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E роботi було дослiджено вплив метаболiчно-
го стресу, спричиненого дефiцитом пожив-

них субстратiв in vitro, на виживанiсть варiан-
тiв клiтин карциноми легенi Льюїс з низькою 
(LLC) та високою (LLC/R9) чутливiстю до дiї 
протипухлинної антиангiогенної терапiї. Сут-
тєвих вiдмiнностей в чутливостi клiтин LLC та 
LLC/R9 до гострого дефiциту глюкози та глю-
тамiну в умовах нормоксiї виявлено не було, од-
нак за механiзмами формування адаптацiйних 
реакцiй до дефiциту поживних речовин були 
встановленi значнi вiдмiнностi. Адаптацiя клi-
тин LLC реалiзується через їх високу здатнiсть 
переходити iз стану пролiферацiї у стан спо-
кою, тодi як виживанiсть клiтин LLC/R9 може 
бути обумовлена, зокрема, iнiцiацiєю макроау-
тофагiї. 
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ВСТУП
Вiдомо, що протипухлинна антиангiоген-

на терапiя (ПАТ) на сьогоднi розглядається як 
одна з нових перспективних стратегiй лiкуван-
ня онкологiчних хворих [3, 6, 7]. Однак аналiз 
результатiв впровадження ПАТ у клiнiчну 
практику показав, що її ефективнiсть не завжди 
спiввiдноситься з надуспiшними результатами 
доклiнiчних дослiджень [4, 5]. Це обумовлено 
тим, що протипухлинна дiя ПАТ є не прямою, а 
опосередкованою. Її ефективнiсть залежить не 

тiльки вiд ефективного iнгiбування пухлинно-
го ангiогенезу (ефективна антиангiогенна дiя), 
але й вiд високої чутливостi пухлинних клi-
тин до дефiциту поживних субстратiв, який ви-
никає внаслiдок ефективного пригнiчення не-
оваскуляризацiї (ефективна протипухлинна 
дiя). Механiзми адаптацiї пухлинних клiтин до 
несприятливого мiкрооточення на сьогоднi є 
малодослiдженими [2, 11].

Метою роботи було дослiдити in vitro вплив 
метаболiчного стресу, спричиненого дефiцитом 
поживних субстратiв, на виживанiсть пухлин-
них клiтин з рiзною чутливiстю до протипух-
линнj] антиангiогенної терапiї. 

У роботi було використано два варiанти 
карциноми легенi Льюїс — LLC та LLC/R9.  
LLC/R9 порiвняно з LLC характеризується ви-
соким ангiогенним та низьким метастатичним 
потенцiалом [12, 15, 16]. Такi особливостi рос-
ту та метастазування варiанта LLC/R9 коре-
люють з його високою, на вiдмiну вiд LLC, чут-
ливiстю до ПАТ [8, 16].

МАТЕРIАЛИ ТА МЕТОДИ 
ДОСЛIДЖЕННЯ

Два варiанти клiтин карциноми легенi Льюїс 
було отримано з Нацiонального банку клi-
тинних лiнiй та пухлинних штамiв IЕПОР iм. 
Р.Є.Кавецького НАН України. Клiтини LLC та 
LLC/R9 пiдтримували in vitro у стандартному по-
живному середовищi RPMI 1640 (Sigma, США) з 
додаванням 10% ембрiональної телячої сироват-
ки (ЕТС) (Sigma, США) та 40 мкг/мл гентамiци-
ну при 37оС у вологих умовах, 5% СО2. 

Для визначення впливу метаболiчного стре-
су на виживанiсть пухлинних клiтин обид-
ва варiанти клiтин висаджували в 6-см чашки 
Петрi (6*105 клiтин/чашку). По закiнченнi тер-
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мiну передiнкубацiї (точка «0») середовище за-
мiнювали на свiже: стандартне (11 мМ глюкози, 
2 мМ L-глютамiну), середовище без глюкози (0 
глюкози, 2 мМ L-глютамiну, Sigma, США) або 
без глютамiну (11 мМ глюкози, 0 L-глютамiну 
Sigma, США) з додаванням 10% ЕТС. Надалi 
клiтини iнкубували протягом 5 дiб без замiни 
середовища в умовах нормоксiї. 

Кiлькiсть клiтин та їх життєздатнiсть оцi-
нювали за допомогою їх прямого пiдрахунку з 
використанням 0,4% розчину трипанового си-
нього. 

Оцiнку рiвня апоптозу в клiтинах прово-
дили з використанням Hoechst 33258 (Sigma, 
США). Для цього клiтини забарвлювали 
Hoechst 33258 у кiнцевiй концентрацiї 1 мкг/
мл при 37оС протягом 20 хв., промивали фiзiо-
логiчним розчином та оцiнювали змiни морфо-
логiї ядер, пiдраховуючи не менше 500 клiтин/
зразок. Апоптотичнi клiтини визначали за на-
явнiстю фрагментованого ядра або конденсова-
ного хроматину та виражали у вiдсотках вiд за-
гальної кiлькостi клiтин.

Оцiнку розподiлу клiтин за фазами клiтин-
ного циклу проводили за допомогою проточної 
цитофлуориметрiї згiдно з I.Nicoletti et al. [10]. 

Визначення рiвня глюкози в середовищi iн-
кубацiї проводили за допомогою ензиматичного 
глюкозооксидантного методу з використанням 
набору для визначення глюкози в бiологiчних 
рiдинах (Sigma, США) згiдно з протоколом ви-
робника. 

Статистичний обрахунок результатiв дослiд-
ження проводили за допомогою дескриптив-
них методiв, нелiнiйного регресiйного аналiзу, 
t критерiю Стьюдента з використанням прог-
рам Microsoft Excel i Microcal Origin. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛIДЖЕННЯ  
ТА Їх ОБГОВОРЕННЯ

Встановлено, що за умов 5-денної iнкубацiї 
в стандартному середовищi, тобто за умов пос-
тупового наростання дефiциту поживних речо-
вин, кiнетика росту обох варiантiв клiтин носи-
ла немонотонний характер (рис. 1). Протягом 
перших 2-х дiб спостерiгали їх експоненцiйний 
рiст, а при досягненнi максимальної кiлькостi 
вiдбувалося уповiльнення їх росту та поступо-
ве вiдмирання на тлi поступового наростання 
дефiциту поживних речовин. Вища швидкiсть 
росту клiтин LLC/R9 в експоненцiйнiй фазi 
порiвняно з вiдповiдною клiтин LLC, очевидно, 
пояснювалася меншою в 1,4 разу (p<0,05) час-
ткою клiтин у фазi G0/G1 в точцi «0» (рис. 2), 

що. згiдно з G.I.Solyanik et al. [14], призводить 
до уповiльнення швидкостi росту пухлинних 
клiтин. Внаслiдок такого уповiльнення кiль-
кiсть живих клiтин у випадку LLC, на вiдмiну 
вiд LLC/R9, досягала свого максимуму iз запiз-
ненням, лише на 3-ю добу, однак дана величи-
на суттєво не вiдрiзнялася вiд вiдповiдної у ви-
падку LLC/R9 (рис. 1).

Поступове наростання дефiциту поживних 
речовин у стандартному середовищi i, зокрема, 
зниження рiвня глюкози з 11 мМ до практично 
нульових значень призводило в обох випадках 
до загибелi частини клiтин та їх перерозподi-
лу за фазами клiтинного циклу. Зниження рiв-
ня глюкози в середовищi iнкубацiї обумовлю-
вало накопичення обох варiантiв клiтин у фазi 
G0/G1, значно вираженiше у випадку LLC/R9 
(рис. 2). 

Так, у випадку LLC максимальну кiлькiсть 
(46,2±1,0%) клiтин у фазi G0/G1, яка в 1,5 разу 
(p<0,05) перевищувала вiдповiдну в точцi «0», 
було зафiксовано лише на 5-у добу, коли рiвень 
глюкози падав до наднизьких значень (0,2±0,01 
мМ). Натомiсть у випадку LLC/R9 максималь-
ну кiлькiсть (60,1±0,6%) клiтин у фазi G0/G1, 
яка майже втричi (p<0,05) перевищувала вiд-
повiдну в нульовiй точцi, було зафiксовано вже 
на 3-ю добу, коли рiвень глюкози дорiвнював 
1,4±0,2 мМ. Прогресивне зростання кiлькостi 
клiтин LLC/R9 у фазi G0/G1 на фонi поступо-
вого виснаження середовища на глюкозу вказує 
на значно вищу чутливiсть клiтини LLC/R9 до 
дефiциту глюкози порiвняно з клiтинами LLC.

Виснаження середовища iнкубацiї пожив-
ними речовинами в процесi росту клiтин LLC 
та LLC/R9 обумовлювало їх загибель як за ра-
хунок некрозу, так i апоптозу (табл. 1, 2). Слiд 
зазначити, що активiзацiя процесiв вiдмиран-

Рис. 1. Кiнетика росту клiтин LLC та LLC/R9 та змiни рiвня 
глюкози в стандартному за вмiстом глюкози та глютамiну се-
редовищi iнкубацiї.
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ня клiтин LLC спостерiгалася одразу ж пiсля 
падiння вмiсту глюкози до нуля, у той час як 
у випадку LLC/R9 процеси клiтинної загибелi 
активувалися ще за наявностi глюкози на рiвнi 
3,2±0,1 мМ. Останнє пiдтверджувало вищу чут-
ливiсть LLC/R9 до дефiциту глюкози порiвня-
но з LLC. Тим не менше суттєвих вiдмiнностей 
мiж рiвнем загибелi (як шляхом некрозу, так i 
шляхом апоптозу) обох варiантiв клiтин вияв-
лено не було.

Не дивлячись на високу чутливiсть клiтин 
LLC/R9 до дефiциту глюкози, кiлькiсть живих 
клiтин на 5-у добу майже вдвiчi (p<0,05) пере-
вищувала вiдповiдну у випадку LLC (рис. 1). 

Це вказувало на вищу здатнiсть клiтин LLC/R9 
порiвняно з клiтинами LLC адаптуватися до ме-
таболiчного стресу за нормоксичних умов. Од-
ним з механiзмiв такої адаптацiї є макроаутофа-
гiя [9, 13]. Згiдно з дослiдженням Д.Л.Колесника 
[1], кiлькiсть аутофаголiзосом у клiтинах LLC/
R9 на пiзнiх термiнах їх довготривалої iнкуба-
цiї без замiни середовища дiйсно значно пере-
вищує цей показник у клiтинах LLC. 

Дослiдженням кiнетики росту клiтин LLC та 
LLC/R9 в середовищi, дефiцитному за вмiстом 
глюкози, було виявлено, що обидва варiанти 
проявляли однаково високу чутливiсть до рiзко-
го дефiциту глюкози в першi двi доби (рис. 3). 

У порiвняннi зi стандартним середовищем 
кiлькiсть живих клiтин як LLC, так i LLC/R9 
прогресивно зменшувалась як за рахунок збiль-
шення їх кiлькостi у фазi G0/G1 (особливо для 
клiтин LLC/R9, рис. 2), так i за рахунок знач-
ного пiдвищення рiвня апоптозу (особливо у 
випадку клiтин LLC, табл. 2). Пiсля 2-ї доби 
спостерiгалась стабiлiзацiя рiвня живих клiтин 
LLC/R9, кiлькiсть яких дуже повiльно зменшу-
валась протягом наступних трьох дiб. У той же 
час кiлькiсть живих клiтин LLC продовжува-
ла прогресивно зменшуватись на фонi рiзкого 
накопичення цих клiтин у фазi G0/G1 та зни-
ження їх кiлькостi в S-фазi. Так, на 3-5-у добу 
кiлькiсть клiтин LLC у фазi G0/G1 зростала до 
79-82%, що майже втричi (p<0,05) перевищува-
ло вiдповiдний показник у нульовiй точцi (рис. 
2). Кiлькiсть клiтин LLC в S-фазi на 5-у добу 
падала бiльш нiж втричi (p<0,05) порiвняно з 
нульовою точкою. На противагу суттєвого пе-
рерозподiлу клiтин LLC/R9 за фазами клiтин-
ного циклу виявлено не було.

Найбiльшi вiдмiнностi в кiнетицi росту до-
слiджуваних варiантiв клiтин було виявлено В 
разi їх iнкубацiї в середовищi, дефiцитному за 
вмiстом глютамiну. Так, на вiдмiну вiд LLC, вже 
на 1-у добу iнкубацiї клiтин LLC/R9 за умов рiз-
кого дефiциту глютамiну було зафiксовано зни-

ТАБЛИЦЯ 1
Вплив дефiциту поживних речовин на рiвень загибелi пухлинних клiтин 

Термiн iнкубацiї 
(доба)

Кiлькiсть мертвих клiтин (%)
LLC LLC/R�

стандарт дефiцит 
глюкози

дефiцит 
глютамiну стандарт дефiцит 

глюкози
дефiцит 

глютамiну
1 2 3 4 � 6

1 10,2±4,0 8,4±2,1 8,3±1,2 8,4±1,3 5,3±1,8 8,5±0,7
3 16,3±0,6 26,2±3,1 13,5±1,7х 18,1±6,9 16,9±7,0 10,6±0,7
5 31,5±4,4 61,3±1,3* 17,7±3,4х 13,0±5,5 48,5±4,6* 30,2±0,5х ±

Примiтка: *, х, ± — p<0,05 (* — 2 та 6 статистично достовiрно вiдрiзняються вiд 1 та 4 вiдповiдно; х — 2 та 5 — вiд 3 та 6 вiдповiд-
но; ± — 3 вiд 6).
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Рис. 2. Перерозподiл клiтин LLC (а, в, д) та LLC/R9 (б, г, е) за 
фазами клiтинного циклу за умов їхньої iнкубацiї в стандарт-
ному (а, б) i дефiцитному за вмiстом глюкози (в, г) та глюта-
мiну (д, е) середовищi.
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ження кiлькостi живих клiтин на 36% (p<0,05) 
порiвняно з вiдповiдною В разi їх iнкубацiї в 
стандартному середовищi (рис. 4,а). Цiкаво, що 
таке iнгiбування пролiферацiї клiтин LLC/R9 
внаслiдок дефiциту глютамiну вiдбувалося на 
фонi високого рiвня глюкози, який суттєво не 
вiдрiзнявся вiд аналогiчного показника в стан-
дартному середовищi (рис. 4,б). Крiм того, у ви-
падку LLC/R9 дефiцит глютамiну призводив до 
монотонного зростання рiвня апоптозу (табл. 
2). На 5-у добу було зафiксовано максимальний 
рiвень апоптотичних клiтин, який майже вдвiчi 
(p<0,05) перевищував вiдповiдний у разi їх iн-
кубацiї в стандартному середовищi.

Подальше зниження кiлькостi живих клiтин 
LLC/R9 не супроводжувалося суттєвим зрос-
танням рiвня їх загибелi, що свiдчило про їхню 
здатнiсть виживати за цих умов, але вказувало 
на їхню неспроможнiсть пiдтримувати пролiфе-
рацiю. Останнє стосувалося i клiтин LLC, однак, 
на вiдмiну вiд LLC/R9, така «стабiлiзацiя» кiль-
костi живих клiтин, очевидно, була пов’язана з 
їх високою акумуляцiєю у фазi G0/G1. 

Дефiцит глютамiну, як i дефiцит глюкози, 
призводив до рiзкого зростання кiлькостi клi-
тин LLC у фазi G0/G1, починаючи вже з 3-

ї доби. Така висока кiлькiсть (80,3±2,4%, рис. 
2) клiтин LLC у фазi G0/G1, яка майже вдвiчi 
(p<0,05) перевищувала їх максимальний рi-
вень у стандартному середовищi, очевидно, не 
була пов’язана тiльки зi зниженням рiвня глю-
кози в середовищi iнкубацiї. Про це свiдчив той 
факт, що рiвень глюкози на 3-5-у добу iнкуба-
цiї в середовищi, дефiцитному на вмiст глюта-
мiну, на порядок перевищував вiдповiдний у 
стандартному середовищi та залишався в ме-
жах 2,6-1,8 мМ. 

Суттєво, що у випадку LLC/R9, на вiдмiну 
вiд LLC, при їх iнкубацiї за умов дефiциту глю-
тамiну такого вираженого накопичення клiтин 
у фазi G0/G1 виявлено не було, що, ймовiрно, 
було пов’язано в тому числi з тим, що рiвень 
глюкози в середовищi iнкубацiї навiть на 5-у 
добу зберiгався в межах 4 мМ (рис. 4б).

ВИСНОВКИ
Таким чином, проведенi дослiдження пока-

зали, що клiтини LLC та LLC/R9 за умов нор-
моксiї суттєво не вiдрiзняються чутливiстю до 
гострого дефiциту глюкози та глютамiну в се-
редовищi iнкубацiї в першi днi росту, але про-

ТАБЛИЦЯ 2
Вплив дефiциту поживних речовин на рiвень апоптозу пухлинних клiтин 

Термiн 
iнкубацiї (доба)

Кiлькiсть апоптотичних клiтин (%)

LLC LLC/R�

стандарт дефiцит 
глюкози

дефiцит 
глютамiну стандарт дефiцит 

глюкози
дефiцит 

глютамiну

1 2 3 4 � 6

1 2,7±1,1 6,4±2,4 5,5±2,0 2,6±1,1 4,3±2,3 3,8±0,04

3 14,2±2,0 14,3±1,8 10,3±1,5 10,8±1,01 7,3±0,4 16,5±3,3

5 7,2±1,0 6,4±0,9 12,7±0,3*х 12,4±3,2 12,6±1,6± 22,5±1,8*±

Примiтка: *, х , 1, ± — p<0,05 (* — 2 та 5 статистично достовiрно вiдрiзняється вiд 3 та 6 вiдповiдно; х — 3 вiд 1; 1 — 5 вiд 4; ± — 2 
та 3 вiд 5 та 6 вiдповiдно).

Рис. 3. Кiнетика росту клiтин LLC та 
LLC/R9 в середовищi, дефiцитному за 
вмiстом глюкози (кiлькiсть живих клi-
тин на момент оцiнки наведена у вiдсо-
тках вiд вiдповiдного показника клiтин, 
що iнкубувались у стандартному сере-
довищi).

Рис. 4. Кiнетика росту клiтин LLC та LLC/R9 (а) та змiни рiвня глюкози (б) в се-
редовищi, дефiцитному за вмiстом глютамiну (кiлькiсть живих клiтин наведена як 
на рис. 3).
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являють значнi вiдмiнностi в механiзмах фор-
мування адаптацiї до такого метаболiчного 
стресу. Для клiтин LLC є характерним значне 
блокування пролiферативної активностi за ра-
хунок переходу у фазу G0/G1. На вiдмiну вiд 
LLC, клiтини LLC/R9 характеризуються низь-
кою здатнiстю до перемикання в стан спокою, 
а їх адаптацiя до метаболiчного стресу, очевид-
но, обумовлена iнiцiацiєю макроаутофагiї, що 
дозволяє зберегти достатньо високу пролiфе-
ративну активнiсть цих клiтин. 

Вiдомо, що рiст злоякiсних пухлин, так само 
як i ефективна протипухлинна антиангiоген-
на терапiя, обумовлює виникнення в пухлинi 
гiпоксiї, якiй передує формування дефiциту 
енергетичних та пластичних субстратiв. Ос-
кiльки макроаутофагiя є енергозалежним про-
цесом, можна припустити, що дефiцит кисню 
буде призводити до значної загибелi пухлин-
них клiтин LLC/R9. У той же час здатнiсть клi-
тин LLC у вiдповiдь на дефiцит субстратiв нако-
пичуватись у фазi G0/G1, яка є малочутливою 
до гiпоксiї, ймовiрно, може бути однiєю з голо-
вних причин низької чутливостi цих клiтин до 
протипухлинної антиангiогенної терапiї.
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О.Н.Пясковская. Влияние дефицита пита-
тельных веществ на выживаемость опухо-
левых клеток с разной чувствительностью к 
действию противоопухолевой антиангиоген-
ной терапии. Киев, Украина.

Ключевые слова: карцинома легкого Льюис, 
чувствительность к действию противоопухоле-
вой антиангиогенной терапии, метаболический 
стресс.

В работе было изучено влияние метаболичес-
кого стресса, вызываемого дефицитом питатель-
ных веществ in vitro, на выживаемость вариантов 
клеток карциномы легкого Льюис с низкой (LLC) 
и высокой (LLC/R9) чувствительностью к дейс-
твию противоопухолевой антиангиогенной тера-
пии. Существенных различий в чувствительности 
клеток LLC и LLC/R9 к острому дефициту глюко-
зы и глютамина в условиях нормоксии выявлено не 
было, однако по механизмам формирования адап-
тационных реакций к дефициту питательных ве-
ществ были обнаружены значительные отличия. 
Адаптация клеток LLC реализуется за счет их 
высокой способности переходить из состояния 
пролиферации в состояние покоя, в то время как 
выживаемость клеток LLC/R9 может быть обус-
ловлена в том числе инициацией макроаутофагии. 
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O.N.Piaskovskaia. Influence of nutrient deficit 
upon viability of tumor cells with different sensi-
tivity to antitumor antiangiogenic therapy. Kyiv, 
Ukraine.
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antitumor antiangiogenic therapy, metabolic stress.

The influence of metabolic stress resulted from 
nutrient deficit upon survival of Lewis lung carcino-
ma (LLC) cells with low sensitivity to anticancer an-
tiangiogenic therapy and its variant LLC/R9 with 
high sensitivity to anticancer antiangiogenic therapy 

was investigated in vitro. It was shown that in aero-
bic conditions the sensitivity of LLC to acute glucose 
and glutamine deficit didn’t differ significantly from 
that of LLC/R9 cells. Despite this LLC and LLC/R9 
cells showed considerably different mechanisms of ad-
aptation to such metabolic stress. Adaptation of LLC 
cells was realized through transition from proliferation 
to G0 rest state while the survival of LLC/R9 cells un-
der metabolic stress may be resulted from initiation of 
macroautophagy. 
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