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Ефект комбiнованої дiї таксолу та iонiзуючої радiацiї

на клiтини анапластичного раку щитоподiбної залози

Вивчено ефекти таксолу, γ-опромiнення та їх комбiнацiї на апоптознi процеси в клi-

тинах анапластичного раку щитоподiбної залози лiнiй КТС-2 та ARO. Показано, що

iонiзуюча радiацiя i таксол конкурентно впливають на фосфорилювання основного ре-

гулятора клiтинного циклу, пухлинного супресора р53, експресiю проапоптозного бiлка

Вах та важливого регулятора циклу с-Abl в пухлинних клiтинах. У той же час ефект

комбiнованої дiї радiацiї i таксолу щодо апоптозних процесiв вiрогiдно вищий за такий

кожного з цих агентiв, застосованих окремо. Комбiноване застосування таксолу в кон-

центрацiях, що викликають апоптоз, та низьких доз γ-опромiнення є перспективною

фармакологiчною стратегiєю для подальших доклiнiчних дослiджень.

Таксол є ефективним протипухлинним препаратом, який протягом останнiх трьох деся-
тилiть успiшно використовується для лiкування деяких видiв злоякiсних пухлин, у тому
числi раку легень, молочної залози, сечового мiхура, яєчникiв, голови i шиї та мелано-
ми [1]. Провадяться дослiдження щодо можливостi посилення його лiкувального ефекту
шляхом комбiнованого застосування з iншими протипухлинними терапевтичними засоба-
ми [2]. Оскiльки таксол дiє на мiкротрубочки, блокуючи подiл клiтин, можна припустити
доцiльнiсть використання додаткових агентiв, якi б пошкоджували в пухлинних клiтинах
ще й ДНК, викликаючи генотоксичний стрес. Одним з таких агентiв, що широко викори-
стовується в протипухлиннiй терапiї, є iонiзуюча радiацiя (IР).

Метою дослiдження було вивчення комбiнованої дiї низьких доз таксолу та низьких доз
радiацiї щодо апоптозних процесiв у клiтинах анапластичного раку щитоподiбної залози
(АТС) лiнiй АRO та КТС-2.

Клiтини культивували в середовищi RPMI-1640, що мiстило 5% бичачої сироватки, 1%
пенiцилiну/стрептомiцину, в атмосферi з 5% CO2 при 37 ◦C протягом 2 дiб, двiчi проми-
вали PBS-буфером (80 мМ ортофосфат натрiю однозамiщений, 20 мМ ортофосфат натрiю
двозамiщений, 100 мМ хлорид натрiю, pH 7,4) i замiнювали середовище. Через 24 год вно-
сили розчинений у диметилсульфоксидi (ДМСО) таксол фiрми “Wako Chemicals” (Японiя)
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Рис. 1. Вплив таксолу та γ-опромiнення (IР) на фосфорилювання пухлинного супресора р53, експресiю
проапоптозного бiлка Вах та активацiю каспази-3 (фрагмент 19 кДа) пiсля 24 год iнкубацiї з таксолом.
1, 3 — клiтини лiнiї КТС-2; 2 — ARO

i iнкубували клiтини протягом наступних 24 год. У контрольнi проби вносили в такiй же
кiлькостi ДМСО. Частину чашок з клiтинами опромiнювали (доза 5 Гр). По закiнченнi
iнкубацiї клiтини двiчi промивали холодним (2 ◦С) буфером PBS, що мiстив пiрофосфат
та ортованадат натрiю, збирали в 1 мл буфера PBS i осаджували протягом 3 хв при 1000
об/хв i 2 ◦С.

Одержання клiтинних бiлкiв та iмуноблотинг проводили за методикою, що описана
ранiше [3]. У дослiдженнi використанi полiклональнi антитiла до каспази-3, ПАРП (по-
лi-АДФ-рибозо-полiмераза), Вах, фосфоформи бiлка р53, с-Аbl та кон’югованi з перокси-
дазою хрiну вториннi антитiла вiд фiрми “Cell Signaling Technology” (США). Комплекси
бiлкiв з антитiлами вiзуалiзували за допомогою реагенту ECL (“Amersham Life Science”,
Великобританiя).

Клiтини опромiнювали на установцi потужнiстю 1 Гр/хв фiрми “Pony” (Японiя), модель
PS-3100SB з джерелом випромiнювання 137Cs (γ; 0,662 MеВ).

Статистичну обробку даних проводили за Стьюдентом. Значення P < 0,05 вважали за
вiрогiднi.

Згiдно з результатами дослiдження, опромiнення клiтин анапластичного раку КТС-2
γ-променями в дозi 5 Гр помiтно посилює фосфорилювання одного з ключових бiлкiв, якi
регулюють клiтинний цикл, — супресора пухлин р53 по 15 залишку серину (рис. 1, 1 ), що
зумовлює послаблення його взаємодiї з негативним регулятором — онкопротеїном Mdm2 [4].
Це, у свою чергу, дає можливiсть бiлку р53 уникнути убiквiтинiзацiї i розщеплення в проте-
асомах, а отже, приводить до його накопичення в ядрi i трансактивацiї генiв, продукти яких
можуть, залежно вiд контексту, зупиняти клiтинний цикл, iнiцiювати репарацiю ДНК або
апоптоз [4]. Таксол у концентрацiї 25 нМ, при якiй iндукується класичний апоптоз у клi-
тинах АТС [3], також посилює фосфорилювання р53, але меншою мiрою порiвняно з IР.
Важливо вiдзначити, що в присутностi таксолу IР-залежне фосфорилювання р53 вiрогiдно
зменшувалось (див. рис. 1, 1, трек 4; рис. 2, а).

Одним з можливих наслiдкiв накопичення р53 є трансактивацiя генiв, продукти яких
iнiцiюють апоптоз, зокрема гена проапоптозного бiлка Вах, який є одним з ключових фа-
кторiв у розвитку мiтохондрiального шляху апоптозу [5]. За нашими даними, експресiя
Вах, як i фосфорилювання р53, посилюється при опромiненнi клiтин та в присутностi
таксолу (див. рис. 1, 2 ; 2, б ). Комбiнована дiя IР та таксолу приводить до пригнiчення
експресiї Вах у порiвняннi з дiєю цих чинникiв, використаних окремо. Така ж закономiр-
нiсть у дiї IР та таксолу характерна i для експресiї нерецепторної тирозинкiнази с-Аbl
(не показано), яка стабiлiзує i стимулює накопичення бiологiчно активного р53 [6] та бе-
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Рис. 2. Кiлькiсна оцiнка фосфорилювання пухлинного супресора р53 (а), експресiї проапоптичного бiлка
Вах (б ), активацiї каспази-3 (в).
а: * — вiдмiни вiд контролю вiрогiднi, p < 0,0001; + — ефект комбiнованої дiї таксолу та опромiнення
вiрогiдно вiдрiзняється вiд дiї γ-опромiнення та таксолу, застосованих окремо: p = 0,035 та p = 0,026

вiдповiдно. M ±m, n = 5.
б: * — вiдмiни вiд контролю вiрогiднi, p < 0,0001; + — ефект комбiнованої дiї таксолу та опромiнення вiро-
гiдно вiдрiзняється вiд дiї γ-опромiнення та таксолу, застосованих окремо: p = 0,004 та p = 0,01 вiдповiдно.
M ±m, n = 3.
в: * — вiдмiни вiд контролю вiрогiднi, p < 0,001; ефект комбiнованої дiї таксолу та опромiнення вiрогiдно
вiдрiзняється вiд дiї γ-опромiнення та таксолу, застосованих окремо, + — p = 0,003; ++ — p < 0,001. M±m,
n = 3

ре участь у таксолзалежних процесах: iндукцiї апоптозу, зупинцi клiтинного циклу у фазi
G2/M [7].

Таким чином, IР i таксол виступають антагонiстами щодо фосфорилювання та експресiї
ряду бiлкiв, якi опосередковують ефекти обох цих агентiв у пухлиннiй клiтинi. Можливо,
це пояснюється спiльними сигнальними каскадами, якi активуються у вiдповiдь на дiю IР
та таксолу. Отже, можна припустити, що вiдповiдь клiтини на генотоксичний стрес та на
стрес, пов’язаний з порушенням структури цитоскелету, реалiзується хоча б частково за
спiльними механiзмами. На це вказує i факт посилення фосфорилювання бiлка р53 у при-
сутностi таксолу, що є характерною вiдповiддю клiтини на пошкодження ДНК радiацiєю та
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iншими генотоксичними агентами. З iншого боку, можна зробити висновок, що р53 i Вах не
вiдiграють ключової ролi в опосередкованому IР та таксолом апоптозi, що пiдтверджується
i даними лiтератури [8].

У той же час, незважаючи на конкурентнi взаємовiдносини мiж таксолом та IР щодо
певних сигнальних механiзмiв, кiнцевий ефект такої взаємодiї є синергiчним щодо апопто-
зних процесiв. Результати дослiджень свiдчать про те, що ефект IР щодо активацiї основної
ефекторної каспази-3 є незначним порiвняно з ефектом таксолу (див. рис. 1, 3 ; 2, в). Проте
комбiнована дiя обох агентiв дає адитивний ефект, посилюючи дiю кожного з них. Така ж
закономiрнiсть спостерiгалась i щодо розщеплення ПАРП (не показано) — одного з основ-
них показникiв заключних стадiй апоптозу.

Отже, спiльне використання низьких доз (0,5–5 Гр) IР та низьких доз таксолу приводить
до iстотного посилення апоптозного ефекту в клiтинах АТС i може бути рекомендоване
для доклiнiчних випробувань.
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The effect of combined action of Taxol and ionizing radiation on thyroid

anaplastic cancer cells

We studied the effects of Taxol, γ-irradiation, and their combination on apoptotic processes in

KTC-2 and ARO cell lines. Ionizing radiation and Taxol exhibited a competitive effect upon phos-

phorylation of main cell cycle controller, tumor supressor p53, expression of proapoptotic Вах, and

important cycle regulator с-Abl in tumor cells. At the same time, the combined effect of radia-

tion and Taxol on apoptotic processes was significantly higher than effects of single agents. The

combination of Taxol in apoptotic concentrations and low doses of γ-radiation is a promising

pharmacological strategy for further preclinical trials.
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