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Низька специфічність фармаколо-
гічної дії протипухлинних препаратів 
та висока їхня токсичність щодо нор-
мальних органів та тканин організму 
гостро ставить питання щодо розробки 
нових ефективних протипухлинних 
засобів, спрямованих, у першу чергу, 
на пригнічення метастазування, як 
основної причини загибелі онкологіч-
них хворих.

Відомо, що побічним продуктом нор-
мального кисневого метаболізму в 
живих клітинах (нормальних та пух-
линних) є активні форми кисню (АФК), 
що зумовлюють значний вплив на 
виживаність та функціональну актив-
ність клітин [1]. Підвищений рівень 
АФК є характерним для пухлинних 
клітин за рахунок дисфункції їхніх 
мітохондрій та неповноцінності васку-
лярної сітки в пухлинній тканині, що 
зумовлює формування в пухлинних 
клітинах оксидативного стресу [2, 3]. 
Останній сприяє інвазії та метастазу-
ванню пухлинних клітин, оскільки 
АФК задіяні в перебудові цитоскелету 
та клітинній рухливості (що є маркер-
ними властивостями метастатично-
активних пухлинних клітин) [4, 5].

Дуалістична роль АФК в онкології 
(антинеопластична та про-
неопластична) вказує на те, що тип 
пухлинних клітин, їхній редокс потен-
ціал, рівень АФК та тривалість впливу 
на клітини (чи внутрішньоклітинні 
процеси) можуть бути детермінантами. 
Базуючись на цих фактах, у світі про-
водиться достатньо активний пошук 
агентів з антиоксидантними власти-

востями, здатними стримувати ріст та/
або метастазування злоякісних ново-
утворень [6].

Рослини є традиційним джерелом фар-
макологічно активних речовин, у тому 
числі з протипухлинною активністю [7]. 
Серед засобів рослинного походження 
велику увагу останнім часом привер-
тають стильбени, які відносяться до полі-
фенольних сполук [8, 9]. Ува жається, що 
стильбени проявляють антиоксидантну, 
протизапальну, кардіотропну та проти-
пухлинну активність [10–13].

До найвідоміших у фармакології 
стильбенів відносяться резвератрол 
(3,4’,5-тригідроксистильбен) та окси-
резвератрол (2,3’,4,5’-тетрагідроксис-
тильбен) [14]. На відміну від резвера-
тролу, протипухлинну активність якого 
широко досліджували, вивчення фарма-
кологічної активності оксирезвератролу 
(OXY) обмежувалося патологіями, не 
пов’язаними з онкологічним процесом 
[15–17]. OXY характеризується висо-
кою розчинністю у воді, високою біо-
доступністю, меншою цитотоксичністю 
відносно нормальних тканин та суттєво 
вищою антиоксидантною активністю 
порівняно з резвератролом.

Мета дослідження – вивчити проти-
пухлинну та антиметастатичну актив-
ність OXY відносно високометастатичної 
карциноми легені Льюїс та встановити 
можливий зв’язок цієї активності з анти-
оксидантними властивостями OXY.

Матеріали та методи. Дослідження 
проводили на 56 мишах-самках лінії 
С57/BL6 вагою 18,5–21,5 г, віком 2– 
2,5 міс розводки віварію Інституту екс-
периментальної патології, онкології і 
радіобіології імені Р. Є. Кавецького 
(ІЕПОР) НАН України. Усі досліджен-
ня на тваринах здійснювали згідно з 
вимогами регіонального Комітету з 
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етики роботи з піддослідними тварина-
ми та з додержанням правил роботи з 
лабораторними тваринами.

Як пухлинну модель було використа-
но карциному легені Льюїс (LLC), отри-
ману з Національного банку клітинних 
ліній та пухлинних штамів ІЕПОР НАН 
України. Клітини LLC підтримували in 
vitro за стандартних умов у поживному 
середовищі RPMI 1640 (Sigma, США)  
з додаванням 10% ЕТС (Sigma, США)  
2 мМ L-глутаміну та 40 мкг/мл гентамі-
цину при 37 °С за вологих умов, 5% 
СО2, 1·106 пухлинних клітин.

Для проведення досліджень мишам 
лінії C57Bl/6 внутрішньом’язово (у 
праве стегно) перещеплювали 1 · 106 клі-
тин LLC у 0,1 мл розчину Хенкса. 
Після перещеплення тварин було поді-
лено на дві групи. Мишам дослідної 
групи (20 тварин) уводили щоденно 
перорально 5 разів на тиждень протя-
гом 3 тижнів 0,4 мл водного розчину 
OXY (сумарна доза OXY складала 0,2 г/
кг ваги тварини, що в 5 разів менше за 
ЛД50), починаючи з другого дня після 
перещеплення пухлинних клітин. Миші 
контрольної групи (36 тварин) отриму-
вали за відповідною схемою дистильо-
вану воду. Кількість уведень – 15.

Вимірювання розміру пухлини про-
водили кожну третю добу росту пух-
лин, починаючи з 10-ї доби після її 
перещеплення. Для цього за допомогою 
штангенциркуля проводили визначен-
ня діаметра пухлини в кожної тварини, 
після чого вираховували об’єм пухлини 
за формулою:

де d – діаметр пухлини (мм).
На 5 добу після закінчення терапії 

(25 доба росту пухлини) тварин декапі-
тували під легким ефірним наркозом, 
видаляли легені та підраховували кіль-
кість метастазів (з урахуванням їхнього 
розміру) та визначали їхній об’єм за 
формулою:

де VM – загальний об’єм метастазів, 
ni – кількість метастазів з діамет ром di.

Підрахунок кількості метастазів та 
визначення їхнього діаметра проводили 
з використанням бінокулярного мікро-
скопа та міліметрової шкали.

Для визначення можливих механіз-
мів протипухлинної активності OXY 
досліджували:

– цитотоксичну/цитостатичну дію in 
vitro;

– антиоксидатну активність in vitro;
– вплив на функціональний стан 

електрон-транспортного ланцюзі 
мітохондрій пухлинних клітин in 
vivo.

У дослідженнях in vitro клітини 
висаджували в лунки 24-лункової план-
шети з початковою щільністю 1,5 · 105 
клітин/лунку в середовищі, стандарт-
ному за вмістом глюкози та глутаміну. 
Після закінчення терміну передінкуба-
ції середовище замінювали на свіже, а 
саме: 1) стандартне за вмістом глюкози 
та глютаміну, 2) дефіцитне за вмістом 
глюкози, 3) дефіцитне за вмістом глу-
таміну з додаванням OXY у діапазоні 
концентрацій 0,013–0,500 мг/мл. Кіль-
кість клітин у суспензії та їхню жит-
тєздатність оцінювали рутинним мето-
дом за допомогою прямого підрахунку 
з використанням 0,4% розчину трипа-
нового синього.

Антиоксидантну активність OXY 
досліджували in vitro за здатністю 
інактивувати активні форми кисню 
(АФК) у клітинах LLC. Рівень внутріш-
ньоклітинних АФК у пухлинних кліти-
нах визначали з використанням 
2,7-дихлорофлуоресцеїн діацетату 
(Sigma, США) на спектрофлуориметрі 
(світлофільтр збудження 495 нм, світ-
лофільтр емісії 530 нм) згідно з [18].

Вплив OXY на функціональний стан 
електрон-транспортного ланцюга 
(ЕТЛ) мітохондрій пухлинних клітин 
in vivo визначали спектроскопічним 
методом електронного парамагнітного 
резонансу (ЕПР). Об’єктом досліджен-
ня були тканини пухлини мишей 
контрольної групи (на 10, 14, 16, 20 та 
25 добу росту пухлини) та дослідної 
групи (на 20 та 25 добу росту LLC), а 
також м’язова тканина інтактних 
мишей. З тканини пухлини і стегново-
го м’яза готували циліндричні зразки 
каліброваних розмірів (d = 4,0 мм, l = 

,

,
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25–35 мм), заморожували та зберігали 
при температурі 77 К. Записи спектрів 
ЕПР зразків проводили за низькотем-
пературних умов (77 К) на спектроме-
трі Е-109 Varian (США) при швидкості 
розгортки поля 500 Е/хв, амплітуді 
модуляції 1,25 × 10 Е, потужності 
НВЧ-випромінювання 10,0 мВт, сталій 
часу приладу – 1,0 с. За даними спек-
трів ЕПР оцінювали рівні відновлених 
залізо-сірчаних центрів (g = 1,94) ЕТЛ 
мітохондрій та нітрозильних комплек-
сів гемового заліза (gсер = 2,007). Для 
аналізу динаміки змін показників ЕТЛ 
у пухлинній тканині (за впливу OXY 
та без нього) за нульове значення (на 
графіках зображені точкою «0») брали 
відповідні показники м’язової ткани-
ни інтактних мишей.

Статистичний аналіз одержаних 
результатів проводили з використан-
ням дескриптивної статистики, нелі-
нійного регресійного аналізу, t-кри-
терію Стьюдента за допомогою програм 
Microsoft Excel і Microcal Origin.

Результати та їх обговорення. Резуль-
тати дослідження протипухлинної дії 
оксирезвератролу (OXY) показали, що 
даній сполуці притаманна як проти-

пухлинна, так і антиметастатична 
активність.

Застосування OXY привело до ста-
тистично достовірного пригнічення 
росту та метастазування LLC (таблиця), 
об’єм первинної пухлини зменшувався 
на 37% (p < 0,05), а кількість метаста-
зів у легені – на 42% (p < 0,05). Най-
суттєвіше OXY впливав на об’єм мета-
статичного ураження легені, зменшую-
чи його на 70% (p < 0,01).

Слід зауважити, що резвератрол 
також проявляє виражену антиметас-
татичну активність відносно карцино-
ми легені Льюїс. Однак на відміну від 
OXY резвератрол зменшує кількість 
легеневих метастазів у мишей з LLC на 
40% при суттєво більших дозах [19].

Виявлена протипухлинна та антиме-
тастатична активність може бути част-
ково обумовлена цитотоксичною/цито-
статичною дією OXY. У дослідах in 
vitro OXY пригнічував ріст пухлинних 
клітин LLC концентраційно-залежним 
чином (рис. 1). Така залежність носила 
моноекспоненційний характер, а кон-
центрація, яка зумовлює зменшення 
кількості живих клітин на 50% (IC50), 
становила 0,0580 ± 0,0005 мг/мл.

Група тварин
Об’єм первинної 

пухлини, мм3

Кількість легеневих 
метастазів

Об’єм метастазів, 
мм3

Контрольна 606,7 ± 127,9 38,3 ± 7,8 217,8 ± 42,9

OXY 379,3 ± 72,3* 21,8 ± 6,4* 65,1 ± 20,4*

Таблиця 

Протипухлинна та антиметастатична дія OXY відносно LLC

Примітка. *Значуща (р < 0,05) відмінність від показника в контролі.

Рис. 1. Вплив OXY на виживаність клітин LLC та рівень активних форм кисню 
в них in vitro



40 Фармакологія та лікарська токсикологія, № 4–5 (35)/2013

Цитотоксична/цитостатична дія 
OXY корелювала з його вираженою 
антиоксидантною активністю, яка була 
виявлена в широкому діапазоні його 
водорозчинних концентрацій та носила 
концентраційно-залежний характер 
(рис. 1). При цьому звертає на себе 
увагу той факт, що OXY обумовлював 
суттєве зниження рівня АФК у кліти-
нах LLC у діапазоні концентрацій, 
нижчих за IC50.

Висока антиоксидантна активність 
OXY підтверджується й результатами 
досліджень його впливу на функціо-
нальний стан електрон-транспортного 
ланцюзі (ЕТЛ) мітохондрій пухлинних 
клітин in vivo.

Відомо, що в ссавців дихальний лан-
цюг мітохондрій містить чотири фер-
ментні комплекси (комплекси І–ІV) та 
два субстрати-посередники: коензим Q і 
цитохром с. NADH+, H+ та FADH2 – про-
міжні продукти метаболізму, що забез-
печують встановлення протонного елек-
трохімічного градієнта в дихальному 
ланцюгу мітохондрій, який в кінцевій 
ланці використовується АТФ-синтазою 
(комплекс V) для продукції АТФ тільки 
на енергетичні потреби клітини [20].

Сьогодні можна вважати доведеним, 
що внесок мітохондрій у функцію кліти-
ни значно більший за роль у енергетич-
ному метаболізмі. Вони генерують 
активні форми кисню та азоту, які є 
одними з ключових учасників регуляції 
внутрішньоклітинних процесів, що 
забезпечують виживаність, проліфера-
тивний та метастатичний потенціал пух-
линних клітин. Особливу роль в такій 
регуляції відіграють радикали оксиду 
азоту (NO•), що продукується мітохон-
дріальною NO-синта зою (mNOS) [21]. У 
нормальних клітинах «фізіологічний 
рівень» NO• регулює процес дихання, 
модулюючи активність цитохромоксида-
зи (комплекс IV). У пухлинних клітинах 
концентрація NO•ра ди калів зазвичай є 
вищою, ніж «фізіологічний рівень» (за 
рахунок підвищеного їх синтезу як 
mNOS, так і індуцибельною NO-синтазою 
макрофагів, асоційованих в пухлинний 
процес), що призводить до нітрозування 
компонентів ЕТЛ мітохондрій і утворен-
ня нітрозильних комплексів гемового 
заліза (NO-комплекси).

Проведені дослідження показали, що 
в клітинах LLC уже на 10 добу росту 
пухлин відмічається утворення 
NO-комплексів гемового заліза, які 
повністю відсутні в м’язовій тканині 
інтактних тварин (рис. 2 А). У процесі 
росту LLC рівень NO-комплексів зрос-
тав до 14-ї доби на 200% (p < 0,001), і 
в подальші строки дослідження він 
практично не змінювався.

У той самий час рівень залізо-сірча-
них центрів у ЕТЛ мітохондрій клітин 
пухлини, починаючи з 14-ї доби росту, 
був статистично достовірно нижчим на 
53% порівняно з відповідним показни-
ком інтактного контролю (рис. 2 Б). 
Прогресивне накопичення нітрозиль-
них комплексів та зменшення рівня 
залізо-сірчаних центрів свідчить про 
інгібуючий вплив NO•радикалів на І та 
ІІ комплекси ЕТЛ мітохондрій пухлин-
них клітин, що може обумовлювати 
порушення синтезу АТФ.

Застосування тваринам OXY призво-
дило до суттєвих змін рівня NO-комп-

Рис. 2. Рівень NO-комплексів гемового 
заліза (А) і залізо-сірчаних центрів 
(Б) у пухлинній тканині на різних 
етапах росту LLC після терапії OXY 
(заштриховані стовпчики) та без 
терапії (білі стовпчики). Сірі 
стовпчики відповідають показникам 
м’язової тканини інтактних тварин
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лексів гемового заліза в ЕТЛ мітохон-
дрій пухлинних клітин. Згідно з отри-
маними даними, наприкінці терапії  
(20 доба росту пухлини) уміст NO-комп-
лексів у тканині LLC достовірно зни-
зився на 76 % (р < 0,01), що вказує на 
здатність OXY інактивувати NO ради-
кали в пухлинах LLC. Проте тривалість 
такого ефекту була незначною, і через 
п’ять діб після закінчення терапії він 
повністю зникав (рис. 2 А).

Звертає увагу той факт, що суттєве 
зниження рівня NO-комплексів після 
терапії OXY (обумовлене, скоріше за 
все, його антиоксидантною активністю) 
не супроводжується підвищенням рівня 
залізо-сірчаних центрів (рис. 2 Б). Біль-
ше того, спостерігається тенденція до 
зниження рівня цих центрів і, як наслі-
док, погіршення функціонування ЕТЛ 
мітохондрій у пухлинній тканині, що 
може вносити свій вклад у протипух-
линну активність OXY. Не виключено, 
що суттєве зменшення рівня NO радика-
лів після введення OXY порушує їхню 
регуляторну функцію відносно процесу 
клітинної проліферації. Крім того, змен-
шення рівня активних форм кисню та 
азоту знижує міграційний та метаста-
тичний потенціал пухлинних клітин.

Таким чином, було показано, що 
пероральне курсове введення OXY у 
достатньо низьких дозах обумовлює 
його протипухлинну та антиметаста-
тичну дію відносно карциноми легені 
Льюїс. Висока антиоксидантна актив-
ність OXY вносить свій вклад у реаліза-
цію протипухлинної дії.

Висновки
1. Показано, що щоденне перораль-

не введення OXY протягом трьох 
тижнів у сумарній дозі 0,2 г/кг 
ваги тварини обумовлює його про-
типухлинну та антиметастатичну 
дію відносно карциноми легені 
Льюїс.

2. Дослідженнями in vitro виявлено 
цитотоксичну/цитостатичну дію 
OXY відносно клітин LLC, яка носи-
ла концентраційно-залежний харак-
тер та корелювала з його високою 
антиоксидантною активністю.

3. Відмічено, що рівень нітрозиль-
них комплексів гемового заліза в 
тканині LLC наприкінці терапії 
OXY знизився на 76% (р < 0,01), 
що є проявом його антиоксидант-
ної активності до реактивних форм 
кисню та азоту.
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И. В. Бойчук, О. Н. Пясковская, О. Р. Мельников, Д. Л. Колесник, Г. И. Соляник
Экспериментальное исследование противоопухолевой активности 
оксирезвератрола
Поиск новых эффективных противоопухолевых агентов является актуальной задачей современ-

ной онкологии. Цель исследования – изучить противоопухолевую активность оксирезвератрола 
(OXY) в отношении карциномы легкого Льюис (LLC) у мышей и установить возможную связь этой 
активности с его антиоксидантными свойствами. Было показано, что ежедневное пероральное 
введение OXY в течение трех недель в суммарной дозе 0,2 г/кг обусловливает противоопухолевый 
и антиметастатический эффект, проявляющийся в снижении объема первичной опухоли, количе-
ства и объема легочных метастазов на 37%, 42%, 70% соответственно. Цитотоксическое действие 
OXY и высокая антиоксидантная активность вносят вклад в противоопухолевую эффективность.

Ключевые слова: оксирезвератрол, карцинома легкого Льюис, антиоксидантная активность, 
активные формы кислорода

I. V. Boichuk, О. N. Pyaskovskaya, О. R. Melnikov, D. L. Kolesnik, G. I. Solyanik
Anticancer activity of oxyresveratrol: experimental study
Despite tremendous efforts that have been made in the search for novel drugs, cancer continues to 

be one of the major cause of human death. Hence, the development of new therapeutic strategies 
remains a high priority. Natural compounds represent an important source of biologically active 
substances with therapeutic values. At present great attention is attracted to naturally occurring 
hydroxystilbenes for their pleiotropic health beneficial effects including anti-oxidant, anti-inflammatory, 
cardioprotective and anticancer activities. Oxyresveratrol (trans-2,3’,4,5’-tetrahydroxystilbene; OXY) 
despite its high bioavailability and good solubility in aqueous solutions is yet little investigated. The 
objective of the study was to investigate anticancer activity of OXY against Lewis lung carcinoma (LLC) 
and to analyze the association of this activity with radical scavenger properties of OXY. It was shown that 
OXY inhibited LLC cell growth in vitro in concentration-dependent manner (IC50 = 0,058 ± 0.0005 мг/мл). 
Cytotoxic/cytostatic activity of OXY correlated with it marked scavenging-antioxidant properties which 
was displayed in a wide range of water-soluble concentrations. Moreover OXY in concentrations 
considerably lower than IC50 caused five-fold reduction of ROS level in LLC cells. Daily per os 
administration of OXY into LLC bearing mice during three weeks in sufficiently low dose resulted in 
reducing tumor volume, number and volume of lung metastases on 37%, 42%, 70%, respectively (p < 
0,05). Revealed antitumor acitivity was accompanied by both an essential decrease of the level of nitric 
oxide (NO) heme-iron complexes on 76% (p < 0,01) and downtrend of iron-sulfur clusters in electron 
transport chain of LLC cell mitochondria. The obtained data suggest the involvement of OXY cytotoxicity 
and high antioxidant activity in suppression of LLC growth and metastasis.

Key words: oxyresveratrol, Lewis lung carcinoma, antioxidant activity, reactive oxygen species (ROS)
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