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МЕХАНІЗМИ МОДИФІКАЦІ ЧУТЛИВОСТІ КЛІТИН РАКУ ЛЕГЕНІ ЛЮДИ
НИ ДО ПРОТИПУХЛИННИХ ХІМІОПРЕПАРАТІВ ЗА УМОВ ТРИВАЛО ЕКС
ПОЗИЦІ КЛІТИН З АЛЬФА-ІНТЕРФЕРОНОМ -  Довготермінова інкубація 
клітин А-549 при наявності ІФН підвищує чутливість клітин до цито
токсичних агентів різних за структурою та механізмом д і, а також до 
гіпертермі T Підвищення чутливості ІФН-модифікованих клітин до ци
тотоксичних агентів супроводжується зростанням в клітинах базально
го та індукованого рівня активно форми каспази-3, збільшенням експ
ресі мРНК топоізомерази ІІ альфа та зменшенням експресі антиапоп- 
тотичного білка ВсІ-2, що свідчить про зменшення резистентності до 
індукці апоптозу в ІФН-модифікованих клітинах А-549т

МЕХАНИЗМЫ МОДИФИКАЦИИ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ КЛЕТОК РАКА ЛЕГ
КОГО ЧЕЛОВЕКА К ПРОТИВООПУХОЛЕВЫМ ХИМИОПРЕПАРАТАМ ПРИ ДЛИ
ТЕЛЬНОЙ ЭКСПОЗИЦИИ С АЛЬФА-ИНТЕРФЕРОНОМ -  Длительная инку
бация клеток А-549 в присутствии ИФН повышает их чувствительность к 
цитотоксическим агентам различной структуры и механизма действия, 
а также к гипертермии Повышение чувствительности ИФН-модифици- 
рованных клеток к цитотоксическим агентам сопровождается повышени
ем базального и индуцированного уровня активной формы каспазы-3, 
повышением экспрессии мРНК топоизомеразы ІІ альфа и снижением 
экспрессии антиапоптотического белка Всі-2т Все это свидетельствует об 
уменьшении резистентности к индукции апоптоза в ИФН-модифициро- 
ванных клетках А-549т
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ВСТУП Відомо, що загибель пухлинних клітин під впли
вом хіміотерапевтичних агентів та фізичних чинників може 
відбуватись шляхом апоптозу або некрозу [1, 2] t Оскільки 
протипухлинна терапія має переважно бути спрямована 
на апоптотичну загибель пухлинних клітин, велика увага 
приділяється пошуку агентів, які можуть модифікувати чут
ливість пухлинних клітин до індукці апоптозут Одним з 
таких факторів може бути альфа-інтерферон (ІФН)т Зокрема 
показано, що ІФН здатен підсилювати апоптоз, індукова
ний фактором некрозу пухлин [3]T Вивчення ролі ІФН у мо- 
дифікаці чутливості пухлинних клітин до цитотоксично 
ді хіміопрепаратів дозволить суттєво змінити підхід до існу
ючих схем використання ІФН в лікувальних комбінаціях, 
нових варіантах і протоколах антиметастатично терапі т

В дослідженнях ряду авторів було показано, що за умов 
короткотермінового впливу ІФН на пухлинні клітини in vitro 
зміни фенотипу не були довготривалими і за подальшого 
культивування без ІФН відновлювались вихідні власти
вості пухлинних клітин [K, 5]т Мета роботи полягала у дос
лідженні впливу тривалого (протягом року) впливу ІФН на 
чутливість клітин Ä-5K9 недрібноклітинного раку легені лю
дини до протипухлинних хіміопрепаратів та до гіпертермі т

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ Об’єктом досліджень були 
клітини Ä-5K9 недрібноклітинного раку легені людини 
(НДРЛ), отримані з Банку клітинних ліній ІЕПОР імені 
РтЄт Кавецького НАН Укра ни, які культивували в повному 
поживному середовищі RPM! 16K0 ( “ Sigma Chemu C0t” ,

США), що містило 4 ммоль/л L-глютаміну, 10 % ембріональ
но сироватки теляти (“Sigma Chem. Со.” ) та 40 мкг/мл ген- 
таміцину; клітини культивували у зволоженій атмосфері з 
5% С02 при 37 0С, заміну середовища проводили кожні 2 
доби, пересів клітин -  через 4 доби. В дослідженнях викори
стовували рекомбінантний альфа-2Ь-ІФН (“ Біофарма” , Ук
ра на), а також протипухлинні препарати: фарморубіцин 
швидкорозчинний ( “ Pfizer” , Італія); метотрексат ( “ Ebewe 
Arzneimittel GmbH ” , Австрія); елоксатин (“Sanofi Winthrop 
Іпсіизігіа” , Франція); флуорурацил (“Дарниця” , Укра на); так- 
солік (доцетаксел; “ Біолік” , Укра на), іринотекан (“ Pfizer” , Іта
лія), адріабластин (“ Pharmacia&Upjohn” , Італія).

Для порівняльного дослідження чутливості до хіміопре
паратів вихідних клітин А-549 та субліній, модифікова
них ІФН, суспензію клітин висаджували на 96-лункові план
шети в концентраці 5х103-1х104 клітин/лунку. Через 24 год 
вносили досліджувані препарати. Клітини інкубували при 
37 0С з препаратами протягом 72 год, після чого визначали 
рівень цитотоксичності шляхом фарбування клітин МТТ 
та/або SulforoCamine В і розраховували ІС50 за стандартни
ми методиками [6, 7].

При дослідженні впливу гіпертермі на клітини х про
грівали при температурах 42-45 0С протягом 1 год в повному 
поживному середовищі, після чого культивували 24-72 год за 
стандартних умов. Після культивування клітини забарвлю
вали трипановим синім та підраховували в гемоцитометрі.

Рівень білка Bcl-2 в досліджуваних клітинах вивчали 
за допомогою імуноцитохімічного методу. Використовували 
МКАТ проти Bcl-2 (clone 124) фірми “ DakoCytomation” (Да
нія) та систему EnVision (“ DakoCytomation”) для візуалізаці .

Експресію в клітинах мРНК топоізомерази ІІ-б визнача
ли за методом ЗТ-ПЛР з використанням наборів “ Рибо-золь- 
А” та “ РЕВЕРТА-L” (“Амплісенс” , Росія). Для ампліфікаці за
стосовували праймери: 5'-GGCTCGATTGTTATTTCCAC-3' та 
5'-GGTTGTAGAATTAAGAATAGC-3' [8].

Для виявлення активно форми каспази-3 в клітинах 
використовували проточний цитофлуориметр FACScan 
(“ Becton D ickinson” , США) та набір “ mAb Apoptosis Kit FITC” 
( “ BD Bioscience Pharmingen” , США) згідно з інструкцією 
фірми-виробника.

Статистична обробка одержаних результатів проводи
лася за допомогою програми ST AT ISTKA 6.0. Для порівнян
ня вірогідності відмінностей середніх величин використо
вували f -критерій Стьюдента; при цьому вірогідними вва
жали відмінності при Р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА X ОБГОВОРЕННЯ 
Для вивчення пролонговано ді ІФН на пухлинні клітини х 
довгостроково (до року) культивували при наявності ІФН в 
зростаючих дозах (від 100 до 10000 М0/мл). Було отрима
но дві субліні клітин, модифіковані ІФН, в дозах 2000 та 
10000 М0/мл (А-549/2000 та А-549/10000, відповідно).

Результати визначення ІС50 у вихідній ліні А-549 та суб- 
лініях, модифікованих ІФН (таблиця), показали, що моди
фіковані ІФН клітини стали достовірно більш чутливими до 
ді цитостатиків. Виявилось, що чутливість клітин підвищу
валася до всіх хіміопрепаратів, незалежно від механізму х 
ді , причому кратність зменшення ІС50 була приблизно од
наковою, незалежно від вихідно чутливості до препаратів. 
Суттєво різниці між ефективністю різних доз ІФН щодо його 
здатності підвищувати чутливість клітин до цитостатиків 
не було; більше того, ефективне підвищення чутливості клітин 
до цитотоксичних чинників мало місце при довготерміно
вому культивуванні з ІФН вже в дозі 2000 М0/мл (табл. 1).
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Таблиця 1. Чутливість клітин А-549 до хіміопрепаратів за умов тривало експозиці х з ІФН

Хіміопрепарат Лінія А-549 Сублінія А-549/2000 Сублінія А-549/1 0000
ІС50 (мкг/мл)

Фарморубіцин 0,4 0,08 0,1
Метотрексат 0,08 0,003 0,005
Елоксатин 20 3 5
Флуорурацил 20 2 2
Таксолік 2 0,1 0,2
Іринотекан 20 5 5

При дослідженні гіпертермічного впливу на клітини 
А-549 встановлено, що чутливість до підвищено темпе
ратури клітин субліній А-549/2000 та А-549/10000 була 
значно більшою порівняно з вихідною лінією. Так, інкубу
вання при температурі 42 "С з наступним культивуван
ням за стандартних умов призводило до загибелі близько 
70 % клітин субліні А-549/10000, в той час як життєз
датність клітин А-549 за такого ж впливу практично не 
змінювалася. Збільшення температури до 45 "С виклика
ло загибель 30 % клітин у вихідній ліні , тоді як кількість 
загиблих ІФН-модифікованих клітин за цих умов стано
вило до 100 % залежно від терміну культивування з цито- 
кіном та дози ІФН. Морфологічні дослідження показали, 
що експозиція при підвищеній температурі клітин субліній 
А-549/2000 та А-549/10000 призводить до індукці апоп
тозу (рис. 1 ).

Оскільки культивування при наявності ІФН може 
змінювати фенотипові властивості клітин, становило пев
ний інтерес визначити відмінності за деякими фенотипо- 
вими показниками між вихідною лінією А-549 та сублінія- 
ми, отриманими за довготерміново ді ІФН.

За допомогою імуноцитохімічного методу з викорис
танням МКАТ до В с і-2 було виявлено різке зменшення

відсотку Всі-2-позитивних клітин в сублініях А-549/2000 
та А-549/10000 (рис. 2).

Експресію топоізомерази II альфа у клітинах розгляда
ють як маркер чутливості до інгібіторів топоізомерази II, а 
також маркер проліфераці клітин [8, 9]. Порівняння експ
ресі мРНК гена топоізомерази II альфа у вихідній ліні та в 
сублініях клітин А-549, що зазнали довготерміново ді !ФН, 
за допомогою напівкількісного методу ЗТ-ПЛР свідчить про 
суттєве збільшення експресі в клітинах А-549/10000 (рис. 
3). Причому таке зростання експресі залишалося стабіль
ним навіть в разі культивування цих клітин у середовищі, 
яке не містить !ФН. Можна припустити, що виявлене нами 
підвищення експресі гена топоізомерази II альфа в кліти
нах А-549 корелює з підвищеною чутливістю !ФН-модифі- 
кованих клітин до протипухлинних препаратів.

Ми провели порівняльний аналіз вмісту клітин з ак
тивною формою каспази-3 у вихідній ліні та субліні А-549/ 
10000. Виявилось, що відсоток клітин з активною формою 
ціє ефекторно каспази є більш високим в модифікованій 
субліні . Ці відмінності базального рівня корелювали також 
зі значно більшим рівнем активаці каспази-3 в субліні , 
модифікованій !ФН порівняно з такою у вихідній ліні А- 
549 за ді адріабластину (рис. 4).

Б

Рисунок 1. Цитоспінові препарати клітин А-549 після гіпер- 
термі (1 год при 42 °С) з наступним культивуванням протягом 
48 год за стандартних умов. Препарати пофарбовані за Романовсь- 
ким-Гімза. X 90.

Примітки: -  А. клітини субліні А-549/10000 (стрілками вказані 
апоптотичні клітини та клітини з патологіями мітозу). Б. -  клітини 
вихідно ліні А-549.

Рисунок 2. Рівень антиапоптотичного білка Всі-2 в клітинах 
.-549 після довгостроково експозиці з ІФН.

1 2 3
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Рисунок 3. Експресія мРНК топоізомерази ІІ альфа в клітинах 
А-549 за умов х довгостроково експозиці з ІФН. Електрофорез фраг
ментів ДНК, ампліфікованих в ЗТ-ПЛР з праймерами до фрагмен
ту гена топоізомерази ІІ альфа.

Примітка: 1 -  вихідна лінія А-549; 2 -  сублінія А-549/10000; 3 
-  сублінія А-549/10000, яку в подальшому культивували в середо
вищі без ІФН.
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Рисунок 4. Активна форма каспази-3 (1 -  базальний рівень; 
2 -  індукований адріаміцином рівень) в клітинах вихідно ліні 
А-549 (А) та субліні А- 549/10000 (Б). М1 -  зона гістограми, яка 
відповідає вмісту клітин з активною формою каспази-3.
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ВИСНОВКИ 1. У результаті довготривало інкубаці 
клітин А-549 при наявності ІФН відбувається підвищення 
чутливості клітин до цитотоксичних агентів різних за струк
турою та механізмом ді . Підвищується також і чутливість 
ІФН-модифікованих клітин до гіпертермі .

2. Підвищення чутливості ІФН-модифікованих клітин 
до цитотоксичних агентів супроводжується зростанням в 
клітинах базального та індукованого рівня активно форми 
каспази-3, збільшенням експресі мРНК топоізомерази ІІ 
альфа та зменшенням експресі антиапоптотичного білка 
ВсІ-2, що свідчить про зменшення резистентності до індукці 
апоптозу в модифікованих ІФН клітинах А-549.

Робота виконана при частковому ф інансуванні на тему 
“Ф у н д а м ен т а л ьн і о с н о в и  т ен ом іки  і п р о т ео м ік и ” 
(№  107и002244), яка виконуєт ься в рам ках  ц іл ь о в о ї про- 
трами НАН України. Автори висловлюют ь подяку  канд, біол, 
наук Н.М. Х рановській  за  допом от у в ан ал ізі д ан и х  цито- 
метричних д о сл ід ж ен ь .
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ЗАСТОСУВАННЯ ІНТРАОПЕРАЦІЙНО ВНУТРІШНЬОЧЕРЕВНО ГІПЕРТЕР
МІЧНО ХІМІОТЕРАПІ В КОМБІНОВАНОМУ ЛІКУВАННІ МІСЦЕВОПОШИРЕ
НОГО ТА ДИСЕМІНОВАНОГО РАКУ ШЛУНКА -  Хворі на місцевопоширений 
рак шлунка з високим ризиком імплантаційного метастазування та 
хворі на карциноматоз очеревини на грунті раку шлунка мають не
сприятливий прогноз. Накопичений світовий досвід дозволяє розгляда
ти комбінацію хірургічного лікування та інтраопераційно внутріш
ньочеревно гіпертермічно хіміотерапі (ІВЧГХ) як один з найперспек- 
тивніших методів лікування хворих ціє категорі . В даній роботі 
наведено безпосередні результати комбінованого лікування 11 хворих 
на місцевопоширений та дисемінований рак шлунка з використанням 
ІВЧГХ. Застосування вказаного методу лікування свідчить про його ефек
тивність, задовільну переносимість хворими, низький рівень післяопе
раційних ускладнень та летальності.

ПРИМЕНЕНИЕ ИНТРАОПЕРАЦИОННОЙ ВНУТРИБРЮШНОЙ ГИПЕРТЕР
МИЧЕСКОЙ ХИМИОТЕРАПИИ В КОМБИНИРОВАННОМ ЛЕЧЕНИИ МЕСТНО
РАСПРОСТРАНЕННОГО И ДИССЕМИНИРОВАННОГО РАКА ЖЕЛУДКА -  Мес
тнораспространенный рак желудка с высоким риском имплантацион
ного метастазирования и рак желудка осложненный карциноматозом 
брюшины характеризуются неблагоприятным прогнозом. Накоплен
ный мировой опыт позволяет рассматривать комбинацию хирургичес
кого лечения и интраоперационной внутрибрюшной гипертермичес
кой химиотерапии (ИВБГХ) как один из наиболее перспективных мето
дов лечения больных этой категории. В работе приведены 
непосредственные результаты комбинированного лечения 11 больных с 
местнораспространенным и диссеминированным раком желудка с ис
пользованием ИВБГХ. Применение указанного метода лечения подтвер
ждает его эффективность, удовлетворительную переносимость больны
ми, низкий уровень послеоперационных осложнений и летальности.

APPLICATION OF INTRAOPERATIVE INTRAPERITONEAL HYPERTHERMIC 
CHEMOTHERAPY FOR COMBINED TREATMENT OF LOCAL-ADVANCED AND 
DISSEMINATED GASTRIC CANCER -  The patients w ith local-advanced gastric 
cancer with high risk of intraperitoneal distribution and patients with gastric 
cancer complicated w ith peritoneal carcinomatosis have unfavourable 
prognosis. However, in selected patients, the natural history of this disease 
condition may be altered by using the multimodality approach of cytoreductive

surgery and intraperitoneal hyperthermic chemotherapy. A population of 11 
patients with local-advanced and disseminated gastric cancer treated by 
intraoperative intraperitoneal chemohyperthermic perfusion at a temperature 
of 41-44 °C. Encouraging results which require confirmation in prospective 
randomized studies were achieved.

Ключові слова: рак шлунка, карциноматоз очеревини, інтраопе- 
раційна внутрішньочеревна гіпертермічна хіміотерапія.

Ключевые слова: рак желудка, карциноматоз брюшины, интрао
перационная внутрибрюшная гипертермическая химиотерапия.

Key words: gastric cancer, peritoneal carcinomatosis, intraoperative 
intraperitoneal hyperthermic chemotherapy.

ВСТУП Незважаючи на стійку тенденцію до зниження 
рівнів захворюваності, рак шлунка впевнено посідає друге 
місце в структурі онкологічно смертності, однак залишається 
складною медико-соціальною проблемою [ 1, 2]. Показник 
летальності до 1 року після встановлення діагнозу раку 
шлунка в Укра ні станом на 2007 рік склав 62,6 % [2 ]. Це 
пов’язано з тим, що 55,7-90 % хворих госпіталізуть в ліку
вальні установи з місцевопоширеними та генералізовани- 
ми формами пухлинного процесу, при цьому частка ІУ стаді 
складає 30,9-57 % та не має тенденці до зниження [2, 3].

Імплантаційну дисемінацію або карциноматоз очере
вини (КО) при первинній діагностиці виявляють у 5-20 % 
хворих на рак шлунка [4, 5]. Імплантаційний шлях мета
стазування характеризується найпесимістичнішим прогно
зом з-поміж інших шляхів генералізаці , що слугує причи
ною відмови таким хворим у резекційному об’ємі операці . 
Так, при виконанні паліативно гастректомі із залишен
ням поодиноких дисемінатів по очеревині жоден з пацієнтів
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