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Характеристика змiн клiтинного циклу залежно вiд

концентрацiї та часу дiї таксолу на клiтини раку

щитоподiбної залози

Вивчали ефекти таксолу на клiтинний цикл та апоптознi процеси в клiтинах анапла-
стичного раку щитоподiбної залози. Показано, що таксол змiнює розподiл клiтинної
популяцiї по фазах клiтинного циклу. Цей розподiл залежить вiд концентрацiї таксо-
лу. Низькi концентрацiї сполуки викликають змiни клiтинного циклу, характернi для
апоптозу, високi (понад 50 нМ) спричиняють арешт циклу на стадiї G2/M. Iндукцiя
таксолом апоптозу починається при концентрацiї сполуки 5 нМ, досягаючи максимуму
при 25 нМ. Обговорюється можлива стратегiя лiкування анапластичного раку щито-
подiбної залози низькими концентрацiями таксолу.

Таксол є найефективнiшим протипухлинним препаратом, який використовується для лiку-
вання багатьох видiв злоякiсних пухлин, таких як рак легень, молочної залози, сечового
мiхура, яєчникiв, голови i шиї та меланоми [1]. Вважається, що дiя препарату пов’язана
з його впливом на полiмеризацiю мiкротрубочок, що, у свою чергу, спричиняє зупинку клi-
тинного циклу [2]. Анапластичний рак щитоподiбної залози (ЩЗ) є найбiльш агресивною,
неоперабельною формою раку людини з практично 100%-м летальним кiнцем [3]. Тому по-
шук терапевтичних засобiв, якi могли б подовжити життя хворим, є надзвичайно актуаль-
ним. Крiм того, розв’язання цiєї проблеми могло б дати ключ для розробки нових пiдходiв
при лiкуваннi недиференцiйованих пухлин iншого походження.

Ефекти таксолу на клiтини анапластичного раку ЩЗ in vitro значною мiрою визна-
чаються його концентрацiєю, причому дiя низьких (10–25 нМ) та високих (понад 50 нМ)
концентрацiй може iстотно вiдрiзнятися [4]. Мета нашого дослiдження полягала у вивченнi
дiї рiзних доз таксолу на клiтинний цикл та апоптознi процеси в клiтинах анапластичного
раку ЩЗ (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, промивали двiчi
PBS-буфером (80 мМ ортофосфат натрiю однозамiщений, 20 мМ ортофосфат натрiю дво-
замiщений, 100 мМ хлорид натрiю, pH 7,4) i замiнювали середовище. Через 24 год вносили
розчинений у диметилсульфоксидi (ДМСО) таксол фiрми “Wako Chemicals” (Японiя) i iн-
кубували клiтини протягом наступних 12–72 год. У контрольнi проби вносили в такiй же
кiлькостi ДМСО. По закiнченнi iнкубацiї клiтини двiчi промивали холодним (2 ◦С) буфером
PBS, збирали в 1 мл буфера PBS i осаджували протягом 3 хв при 1000 об/хв i 2 ◦С.

Для вивчення стадiй клiтинного циклу та апоптозу методом проточної цитофлуориме-
трiї (ПЦФ) клiтини знiмали з чашок Петрi трипсинiзацiєю i промивали один раз теплим
PBS. 1 · 10

5 клiтин iнкубували 15 хв при кiмнатнiй температурi з флуоресцин-iзотiоцiа-
нат-кон’югованим (FITC) анексином V та йодидом пропiдiю (РI) у збагаченому Са2+ бу-
ферi з набору для визначення апоптозу (“Wako Chemicals”, Японiя), а потiм аналiзували
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Рис. 1. Динамiка змiн клiтинного циклу в клiтинах лiнiї ARO пiд впливом рiзних концентрацiй таксолу.
Вiсь x — стадiї клiтинного циклу (пояснення в текстi); вiсь y — кiлькiсть клiтин; вiсь z — концентрацiя
таксолу. Концентрацiя таксолу для всiх перiодiв iнкубацiї була такою ж, як для 12 год iнкубацiї. Наведено
результати одного з п’яти незалежних дослiдiв

на проточному цитофлуориметрi (“Becton Dickinson”, США). Емiсiю анексину V та РI ви-
значали по каналах FL-1 та FL-2 вiдповiдно. Кiлькiсть клiтин у кожному зразку була не
менше 20000. В окремих дослiдах РI замiнювали новим барвником — DRAQ5NO, похiдним
антрахiнону з Emλ max = 700,5 нм, який дає можливiсть дискримiнацiї мiж iнтактними клi-
тинами, клiтинами з пошкодженими мембранами, клiтинним дебрисом та клiтинами у станi
раннього апоптозу [5].

За допомогою методу ПЦФ клiтини, проiнкубованi з РI, можна розподiлити за вмiстом
ДНК. Клiтини з диплоїдним набором хромосом, що ще не дiляться, вiдповiдають стадiї G1
(рис. 1, контроль), клiтини, в яких почався синтез (реплiкацiя) ДНК, змiщуються по осi
абсцис вправо (стадiя S), тетраплоїднi клiтини, якi подвоїли кiлькiсть ДНК, але ще не по-
дiлилися, вiдповiдають стадiї G2 (див. рис. 1). Iнкубацiя клiтин анапластичного раку ЩЗ
лiнiї ARO з таксолом у концентрацiї 2 нМ протягом 12 год не викликає iстотних змiн у роз-
подiленнi клiтин. Помiтнi змiни спостерiгаються при пiдвищеннi концентрацiї препарату
до 10 нМ (див. рис. 1, 12 год iнкубацiї). Кiлькiсть клiтин значно зменшується у фазi G1,
збiльшується на стадiї G2 i, що важливо, невелика кiлькiсть клiтин накопичується на стадiї
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Рис. 2. Вплив рiзних концентрацiй таксолу на рiвень апоптозу та кiлькiсть iнтактних клiтин у популяцiї
клiтин лiнiї КТС-2.
Вiсь x — анексин V (канал FL-2); вiсь y — кiлькiсть клiтин. Суцiльна стрiлка — iнтактнi клiтини, штрихова —
клiтини в станi апоптозу. Наведено результати одного з двох незалежних дослiдiв

subG1, що свiдчить про початок апоптозних процесiв. Пiдвищення вмiсту таксолу в iнкуба-
цiйному середовищi до 50 i 100 нМ приводить до збiльшення кiлькостi клiтин на стадiї G2,
але одночасно до зникнення клiтин на стадiї subG1 (див. рис. 1, 12 год). Через 24 год iнку-
бацiї за дiї таксолу в концентрацiї 10 нМ кiлькiсть клiтин у фазi G2 зменшується порiвняно
iз спостережуваною через 12 год iнкубацiї, але помiтно зростає на стадiї subG1, що свiдчить
про iнтенсивнi апоптознi процеси в популяцiї пухлинних клiтин при цiй концентрацiї пре-
парату. Вищi концентрацiї препарату спричиняють подальше збiльшення кiлькостi клiтин
у фазi G2 клiтинного циклу та їх зменшення у фазi G1 (див. рис. 1, 24 год). Через 48 та
72 год iнкубацiї спостерiгається iнтенсивний апоптоз при 10 нМ таксолу, а при концентра-
цiях сполуки 50–100 нМ практично всi клiтини сконцентрованi на стадiї G2/М (див. рис. 1,
48 год, 72 год). Важливо зазначити, що арешт усiх клiтин на цiй стадiї вiдбувається тiльки
через 72 год при 100 нМ таксолу.

Необхiдно зауважити, що максимум, який вiдповiдає тетраплоїдним клiтинам у фазi G2
у контрольних пробах, не збiгається з таким для клiтин, що знаходяться в станi G2/М-аре-
шту. Останнi змiщенi по осi абсцис у бiк вищого вмiсту ДНК, що може свiдчити про їх
бiльшу плоїднiсть. Отже, можна зробити висновок, що навiть при високих концентрацiях
таксолу частина клiтин продовжує синтезувати ДНК протягом досить тривалого часу (до

184 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2009, №7



3 дiб). Цей факт ще не був висвiтлений у свiтовiй науковiй лiтературi i потребує спецiаль-
ного вивчення.

Таким чином, низькi концентрацiї (10 нМ) таксолу iнiцiюють апоптоз, починаючи
з 12 год, який досягає максимуму пiсля 24 год iнкубацiї клiтин з препаратом. Арешт клi-
тинного циклу на стадiї G2/М вiдбувається тiльки при високих концентрацiях таксолу, дiя
яких не супроводжується апоптозними процесами на всiх дослiджених стадiях iнкубацiї.

Аналiз взаємодiї клiтин з анексином V, який зв’язується з iнвертованим назовнi фосфа-
тидилсерином клiтинної мембрани апоптозної клiтини, у поєднаннi з методом ПЦФ дозво-
ляє досить точно визначити кiлькiсть клiтин у популяцiї, що знаходяться в станi апоптозу.
З рис. 2 видно, що кiлькiсть iнтактних клiтин лiнiї КТС-2 у контрольних пробах є високою
(показано суцiльною стрiлкою), у той час як кiлькiсть апоптозних клiтин (штрихова стрiл-
ка) незначна. Починаючи з концентрацiї таксолу 5 нМ у живильному середовищi, кiлькiсть
живих клiтин знижується, а частка апоптозних помiтно зростає. При концентрацiї сполуки
25 нМ спостерiгається максимальний апоптоз. За подальшого пiдвищення концентрацiї та-
ксолу до 100 нМ кiлькiсть клiтин у станi апоптозу знижується (не показано), а при 5 мкМ
препарату вiдмiчається мiнiмальний апоптоз при значному зниженнi кiлькостi живих клi-
тин (див. рис. 2). Отже, власне апоптоз iнiцiюється тiльки низькими концентрацiями таксо-
лу (5–25 нМ), тодi як вищi його концентрацiї призводять до iнших типiв клiтинної смертi,
таких як, наприклад, некроз.

Згiдно з теорiєю “рани, що не загоюється” [6], саме некротичнi процеси, що вiдбуваються
в злоякiсних пухлинах, внаслiдок генетичної нестабiльностi значної кiлькостi пухлинних
клiтин є причиною їх постiйного росту. Органiзм сприймає некротичнi явища в будь-яких
тканинах як сигнал тривоги i спрямовує туди ростовi фактори, цитокiни та “будiвельнi ма-
терiали” для якомога швидшої лiквiдацiї осередку некрозу. Тому надзвичайно високi кон-
центрацiї протипухлинних препаратiв, зокрема таксолу (5–30 мкМ), якi використовуються
в клiнiцi i якi, за нашими даними, викликають некроз, можуть дати позитивнi наслiдки
тiльки за малоймовiрної умови, що протягом дуже короткого часу загинуть усi клiтини
пухлини. Ми вважаємо за доцiльне запропонувати iншу стратегiю лiкувального процесу:
введення в органiзм невеликих доз таксолу та пiдтримання його концентрацiї в кровi на
певному рiвнi (10–25 нМ) протягом тривалого строку (2–3 тижнi). При цьому пухлиннi клi-
тини будуть гинути шляхом апоптозу, який не викликає запальних процесiв, i зменшиться
ризик пошкодження нормальних тканин надвисокими дозами препарату. Такий пiдхiд вже
використовується при лiкуваннi раку молочної залози [7]. Аргументом на користь засто-
сування такого способу лiкування є те, що пiсля введення в органiзм 5 мкМ таксолу вже
через 30 хв його концентрацiя в плазмi кровi знижується до 100 нМ, а через 5–6 год —
до 10 нМ [8], що i є реальною дiючою концентрацiєю.
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The characteristic of the cell cycle changes depending on the

concentration and the duration of Taxol action on thyroid anaplastic

cancer cells

We studied the effects of Taxol on the cell cycle and apoptotic processes in anaplastic thyroid cancer
cells. It was shown that Taxol changed the cell population distribution on cell cycle phases. This
distribution depends on the Taxol concentration. Low drug concentrations induced cell cycle changes
typical of apoptosis, whereas high concentrations (more than 50 nM) caused the cell cycle arrest on
G2/M stage. It was demonstrated that Taxol-induced apoptosis started at 5 nM of the drug with a
maximum at 25 nM. The possible strategy of the thyroid anaplastic carcinoma treatment with low
doses of Taxol is discussed.
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