiї 100 нМ, 
i вiдображався в зменшеннi загальної кiлькостi 
клiтин. Так, на 3 добу в контролi кiлькiсть клiтин 
збiльшувалася вдвiчi, а внаслiдок дiї 100 нМ ГДТ-
ФФБ кiлькiсть клiтин становила (1,3±0,02)Ч103 
i продовжувала зменшуватися при подальшому 
збiльшеннi концентрацiй. Цей показник вiд-
повiдно дорiвнював 1,1±0,01*103 для концен-
трацiї 250 нМ ГДТФФБ та 1,05±0,01*103 для 
концентрацiї 500 нМ. 

На 5 добу в контролi кiлькiсть клiтин дорiв-
нювала 6,63±0,05*103, а внаслiдок дiї 100 нМ 
солi ГДТФФБ досягала тiльки 2,2±0,03*103 клi-
тин на лунку, при дiї 250 нМ — 1,57±0,02*103, 
при дiї 500 нМ — вiдповiдно 1,14±0,03*103 клi-
тин на лунку. Особливо переконливi результа-
ти отриманi на 6-ту добу, коли в контролi налi-

чували 9,52±0,07*103 клiтин на лунку, а при дiї 
ГДТФФБ кiлькiсть клiтин виявилася втричi 
меншою i дорiвнювала 3,82±0,05*103 при кон-
центрацiї 100 нМ. 

Збiльшення концентрацiї до 250 нМ призво-
дило до падiння числа клiтин до 1,25±0,02*103, 
а при концентрацiї 500 нМ кiлькiсть клiтин ста-
новила 0,98±0,01*103 клiтин на лунку. Результа-
ти використання солi ГДТФФБ у концентра-
цiях менше 100 нМ, а саме 50 нМ та 75 нМ, не 
вiдрiзнялися вiд контрольних кiлькостей клi-
тин, тому на рисунку не представленi.

Таким чином, починаючи з концентрацiї 
100 нМ ГДТФФБ у культурi спостерiгався iн-
гiбуючий ефект сполуки на пролiферацiю клi-
тин. Встановлено дозозалежний i структур-
но-залежний ефект iнгiбування редукцiйного 
потенцiалу дослiджуваних клiтин у широкому 
дiапазонi концентрацiй, а саме вiд 100 нМ до 
500 нМ. Данi статистично достовiрнi (р<0,05).

У межах концентрацiй вiд 100 нM до 500 нM 
сполука викликає повне iнгiбування пролiфе-
рацiї та росту клiтин, а в дiапазонi вiд 1 мк  
до 10 мк  призводить до апоптозу переважної 
бiльшостi культивованих клiтин. 

Згiдно з наведеними вище даними, солi 
ТФФБ iндукують апоптоз шляхом руйнуван-
ня мiтохондрiй. При обробцi клiтин ТФФБ у 
сукупностi з глюкокортикоїдом дексаметазо-
ном спостерiгався ефект часткового чи повного 
блокування клiтинної загибелi. 

Для вивчення цього ефекту було проведено 
дослiдження дiї ГДТФФБ на первиннi культури 
менiнгiом за вiдсутностi та в присутностi декса-
метазону. Поряд iз дослiдженням редукцiйного 
потенцiалу за допомогою барвника WST-1 було 
проведено експерименти з використанням ме-
тоду ELISA, що визначає ступiнь i форму клiтин-
ної загибелi за фрагментацiєю ДНК, пов’язаною 
iз проходженням клiтинами апоптозу. 

Пiд дiєю ГДТФФБ у концентрацiї 1 мкМ вiд-
повiдь клiтин спостерiгалася вже через 5-8 год. 

А В

Рис. 3. Кiлькiсне визначення апоптотичної фрагментацiї ДНК методом ELISA (А) i змiни в метаболiчнiй активностi в клiтинах пер-
винної менiнгiоми (В), на якi подiяли ГДТФФБ у рiзних концентрацiях. 

Рис. 2. Пролiферативна активнiсть клiтинної лiнiї MCF-7 пiд 
впливом низьких концентрацiй ГДТФФБ. 
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i характеризувалася усiма ознаками класичної 
апоптотичної загибелi. У клiтинах, на якi не 
подiяв ГДТФФБ, знаходилося велике iнтактне 
ядро, що забарвлювалося Hoechst 33342 у блi-
дий блакитно-бiлий колiр. Апоптотичнi клiти-
ни мiстили фрагменти iнтенсивного синього 
забарвлення, якi свiдчили про високий ступiнь 
конденсацiї хроматину. 

У подальших експериментах вплив ГДТФФБ 
визначався в додатковiй присутностi дексамета-
зону в концентрацiї 1 мкM. Результати, представ-
ленi на рис. 3, є кiнцевим експериментом iз клiти-
нами, на якi дiяв 1 мкM ГДТФФБ протягом 5 год.

Результати дослiджень iз використанням 
кiлькiсного методу ELISA (рис. 3, А), що спе-
цифiчно визначає пов’язану з апоптозом фраг-
ментацiю ДНК, вказує на те, що ГДТФФБ 
поступово iндукує фрагментацiю ДНК при 
зростаннi концентрацiї, а зростання фрагмен-
тацiї ДНК паралельне спаду метаболiчної ак-
тивностi, що виявлено за допомогою WST-1 
методу (рис. 3, В). Отже, катiонна сполука ГД-
ТФФБ є потужним iндуктором апоптозу [5]. 

На рис. 4, А представленi результати вимiрю-
вання редукцiйного потенцiалу як показника ме-
таболiчної активностi клiтин за допомогою WST-1. 
Було виявлено, що 15-годинна дiя ГДТФФБ про-
являється в зниженому формуваннi барвника фор-
мазану та що в подальшому кiлькiсть барвника зни-
жується в присутностi дексаметазону. Паралельно 
визначався обсяг фрагментацiї ДНК iз використан-
ням методу оцiнки клiтинної загибелi ELISA. 

Було виявлено, що зниження формування 
барвника формазану при дiї 1 мкM ГДТФФБ 
паралельне суттєвому пригнiченню апоптотич-
ної загибелi в присутностi 1 мкM дексаметазону, 
що представлено на рис. 4 (В). Спостереження, 
що обсяг апоптотичної фрагментацiї ДНК зни-
жується при дiї 10 мкM ГДТФФБ, вказує на те, 
що клiтинна загибель або пригнiчується, або, що 
бiльш iмовiрно, некроз стає переважаючим спо-

собом клiтинної загибелi, оскiльки метод оцiн-
ки клiтинної загибелi ELISA не визначає фраг-
ментацiї ДНК, яка виникає при некрозi. Хоча 
дексаметазон ефективно блокує апоптоз, клiти-
ни характеризуються мультивакуолiзованою ци-
топлазмою i повною вiдсутнiстю пролiферацiї. 

 ВИСНОВКИ
Отже, у результатi проведених дослiджень 

було виявлено, що катiонна сполука гексаде-
цилтрифенiл-фосфонiум-бромiд iндукує апоп-
тоз у всiх первинних культурах менiнгiоми i пух-
линних клiтинних лiнiях рiзного походження, у 
той час як глюкокортикоїд дексаметазон блокує 
цей процес, запобiгаючи проникненню цитохро-
му С в цитоплазму клiтин та активацiї каспазно-
го каскаду. Отриманi результати є пiдґрунтям для 
розробки нового класу цiльових протипухлинних 
хiмiотерапевтичних препаратiв, уражувальна дiя 
яких спрямована безпосередньо на мiтохондрiї.
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Рис. 4. Метаболiчна вiдповiдь первинних культур менiнгiоми на дiю ГДТФФБ протягом 24 год. безпосередньо та iз додаванням декса-
метазону; дослiдження методом WST-1 (А) та методом ELISA (В).
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Д.И.Билько, М.Ф.Стародуб. Регуляция 
апоптоза модифицированными солями три
фенилфосфониумбромида в культурах опу
холевых клеток. Киев, Украина.

Ключевые слова: апоптоз, злокачественные 
клетки, митохондриально-нацеленные соединения. 

В работе исследованы особенности действия 
принципиально нового катионного соединения — 
гексадецилтрифенил-фосфониум-бромида, ко-
торое в малых концентрациях способно вызвать 
апоптоз у большинства культивированных клеток 
путем нацеленного воздействия на митохондрии. 
Обнаруженный эффект блокирования глюкокор-
тикоидом дексаметазоном процесса передислока-
ции цитохрома С из митохондрий в цитоплазму, 
вызванного проапоптическими агентами, расши-
ряет представление о процессе индукции апопто-
за и является основой для разработки протоколов 
лечения злокачественных опухолей с применением 
кортикостероидных гормонов. 

D.I.Bilko, M.F.Starodub. Regulation of apop
tosis by modified triphenylphosphoniumbromide 
salts in tumor cell cultures. Kyiv, Ukraine.

Key words: apoptosis, tumor cells, mitochondria-
targeted compounds

Novel cationic compound — hexadecyl-triphenyl-
phosphonium-bromide — was assessed and charac-
terized in this investigation. It can induce apoptosis in 
most cultured cells in low doses acting directly on mi-
tochondria. The effect of dexamethasone blockage of 
cytochrome C translocation from mitochondria to cy-
toplasm, induced by proapoptotic agents, can be the 
basis for protocols of tumor treatment by corticoste-
roid hormones.
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