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ВСТУП
На сьогодні, незважаючи на численні різнопла-

нові дослідження молекулярних механізмів, які 
лежать в  основі пухлинного процесу, лишаються 
нерозв’язаними багато проблем експерименталь-
ної та клінічної онкології. Відомо, що пухлину мож-
на розглядати як облігатного паразита, який не може 
існувати окремо від організму господаря. У процесі 
співіснування пухлини взаємодіють із прилеглими 
тканинами та організмом в цілому, і детальне розу-
міння цих процесів може розкрити нові можливі ме-
ханізми лікування хворих на рак [1].

Обмін ендогенного заліза — це один із метабо-
лічних шляхів, суттєві зміни у якому визначаються 
як у пухлині, так і у організмі. Залізо є важливим ко-
фактором, який бере участь у перенесенні кисню, пе-
ребігу окисно-відновних реакцій, синтезі аденозин-
трифосфату, транскрипції, трансляції тощо. Пух-
линні клітини (ПК) характеризуються підвищеними 
потребами у цьому мікроелементі, оскільки він не-
обхідний для процесів їх росту та активної проліфе-
рації. Наслідком цього часто є виснаження запасів 
заліза у організмі, розвиток анемії та інших патоло-
гічних станів [2].

Якщо детальніше розглядати процеси обміну залі-
за, то можна виділити такі основні його ланки: надхо-

дження у клітину (наприклад, за участю трансферину 
(Тф) та його рецепторів), депонування (феритин (Фр)) 
та виведення з клітини (гепсидин (Гп) та феропортин 
(Фп)) [3]. Більшість із цих білків також визначаються 
у сироватці крові (СК), що дозволяє простежити зміни 
їх співвідношення на різних стадіях пухлинного рос-
ту та залежно від фенотипових особливостей пухлин. 
З одного боку, це може надати краще розуміння змін, 
які лежать в основі тих чи інших проявів пухлинного 
процесу, а з іншого — вказати на додаткові мішені, які 
дозволять покращити якість протипухлинної терапії.

Зважаючи на те, що різні стадії пухлинного про-
цесу характеризуються різною швидкістю росту, по-
треби пухлин у залізі з її ростом змінюються нерівно-
мірно. Відповідно, можна на рівні пухлини і організ-
му визначити параметри, пов’язані з обміном цього 
мікроелемента, характерні для латентної, експонен-
ційної та термінальної фази пухлинного росту [4]. Ці 
дані дозволять поглибити наші знання про особли-
вості пухлинного росту на різних його етапах, а та-
кож визначити нові маркери для кращої диференцій-
ної діагностики пухлин.

Враховуючи зазначене, метою роботи було про-
аналізувати зміни спектра металовмісних протеїнів 
та окремих факторів їх епігенетичної регуляції у СК 
та пухлинній тканині (ПТ) тварин в динаміці росту 
чутливої та резистентної карциноми Герена (КГ).
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Мета: проаналізувати зміни спектра металовмісних протеїнів та окремих 
факторів їх епігенетичної регуляції у сироватці крові (СК) та пухлинній 
тканині (ПТ) тварин у динаміці росту чутливої та резистентної карци-
номи Герена (КГ). Об’єкт і методи: дослідження проведено на щурах із ви-
хідною та резистентною до доксорубіцину та цисплатину КГ. У ПТ та СК 
за допомогою імуноферментного аналізу та низькотемпературного елек-
тронного парамагнітного резонансу визначали рівні феритину, трансфе-
рину, церулоплазміну та комплексів вільного заліза. За допомогою методу 
полімеразної ланцюгової реакції в реальному часі оцінювали ступінь мети-
лування генів fth1 та tfr1, а також рівні експресії мікроРНК-122, -133a, 
-200b та -320а. Результати: показано, що у динаміці росту КГ відбува-
ються суттєві зміни показників обміну та епігенетичної регуляції мета-
ловмісних білків як у ПТ, так і у СК. Визначено низку відмінностей, які ха-
рактерні для чутливих та резистентних до доксорубіцину та цисплатину 
пухлин, а також для різних стадій їх росту. Висновки: отримано дані, які 
свідчать про важливу роль металовмісних білків та їх регуляції у процесі 
росту пухлин та розвитку резистентності до протипухлинних препаратів. 
Ці результати можуть бути використані для покращення диференційної 
діагностики новоутворень та оцінки чутливості пухлин до цитостатиків.
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ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Тварини та експериментальна модель. Досліджен-

ня виконано на 80 щурах-самцях з вихідною (Герен/S) 
і резистентною до цисплатину (Герен/CP) та доксору-
біцину (Герен/Dox) КГ. Пухлини перещеплювали під-
шкірно із розрахунку 2•106 клітин на тварину [5]. Шта-
ми пухлин було отримано з Клітинного банку ліній 
з тканин людини і тварин Інституту експериментальної 
патології, онкології та радіобіології ім. Р.Є. Кавецько-
го Національної академії наук України. Для визначен-
ня змін показників, які характеризують метаболізм ен-
догенного заліза на рівні пухлини та організму тварин, 
досліджували зразки ПК та СК на різних стадіях росту 
КГ. Відбір зразків СК та ПТ здійснювали на 7-му (ла-
тентна фаза), 14-ту (експоненційна фаза) та 20-ту добу 
(термінальна фаза) після перещеплення пухлини.

Імуноферментний аналіз. Визначення рівня Фр та 
Тф у СК та ПТ досліджених тварин здійснювали за до-
помогою автоматичного біохімічного та  імунофер-
ментного аналізатора Chem Well 2900 (США) із за-
стосуванням відповідного набору реактивів (Uscer, 
Китай). Зразки СК для імуноферментного аналізу 
отримували відповідно до рекомендацій, зазначених 
в інструкціях до наборів, гомогенат ПТ готували в PBS 
у співвідношенні 1:3. Усі зразки зберігали при темпе-
ратурі –20 °С.

Метод низькотемпературного електронного пара-
магнітного резонансу (ЕПР). Вміст Тф, церулоплаз-
міну (Цп) та комплексів вільного заліза (ВЗ) визна-
чали у зразках СК та ПК за допомогою методу ЕПР 
на комп’ютеризованому спектрометрі Р-1307 (Росія) 
за температури 77 К. Для цього зразки цільної крові або 
ПК заморожували у спеціальних прес-формах і збері-
гали у рідкому азоті. Дослідження проводили за таких 
параметрів: ширина смуги 1525 Гс; частота 9,15 ГГц; 
потужність мікрохвиль 40 мВт; амплітудна модуляція 
10,0 Гс; частота модуляції 100 кГц. Значення g було 
розраховане з використанням стандартної формули: 

g = hν/βH, 
де h — стала Планка; ν — частота; β — магнетон 

Бора; Н — зовнішнє магнітне поле в резонансі [6]. 
g-Фактор для Тф становив 4,25; для Цп — 2,05, а для 
комплексів ВЗ — 2,2. Рівень активних форм Тф, Цп 
та комплексів ВЗ визначали за інтенсивністю спек-
трів ЕПР порівняно з відповідними стандартами.

Метод полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) для 
визначення експресії мікроРНК. Виділення тотальної 
РНК з клітин проводили за допомогою комерційного 
набору Рибо-золь (Амплісенс, Росія). Кількість виді-
леної РНК визначали на спектрофотометрі NanoDrop 
2000c Spectrophotometer (ThermoScientific, США). 
Чистоту контролювали на спектрофотометрі, вико-
ристовуючи співвідношення величин оптичного по-
глинання при довжині хвиль 260 та 280 нм. РНК роз-
чиняли у буфері Tris-EDTA та зберігали при –20 °С 
до проведення ПЛР. Одноланцюгову кДНК синтезу-
вали з 100 нг загальної РНК з використанням набору 
TaqMan для зворотної транскрипції.

Для проведення ПЛР зі зворотною транскриптазою 
використовували спеціальну реакційну суміш, склад 
якої визначено виробником. Як ендогенний контроль 
використовували малу ядерцеву РНК RNU48. Віднос-
на експресія досліджуваних мікроРНК була визначена 
порівняльним CT методом. Дослід проведений у трьох 
повторах для кожного зразка [7].

Статистичний аналіз проводили з використан-
ням програмного забезпечення STATISTICA 7.0 
(StatSoft Inc.). Для оцінки значущості відмінностей 
між групами використовувався t-критерій Стьюдента. 
Значущими вважались відмінності, для яких р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Дослідження були спрямовані на оцінку змін рів-

нів низки прогностичних маркерів, які виникають 
у ПТ, а також у СК щурів на різних етапах росту КГ 
з різним ступенем чутливості до цисплатину та до-
ксорубіцину. Порушення обміну ендогенного заліза 
у організмі тварин з пухлиною оцінювали за змінами 
рівнів металовмісних білків (Фр, Тф, Цп), оскільки 
від цього залежать такі характеристики ПК, як пролі-
феративна та інвазивна активність, чутливість до ци-
тостатиків. Для оцінки відповідних змін у ПТ нами 
було проведено дослідження трьох основних ланок 
обміну заліза — надходження (Тф, рецептор Тф), де-
понування (Фр) та виведення (Гп).

Залізовмісний білок Фр може зв’язувати велику 
кількість (до 4000) атомів заліза і у ПК виконує де-
понуючу функцію, зменшуючи кількість токсично-
го ВЗ, яке є джерелом утворення вільних радикалів 
і оксидативного пошкодження органел клітин. В ор-
ганізмі Фр є одним з найпоширеніших переносників 
заліза і медіатором при перенесенні заліза до Тф [8].

У  наших дослідженнях ми спостерігали різке 
зниження вмісту Фр у СК на усіх стадіях пухлинно-
го росту порівняно з показниками інтактних тварин 
(78,0 ± 0,2 нг/мл) (рис. 1). Максимальне зниження 
показників Фр у СК відзначено у термінальній фазі 
(12,1 ± 0,4…13,1 ± 0,3 нг/мл), що свідчить про висна-
ження запасів заліза в організмі тварин, викликаних 
пухлинним ростом, а також про розвиток анемічних 
процесів. Слід зазначити, що ми не виявили достовір-
них відмінностей між показниками вмісту Фр у СК щу-
рів із вихідним та резистентними до Герен/CP та Ге-
рен/Dox штамами КГ.

При вивченні змін вмісту Фр у ПТ КГ ми вияви-
ли достовірне підвищення вмісту цього білка у всіх 
досліджених штамах порівняно з показниками не-
трансформованих тканин щурів (599 ± 72 мкг/г тка-
нини) (рис. 1, б). Отримані дані узгоджуються з наве-
деними вище результатами визначення цього білка 
у СК експериментальних тварин і свідчать про ви-
снаження запасів заліза не  лише у  організмі, а  й 
у пухлині, оскільки воно необхідне для активного 
росту та проліферації ПК.

При порівняльному аналізі рівнів Фр у ПТ різних 
штамів КГ у різних фазах росту ми відзначали від-
мінний характер змін вмісту цього білка. Так, у тка-
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нині штаму Герен/CP вміст Фр достовірно підвищу-
вався в експоненційній фазі порівняно з латентною, 
а у ПК штаму Гeрен/Dox його вміст був найвищим 
протягом всього періоду росту пухлин. У Герен/S рі-
вень Фр зростав лише у термінальній фазі росту пух-
лин. На всіх стадіях пухлинного росту найнижчі рів-
ні Фр були у тканині вихідного штаму КГ, а найви-
щі — у Герен/Dox.

Оскільки відомо, що важливе місце у регуляції 
експресії Фр посідають епігенетичні механізми, нами 
проведено оцінку змін ступеня метилування промо-
торних ділянок гена fth1 (кодує важкі ланцюги Фр) [9] 
(рис. 2). Показано, що найвищий рівень метилуван-
ня CpG-острівців відзначають у клітинах вихідного 
штаму КГ, що відповідало найнижчим показникам 
його експресії з-поміж трьох досліджених штамів. 
Показники метилування промоторів цього гена у клі-
тинах резистентних штамів достовірно не відрізняли-
ся на кожній зі стадій пухлинного росту і були ниж-
чими за відповідні значення клітин штаму Герен/S.

Іншим важливим епігенетичним регулятором екс-
пресії Фр є мікроРНК [10]. Відомо, що мікроРНК-133а 
інгібує експресію легких ланцюгів Фр, а мікроРНК-
200b — важких. Крім того, в літературі знаходимо по-
відомлення, що мікроРНК-200b підвищує чутливість 
ПК до цисплатину [11]. Відповідно, наступним етапом 
наших досліджень було визначення змін експресії за-
значених мікроРНК у ПТ КГ залежно від чутливості 
до протипухлинних препаратів, а також від фази росту.

Нами встановлено (рис. 3), що у ПК усіх дослі-
джених штамів знижується експресія обох мікроРНК 
в експоненційній та термінальній фазах росту порівня-
но з латентною. Це також вказує на підвищення екс-
пресії як важких, так і легких ланцюгів Фр у ПТ для 
збільшення кількості доступного заліза шляхом його 
депонування.

Залізо є основним елементом, що забезпечує клі-
тинну проліферацію. Як відомо, у  ПК відбуваєть-
ся значне підвищення рівня заліза для забезпечення 
їх посилених метаболічних та проліферативних по-
треб. З іншого боку, вміст ВЗ у ПК може знижува-
тися внаслідок його виснаження, що також свідчить 
про підвищену потребу у цьому елементі у клітинах, 
які швидко ростуть і діляться [12]. Одним з основних 
показників, який характеризує обмін заліза у ПК, є 
кількість комплексів ВЗ. Зазвичай зміни цього по-
казника корелюють із вмістом Фр, оскільки однією 
з основних функцій Фр є зв’язування та депонування 
реакційно здатних іонів заліза. Зростання кількості 
комплексів ВЗ у клітинах може, з одного боку, свід-
чити про підвищені потреби клітин у цьому мікро
елементі (проліферація, активні процеси окиснення, 
потреби клітин у енергії тощо), а з іншого — призво-
дити до утворення вільних радикалів у реакціях Фен-
тона та Габера — Вайса та до розвитку оксидативних 
уражень [13]. У ході наших досліджень ми відміча-
ли достовірне зростання вмісту комплексів ВЗ у ПК 
усіх трьох досліджених штамів КГ в експоненційній 
та термінальній фазах росту (рис. 4). Отримані дані 
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Рис. 1. Зміни вмісту Фр у СК (а) та ПТ (б) тварин із чут-
ливою (вихідною) та резистентною до дії цитостатиків КГ 
на різних фазах росту.
*р < 0,05 порівняно з інтактними тваринами; **р < 0,05 по-
рівняно з латентною фазою; ***р < 0,05 порівняно з латент-
ною та експоненційною фазами 

Ãåðåí/S Ãåðåí/CP Ãåðåí/Dox

Ëàòåíòíà
ôàçà

Åêñïîíåíö³éíà
ôàçà

Òåðì³íàëüíà
ôàçà

0

1

2

3

4

5

6

7

8

Ñò
óï

³í
ü 

ì
åò

èë
óâ

àí
íÿ

 ã
åí

à 
fth

1,
 ó

ì
. î

ä.

*

**

*

**

**
**

**
**
*

*

*
*

Рис. 2. Зміни рівня метилування промотора гена fth1 у клі-
тинах вихідного та резистентних до цисплатину та доксо-
рубіцину штамів КГ.
*р < 0,05 порівняно з вихідним штамом; **р < 0,05 порівня-
но з латентною фазою



ОНКОЛОГИЯ •  Т.  18 •  № 4 •  2016

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

250

узгоджуються з наведеними вище результатами щодо 
вмісту Фр у ПК КГ і свідчать про виснаження запа-
сів цього мікроелемента у ПК.

Окрім синтезу ДНК, ВЗ бере участь у  проце-
сах транскрипції РНК, тому потреба у  залізі зале-
жить від активності цих процесів. Високі рівні за-

ліза в ПК впливають не лише на генетичний апа-
рат, а й на епігенетичну регуляцію, зокрема синтез 
мікроРНК. Усі мікроРНК у процесі дозрівання про-
ходять одні й ті самі стадії, і ключовим у цьому проце-
сі є гемзв’язуючий білок DGCR8 [14].

На  поверхні клітини комплекс Тф  — залізо 
зв’язується з рецепторами Тф (TfR1, 2) та потрапляє 
у клітину за допомогою ендоцитозу. Divalent metal 
transporter 1 (DMT1) вивільняє залізо в цитоплазму, 
де зберігається пул ВЗ. При життєдіяльності клітини 
ВЗ зв’язується з Фр або використовується мітохон-
дріями для синтезу гему і біогенезу Fe-S кластера. 
Гем має вирішальне значення для дозрівання пер-
винних транскриптів мікроРНК (PRI-мікроРНК), 
він зв’язується з  мікропроцесорним комплексом, 
що складається з  DGCR8 і Drosha. Попередники 
мікроРНК (pre-miRNA) експортуються з ядра в ци-
топлазму, де, залежно від рівня заліза, відбуваєть-
ся димеризація полі-С-зв’язуючого білка PCBP2. 
PCBP2 зв’язується з DICER і забезпечує формуван-
ня зрілої мікроРНК. Підвищення рівня ВЗ у кліти-
ні призводить до мономеризації PCBP2 і переходу 
його в неактивну форму, що знижує загальний рі-
вень функціональних мікроРНК в клітині [15].

Іншим загальноприйнятим показником, який ха-
рактеризує обмін заліза у організмі, є рівень Тф у СК. 
Основною функцією Тф є перенесення тривалентно-
го заліза з кров’ю і надходження його до клітин за ра-
хунок зв’язування з відповідними рецепторами [16]. 
У нашому дослідженні ми відзначали різке знижен-
ня рівнів Тф у СК тварин з пухлинами усіх дослідже-
них штамів порівняно з показниками інтактних щу-
рів (рис. 5). Найвищі рівні Тф у СК спостерігали у ла-
тентній фазі. Найнижчі — у термінальній.

Найбільш виражене зниження рівнів Тф було 
характерне для тварин з  вихідною КГ, тоді як рі-
вень цього білка у СК із резистентними пухлинами 
не відрізнявся на кожній зі стадій пухлинного росту.

Як зазначено вище, для надходження іонів залі-
за у клітину необхідно, щоб на її поверхні експресу-
валися відповідні рецептори, зокрема — рецептор Тф 
1-го типу (Tfr1). Зміни експресії цього рецептора тіс-
но пов’язані з потребами клітини в іонах заліза, зо-
крема, експресія цього білка стимулюється низьким 
вмістом ВЗ у клітині [17]. При достатній кількості за-
ліза в клітині воно ковалентно зв’язується із залізоре-
гуляторним білком 1 (iron regulatory protein 1, IRP1) 
та  залізозв’язуючими ділянками мікроРНК (IRE) 
в 5'-UTR мікроРНК Tfr. При нестачі заліза утворю-
ється комплекс IRP1-IRE, який призводить до тран-
сляції TfR1 [18]. Це забезпечує своєчасну реакцію 
на зміну концентрації заліза в клітині. Епігенетичні 
механізми є основним чинником, який впливає на рі-
вень мікроРНК TfR1, доступної для трансляції біл-
ка. До них відносять рівні метилування промоторних 
ділянок гена tfr1 та мікроРНК-320а [19]. У результа-
ті проведених досліджень показано, що процес росту 
експериментальних пухлин супроводжувався підви-
щенням рівня метилування промотора гена tfr1 на всіх 
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Рис. 3. Зміни рівня експресії мікроРНК-133b (а) та -200b (б) 
у клітинах вихідного та резистентних штамів КГ.
*р < 0,05 порівняно з вихідним штамом; **р < 0,05 порів-
няно з латентною фазою; ***р < 0,05 порівняно з латентною 
та експоненційною фазами
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Рис. 4. Зміни кількості комплексів ВЗ у ПТ КГ (ум. од.).
*р < 0,05 порівняно з латентною фазою
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досліджених моделях пухлинного росту (рис. 6), по-
чинаючи з латентної фази росту. Найнижчий ступінь 
метилування промоторних ділянок гена tfr1 фіксува-
ли у пухлинах штаму Герен/S, а найвищий — у пух-
линах Герен/CP.

Відомо, що Tfr1є прямою мішенню мікроРНК-
320а. Зниження рівня експресії мікроРНК-320а спри-
чиняє підвищення рівня TfR1 і його експозицію на по-
верхні трансформованих клітин [20]. Окрім того, під її 
регуляторним контролем перебуває кілька інших біл-
ків — transient receptor potential channel C5 (TRPC5) 
та nuclear factor of activated T-cells isoform c3 (NFATC3), 
відповідальних за розвиток резистентності до доксо-
рубіцину [21]. Як свідчать дані рис. 7, найбільш сут-
тєві відмінності експресії цієї мікроРНК характерні 
для резистентного до доксорубіцину штаму КГ. Крім 
того, протягом росту пухлин відзначали зниження рів-
нів мікроРНК-320а в усіх досліджуваних пухлинах. 
Оскільки відомо, що ця мікроРНК є онкосупресор-
ною, а її мішенями, окрім TfR1, є також β-катенін, ци-
кліни та інтегрини, це робить її перспективним мар-
кером перебігу пухлинного процесу [22].

Відомо, що ще однією із важливих складових обмі-
ну заліза в клітинах є Гп — гормон, який регулює ви-
ведення заліза з клітин за участю Фп. Фп здатен виво-
дити з клітин іони двовалентного заліза у випадку його 
надлишку в клітині, а також є необхідним для забез-
печення достатнього ступеня насичення Тф залізом 
у крові [19]. Гп блокує роботу транспортера шляхом 
зв’язування і перенесення Фп із клітинної поверхні 
в цитоплазму. Одним із важливих регуляторів експресії 
цього гормону на системному рівні є мікроРНК-122. 
У нормі мікроРНК-122 синтезується в основному 
в печінці, забезпечуючи нормальний гомеостаз залі-
за. При розвитку пухлини внаслідок метаболічних по-
рушень (перерозподіл заліза в організмі, порушення 
гормональної регуляції, гіпоксія) відбуваються пору-
шення рівнів цієї мікроРНК як в ПТ, так і в СК [23].

Як видно із рис. 8, у динаміці росту КГ спостері-
гали зниження рівнів мікроРНК-122 у термінальній 
фазі росту. Оскільки відомо, що мікроРНК-122 також 
бере участь у відповіді на гіпоксію та репрограмування 
метаболізму глюкози в ПК [24], різнонаправлені змі-
ни експресії цієї мікроРНК у пухлинах із різною чут-
ливістю до цитостатиків в експоненційній фазі рос-
ту свідчать про її зв’язок з розвитком резистентності 
та особливостями метаболізму резистентних клітин.

Виявлено значні різнонаправлені зміни рівнів мі-
кроРНК-122 у СК тварин з пухлиною в експоненцій-
ній та термінальній фазах росту КГ (рис. 9). Ці зміни 
можуть бути пов’язані з розвитком пухлинного про-
цесу та опосередковані васкуляризацією пухлин. По-
рушення балансу мікроРНК-122 у СК є одним із ме-
ханізмів, за участю яких пухлина змушує організм за-
безпечувати її потреби, зокрема, у глюкозі [24].

Метаболізм металовмісних протеїнів тісно пов’я
заний із мультифункціональним протеїном СК — Цп. 
Відомо, що цей протеїн, виконуючи антиоксидантну 
функцію, сприяє перетворенню Fe2+ у Fe3+ з наступ-
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Рис. 5. Зміни рівня Тф у СК тварин із чутливою та резис-
тентною до дії цитостатиків КГ на різних фазах росту.
*р < 0,05 порівняно з інтактними тваринами; **р < 0,05 по-
рівняно з латентною фазою; ***р < 0,05 порівняно з ла-
тентною та експоненційною фазами; #р < 0,05 порівняно 
з вихідним штамом КГ
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Рис. 6. Рівень метилування промотора рецептора Тф 1 
(TfR1) (ум. од.) у ПК тварин із чутливою та резистентною 
до дії цитостатиків КГ на різних фазах пухлинного росту.
*р < 0,05 порівняно з вихідним штамом КГ; **р < 0,05 по-
рівняно з латентною фазою; ***р < 0,05 порівняно з ла-
тентною та експоненційною фазами.
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Рис. 7. Зміни експресії мікроРНК-320a у ПТ тварин із чут-
ливою та резистентною до дії цитостатиків КГ у різних фа-
зах росту.
*р < 0,05 порівняно з вихідним штамом КГ; **р < 0,05 по-
рівняно з латентною фазою; ***р < 0,05 порівняно з ла-
тентною та експоненційною фазами
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ним його включенням в апотрансферин [4]. Нашими 
дослідженнями встановлено, що у всіх тварин з пере-
щепленою КГ відмічали різке зростання активності 
Цп у СК порівняно з інтактними незалежно від чут-
ливості пухлин до цитостатиків та фази пухлинного 
росту (рис. 10). Це узгоджується з результатами ін-
ших дослідників, які вказували на підвищену актив-
ність Цп як на маркер запальних процесів в організ-
мі. Найвищу активність цього білка ми реєстрували 
у щурів, яким була перещеплена вихідна КГ. Слід за-
значити, що характер змін активності Цп у динаміці 
пухлинного росту вихідної та резистентних до цито
статиків пухлин КГ достовірно відрізнявся. Зокрема, 
ми відзначали достовірне її зниження в експоненцій-
ній та термінальній фазах пухлинного росту вихідної 
КГ, тоді як у випадку резистентних штамів характер 
змін був протилежним.

Таким чином, у результаті проведених досліджень 
нами встановлено низку змін, пов’язаних з обміном 
ендогенного заліза, які виникають у ПТ КГ з різною 
чутливістю до цитостатиків у динаміці росту утворен-
ня. Зокрема, нами виявлено, що у СК тварин з пухли-
ною відбувається різке підвищення вмісту Фр і Тф, а та-
кож зростання активності Цп (рис. 11), що пов’язано 
з розвитком запального процесу у пухлинному вогни-
щі. При цьому підвищення активності Тф було най-
більш вираженим у тварин із вихідною КГ. Отже, зазна-
чені показники у перспективі можуть бути використані 
для неінвазивної діагностики пухлин, а також (у випад-
ку високих показників активності Цп) для виявлення 
пухлин, резистентних до дії цитостатиків.

При порівняльному аналізі пухлин вихідного та ре-
зистентних до цитостатиків штамів КГ нами встанов-
лено спектр показників, які відповідали кожному з до-
сліджених маркерів (рис. 12). Так, для пухлин вихід-
ного штаму, незалежно від фази росту пухлини, був 
характерним підвищений ступінь метилування промо-
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Рис. 8. Особливості експресії мікроРНК-122 у  ПТ тва-
рин із КГ.
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Рис. 10. Зміни активності Цп у СК тварин із чутливою та 
резистентною до дії цитостатиків КГ.
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Рис. 11. Зміни профілю металовмісних білків у СК інтакт
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ó ÑÊ ▲▲▲

ÃÅÐÅÍ/DOX ÃÅÐÅÍ/ÑÐ
• Ôð ó ÏÒ ▲▲▲
• ì³êðîÐÍÊ-320 ▼▼
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• àêòèâí³ñòü Öï ó ÑÊ ▲  
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Рис. 12. Зміни показників обміну заліза, характерні для 
пухлин з різною чутливістю до цисплатину та доксору-
біцину
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тора гена fth1, низькі показники експресії мікроРНК-
133а, -200b та -320, а також висока активність Цп у СК.

Для пухлин, резистентних до доксорубіцину, ха-
рактерний високий ступінь метилування промотора 
гена рецептора Тф 1, а також підвищений рівень Фр 
у ПТ. У пухлинах, резистентних до цисплатину, також 
визначався високий ступінь метилування промотора 
гена tfr1, підвищена експресія мікроРНК-133а, зниже-
на — мікроРНК-122, а також високий рівень Фр у ПТ.

Крім того, нами встановлено низку особливос-
тей процесів обміну заліза, які виникають у різних 
фазах пухлинного росту (таблиця).

У  більшості випадків зміни, які відбуваються 
в експоненційній фазі росту, стають більш вираже-
ними у термінальній. Водночас є низка показників, 
які мають різний характер змін у пухлинах із різною 
чутливістю до цитостатиків (рівень Фр у ПТ, експре-
сія мікроРНК-122, метилування промотора гена tfr1, 
активність Цп у СК). Спостереження за особливос-
тями змін зазначених показників у динаміці росту 

пухлин може також використовуватися для оцінки 
їх чутливості до протипухлинної терапії.

Отже, використання показників, які характери-
зують обмін металовмісних білків, може суттєво по-
кращити як діагностику злоякісних новоутворень, 
так і прогнозування перебігу захворювання, а також 
допомогти обрати найбільш ефективні схеми терапії.

ВИСНОВКИ
1. Встановлено, що у процесі росту пухлин відбу-

ваються суттєві зміни обміну металовмісних білків як 
на рівні ПТ, так і на рівні організму.

2. Виявлено низку білкових та епігенетичних поза-
пухлинних маркерів, які характерні для розвитку пух-
линного процесу і дозволяють виявити його ще у ла-
тентній фазі.

3. Описано комплекс показників обміну металовміс-
них білків, які дозволяють оцінити ступінь чутливості 
пухлин до схем протипухлинної терапії з використан-
ням цисплатину або доксорубіцину.

Роботу виконано в рамках цільової програми на-
укових досліджень ВБФМБ НАН України «Функці-
ональна геноміка і метаболоміка в системній біоло-
гії» (номер державної реєстрації теми 0112U002197; 
2012–2016 рр.).
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Таблиця
Характер змін показників обміну заліза у експоненційній 

та термінальній фазах росту досліджених штамів КГ порівняно 
з латентною фазою

Показники Експоненційна 
фаза

Термінальна 
фаза

Пухлинні Фр –
▲

▲▲

▲
▲
▲

Метилування fth1 ▲
▲
▲

▲
▲
▲

мікроРНК-133а ▼
▼
▼

▼▼
▼▼
▼▼

мікроРНК-200b –
▼▼▼
▼▼

▼▼
▼▼
▼▼

Комплекси ВЗ ▲
▲
▲

▲
▲
▲

Метилування tfr1 –
▲▲
▲

▲
▲▲▲

▲
мікроРНК-320 -

▼
▼▼▼

▼▼
▼▼

▼▼▼
мікроРНК-122 ▼

▲▲
▲

▼
▼▼▼
▼▼▼

Сироваткові Фр –
–
–

▼
▼
▼

Тф ▼
▼
▼

▼▼▼
▼▼
▼▼

Цп ▼
▲
▲

▼
▲
▲

мікроРНК-122 ▲▲
▼▼
▼

▼▼
▼
▼

Блакитним виділено показники вихідного штаму КГ, жовтим — резис-
тентного до цисплатину, а червоним — до доксорубіцину.
▲ — достовірно (p < 0,05) вище, ніж у латентній фазі.
▼ — достовірно (p < 0,05) нижче, ніж у латентній фазі.
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CHANGES IN THE RANGE 
OF METALLOPROTEINS AND THEIR 
REGULATORY FACTORS IN GROWTH 
DYNAMIC OF SENSITIVE AND RESISTANT 
GUERIN CARCINOMA

N.Yu. Lukianova, T.V. Borikun, D.V. Demash,  
I.M. Todor, T.V. Zadvornyi, D.M. Storchai, 

T.M. Yalovenko, A.O. Pavlova, J.V. Lozovska, 
L.A. Naleskina, L.M. Kunska, V.F. Chekhun

Summary. Aim: to analyze changes in the range of 
metal-containing proteins and certain factors of their 

epigenetic regulation in serum and tumor tissue of an-
imals in dynamics of growth of sensitive and resistant 
Guerin carcinoma (GC). Subject and methods: the 
study was conducted on rats with sensitive and resis-
tant to doxorubicin and cisplatin GC. Levels of fer-
ritin, transferrin, ceruloplasmin and free iron com-
plexes were measured in tumor tissue and blood se-
rum using ELISA and low-temperature EPR. fth1 and 
tfr1 promoters methylation and expression levels of 
microRNA-122, -133a, -200b and -320a were eval-
uated using RT-PCR. Results: we showed that the dy-
namics of growth of GC is accompanied by signifi-
cant changes in expression and epigenetic regulation 
of metal-containing proteins in tumor tissue and se-
rum. Also we determined differences which allowed 
to differentiate sensitive and resistant to doxorubi-
cin and cisplatin tumors, as well as stages of their 
growth. Conclusions: obtained data showed the impor-
tant role of metal-containing proteins and their reg-
ulation in the process of tumor growth and develop-
ment of resistance to anticancer drugs. These results 
can be used to improve differential diagnosis of tu-
mors and to assess their sensitivity to cytotoxic drugs.

Key Words: iron, microRNA, methylation, Guerin 
carcinoma, resistance, growth dynamics.
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