
26 СУЧАСНІ ПРОБЛЕМИ  ТОКСИКОЛОГІЇ 3(4/2012

П ригнічення проліферативної актив"
ності злоякісних клітин залишається

сьогодні однією з основних стратегій у проти"
пухлинній терапії [1]. Проте найбільшим об"
меженням для протипухлинних засобів є висо"
ка токсичність щодо нормальних клітин. 

Незначні побічні ефекти нових інгібіторів
тирозин"кіназ похідного малеїміду 1"(4"Cl"
бензил)"3"Cl"4"(CF3"феніламіно)"1Н"пірол"
2,5"діону (МІ"1) та похідного дигідропіролу
1,4"заміщеного 5"аміно"1,2"дигідропірол"3"
ону (Д"1) у порівнянні з іншими цитостатика"
ми стали аргументом на користь їхнього
дослідження як потенційних протипухлинних
препаратів. У дослідах на тваринах було вияв"
лено, що МІ"1 і Д"1 мають низьку токсичність
щодо органів та тканин інтактних щурів (табл.
1). Про ефективність сполук свідчить їхня
здатність у концентраціях 10"100 мкмоль/л
пригнічувати проліферацію та ріст деяких
трансформованих і злоякісних клітин людини
на 80"90%. МІ"1 найефективніше пригнічує
клітини аденокарциноми кишечнику SW"620,
карциноми молочної залози MCF7, меланоми
UACC"62, лейкемії SR, недрібноклітинного
раку легень A"549 [2], Д"1   клітини еритролей"
кемії К"562, лімфобластної лейкемії CCRF"
CEM, карциноми молочної залози МDA"MB"
435, аденокарциноми товстої кишки HCT"15
та нейробластоми SNB"75 [3]. Інгібування рос"
ту нормальних фібробластів і ендотеліоцитів
під впливом МІ"1 відбувається лише на 20"30%
[2, 4]. 

Водночас ефекти обох сполук на клітинні
функції були досліджені недостатньо і ме"
ханізми, що лежать в основі антипроліфера"
тивної активності сполук, залишаються
нез'ясованими. Тому використання альтерна"
тивних методів у подальших дослідженнях на
культурах клітин вкрай необхідне. 

Мета нашої роботи — дослідження
життєздатності та внесок апоптозу в клітинну
загибель клітин аденокарциноми яєчників
лінії SK"OV"3 під впливом нових потенційних
протипухлинних сполук МІ"1 та Д"1. 

Матеріали та методи дослідження
У дослідженнях використана комерційна

лінія клітин SK"OV"3 (American Type Culture
Collection, Rockvill, USA). Клітини були куль"
тивовані в середовищі DMEM (Dulbecco's
modified Eagle medium) (Gibco®, Invitrogen,
Carlsbad, USA). До середовищ культивування
додавали 10% ембріональної сироватки бика
(fetal bovina serum, FBS), стрептоміцин (50
мкг/мл) і пеніцилін (100 од/мл). Всі культури
підтримували при 37оС в атмосфері, що
містить 5% СО2, середовище змінювали кожні
3 дні, всі експерименти здійснювали між
третім і шостим пасажем.

Визначення життєздатності та оцінку
проліферативної активності життєздатних
клітин проводили з використанням 3,4,5"ди"
метилтіазол"2"іл"2,5"дифеніл"тетразоліум
бромід (МТТ)"тесту, в основі якого лежить
здатність мітохондрій живих клітин відновлю"
вати тетразолієву сіль МТТ до МТТ"формаза"
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ну [14]. Клітини були розсіяні в 500 мл МЕМ з
10% FBS зі щільністю 2х104 клітин/лунку в 24"
лункові планшети. Після 24 годин середовище
в експериментальних лунках було замінене на
відповідне з 1% FBS та досліджуваними конце"
нтраціями (1, 3 та 10 мкмоль/л) МІ"1 і Д"1 та в
контрольних лунках без цих сполук. Кожна
група містила 6 різних лунок. Після 24 годин
клітинна життєздатність була оцінена за допо"
могою МТТ"тесту, який проводили згідно з
інструкцією виробника (Sigma, St Louis, МО).

Дослідження клітиної загибелі шляхом
апоптозу та некрозу проводили за допомогою
проточної цитометрії після фарбування клітин
специфічними антитілами з флюоресцентною
міткою до анексину V (Annexin V"FITC
Apoptosis Detection Kit I, BD Pharmitrogen), що
специфічно зв'язується з фосфатидилсерином
на клітинній поверхні та пропідіум йодидом,
що є маркером мертвих клітин [15]. Трансло"
кація фосфатидилсерину з внутрішньої сторо"
ни плазматичної мембрани на зовнішню є
однією з найбільш ранніх подій апоптозу.
Клітини розсіювали в 6"лункові планшети в
кількості 0,7х106 клітин/лунку в 3 мл середови"
ща без сироватки та інкубували 24 години з
МІ"1 та Д"1 в концентраціях 1 і 10 мкмоль/л.

Дані представлені як М±SD, де М — се"
реднє значення, SD"стандартне відхилення.
Після підтвердження нормального розподілу
всіх даних за допомогою тесту Колмогорова"
Смірнова, статистично значима різниця між
дослідними групами і контролем була проа"
налізована з використанням t"тесту Стьюден"
та. Аналіз даних представлений з використан"
ням статистичної програми SPSS 14.0 (SPSS
Inc, Chicago, IL). Різниця між дослідними гру"
пами і контролем вважалась статистично зна"
чимою при P < 0,05.

Одержані результати та їх обговорення
За результатами МТТ"тесту після 24 годин

впливу МІ"1 встановлено незначну концент"
раційну залежність пригнічення життєздат"
ності клітин лінії SK"OV"3. Вона зменшується
від 53% до 38% у досліджуваному діапазоні.
Для Д"1 кількість життєздатних клітин стано"
вила 45"47% незалежно від концентрації (рис.
1). Тобто антипроліферативна здатність обох
сполук приблизно однакова для клітин адено"
карциноми яєчників цієї лінії. 

Для отримання більш детальної інформації
про вплив на життєздатність клітин лінії SK"
OV"3 та внесок у клітинну загибель апоптозу та
некрозу було проведене дослідження з вико"
ристанням специфічних антитіл до алексину V.
Встановлено, що в контролі кількість
життєздатних клітин становила 74%, під впли"
вом МІ"1 в обох концентраціях їх кількість

Тканина МІ,1 Д,1

Тканини з високою

проліферативною

активністю

епітелій тонкої та

товстої кишки 
пригнічення проліферації

нормальних клітин на

30%[5, 6]

пригнічення проліферації

нормальних клітин

відсутнє [7]

сперматогенний

епітелій сім'яників
даних немає

Органи детоксикації

і виділення

печінка
низька

гепатотоксичність [8, 9]
даних немає

нирки

початкові етапи тубуло"

інтерстиційного нефриту

[10]

даних немає

Кровоносна система
серце збільшення розміру ядер кардіоміоцитів [11, 12]

судини розширення капілярів, потовщення стінок судин [11, 13]

Таблиця 1

Загальна токсичність МІ,1 і Д,1 на тканини та органи щурів

Рис. 1. Ефект МІ(1 та Д(1 на життєздатність клітин лінії
SK(OV(3 після 24 годин впливу. Клітини, що не підлягали
впливу сполук, були взяті за контроль. Значення оптичної

густини (od) при різних концентраціях були
нормалізовані з середнім значенням оптичної густини
контролю (od контролю=1). Значення представлені як

М±SD (SD(стандартне відхилення).
*  — р<0,05 по відношенню до контролю.
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зменшилась до 27"33%, а під впливом Д"1 до
12%. Тобто цитотоксичність по відношенню до
клітин даної лінії вища для Д"1, оскільки
кількість життєздатних під його впливом мен"
ша, ніж під впливом МІ"1 (рис. 2). 

Кількість клітин у ранній стадії апоптозу є
незначною як у контролі (3%), так і під дією
обох сполук (5"6%). МІ"1 не впливає на
кількість некротизованих клітин, тоді як під
дією Д"1 їх частка зростає з 1% у контролі до
5%. Більшість клітин (до 70% під впливом МІ"
1 і до 80% під впливом Д"1) загинули шляхом
апоптозу. На рисунку 3 представлено результа"
ти, отримані на проточному цитометрі для
клітин, що не зазнавали впливу (контроль) і
після 24"годинного впливу МІ"1 та Д"1 у кон"
центрації 10 мкмоль/л.

Таким чином, хоча за результатами МТТ"
тесту антипроліферативна здатність обох спо"
лук була майже однакова і становила 50"60%,
однак дослідження шляхів клітинної загибелі
дозволило встановити більшу цитотоксичність
Д"1, оскільки виживання клітин під його дією

за результатами тесту на апоптоз становило ли"
ше 12%. А для МІ"1 за тих же умов виживання
— 27"33%. Д"1 є більш перспективною сполу"
кою для подальших досліджень ефективної те"
рапії аденокарциноми яєчників. Одержані дані
свідчать, що одним з можливих механізмів про"

Рис. 2. Співвідношення життєздатних клітин, клітин на
ранній стадії апоптозу, загиблих шляхом апоптозу і

некрозу лінії SK(OV(3 після впливу МІ(1 та Д(1 протягом
24 годин.

Рис. 3. Результати дослідження апоптозу клітин лінії SK(
OV(3, одержані на проточному цитометрі для контролю

(А), МІ(1 (Б) та Д(1 (В) в концентрації 10 мкмоль/л.
Анексин V (A) є маркером ранньої стадії апоптозу,

пропідіум йодид (P) — маркер загиблих клітин шляхом
некрозу. А(Р( живі клітини; А+ Р( клітини на ранній стадії

апоптозу; А( Р+ мертві клітини, що загинули шляхом
некрозу; А+ Р+ пізній апоптоз.
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типухлинної активності обох сполук є акти"
вація апоптотичного шляху клітинної загибелі. 

Висновки
1. Цитотоксичність Д"1 по відношенню до

клітин аденокарциноми яєчників лінії SK"
OV"3 є більшою порівняно з МІ"1. 

2. Активація апоптозу залучена до механізмів
протипухлинної активності обох сполук. 

3. Сполуки МІ"1 та Д"1 є перспективними для
терапевтичного застосування при адено"
карциномі яєчників.
Робота виконана у рамках НДР "Молеку"

лярні механізми протипухлинної активності
нового похідного малеїміду" (№ держ"
реєстрації 0111U005413).
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