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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
АОС – антиоксидантна система
АФК – активні форми кисню
ЕПР – ендоплазматичний ретикулум
ЕТЛ – електрон-транспортний ланцюг
ПМ – плазматична мембрана
СОД – супероксиддисмутаза
[Ca2+]i – концентрація вільного цитозольного Са2+ в клітинах
сis-Pt – цисплатин
DCFН-DA – 2,7-дихлордигідрофлуоресцеїн діацетат
FCCP – карбонілу ціаніду-п-трифлуореметоксифенілгідразону
GSH – відновлена форма глутатіону
IP3R – рецептори до 1,4,5-інозитолтрифосфат
МАРК – мітоген-активуюча протеїнкіназа
MDR – множинна стійкість до лікарських препаратів (multiple drug
resistance)
MRP – протеїни асоційовані з множинною стійкістю до лікарських
препаратів (multidrug resistance protein)
NOX – НАДФН-оксидази
PMCA – Cа
2+
-АТРаза плазматичної мембрани
РТР – мітохондріальна пора транзієнтної проникності
SERCA – Са2+
-АТРаза ендоплазматичного ретикулуму
SOCC – Са2+
-канали ємнісного шляху
SOCE – ємнісний вхід Са2+ у клітину
TMRE – тетраметилродаміну етил естеру перхлориду
TRPC – канали транзієнтного рецепторного потенціалу
VDAC – потенціал-залежні аніонні канали зовнішньої мембрани
мітохондрій
VDСC – потенціал-керовані Са2+
-канали
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Актуальність теми. Останнім часом увагу дослідників привертають ті
компоненти сигнальних шляхів, які регулюються активними формами кисню
(АФК) та іонами Са, що пов’язано із залученням цих вторинних посередників
до контролю не лише проліферації, але й апоптозу [57, 264]. Пригнічення
сигнальних шляхів апоптозу є одним з основних механізмів забезпечення
життєздатності злоякісно трансформованих клітин за дії протипухлинних
препаратів. Тому актуальною є розробка підходів до активації сигнальних
шляхів, спрямованих на селективне посилення апоптичного потенціалу
пухлинних клітин без ушкодження нормальних клітин.
Одним з таких підходів є застосування декількох протипухлинних агентів,
що у комбінації підвищують цитотоксичну дію на злоякісно трансформовані
клітини. Вважається, що основним механізмом дії протипухлинного препарату
цисплатину (cis-Pt) є утворення ДНК аддуктів. Проте, накопичено дані, що
свідчать про позаядерні механізми токсичної дії цисплатину, пов’язані,
зокрема, з окисною модифікацією тіолових груп глутатіона та протеїнів,
порушенням антиоксидантного та прооксидантного балансу [26, 52, 68, 80].
Незважаючи на високу ефективність цисплатину, його використання у
терапевтичних дозах обмежується токсичною дією на нормальні клітини та
розвитком резистентності у пухлинних клітинах, яка виникає за декількома
механізмами, зокрема, шляхом інгібування входу та активації виходу препарату
з клітини [43, 106, 232], його інактивації внаслідок дії внутрішньоклітинних
тіолів [26, 54, 80].
На сьогодні значна увага дослідників направлена на розробку підходів до
подолання резистентності пухлинних клітин через використання комбінації
протипухлинних препаратів з фулереном С60. Фулерен С60 – представник
карбонових наноструктур, що не є токсичним у концентраційному діапазоні
10
-6 М – 10-4 М [74, 131, 228] та виявляє біологічну активність завдяки
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особливостям будови молекули. Нанорозмірність, сферична форма та
ліпотропність, наявність системи π-кон’югованих подвійних зв’язків на
поверхні молекули фулерену С60 зумовлюють його мембранотропність,
антиоксидантні властивості у незбудженому стані [15, 88, 188] та здатність до
ефективного продукування токсичних АФК у разі фотозбудження молекули
[109, 163, 250], що відкриває перспективи його використання як
фотосенсибілізатора для фотодинамічної терапії.
У системах in vitro та in vivo показано, що комбінація похідних С60 з
протипухлинними препаратами (цисплатином, доксорубіцином, паклітакселом)
пригнічує виживаність пухлинних клітин та знижує кардіо- та
нефротоксичність [23, 135, 155]. Зважаючи на те, що модифікація структури
фулерену С60 через порушення системи π-кон’югованих подвійних зв’язків
спричиняє зміни у фізико-хімічних властивостях наноструктури [19, 107, 239],
актуальним є дослідження дії немодифікованого фулерену С60 у комбінації з
протипухлинними препаратами на злоякісно трансформовані та нормальні
клітини.
У попередніх дослідженнями встановлено, що за дії фотозбудженого у
діапазоні 300-600 нм фулерену С60 у лейкемічних клітинах Jurkat виявляються
ознаки апоптозу – активація каспази -3 [172] та вихід цитохрому с [92]. Це
дозволяє припустити можливість використання комбінацї фотоактивованого
фулерену С60 з цисплатином для посилення ефективності дії протипухлинного
препарату через вплив на сигнальні шляхи, залучені до індукції загибелі
пухлинних клітин та до розвитку резистентності до протипухлинних
препаратів. Описане вище стало основою для формування мети та постановки
задач дослідження даної дисертаційної роботи.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.
Дисертаційну роботу виконано на кафедрі біохімії ННЦ «Інститут біології та
медицини» Київського національного університету імені Тараса Шевченка у
рамках науково-дослідних тем: «Механізми реалізації адаптаційно –
компенсаторних реакцій організму за умови розвитку різних патологій» ( № д/р
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0111U004648, 2011 – 2015 роки) та «Механізми регуляції метаболічних
процесів в організмі за умов розвитку патологічних станів» (№ д/р
0116U002527, 2016 – 2018 роки).
Мета та задачі дослідження. Мета роботи – з’ясувати можливість
модуляції токсичних ефектів цисплатину у низьких дозах на нормальні та
лейкемічні клітини за дії фулерену С60.
Відповідно до поставленої мети було сформульовано наступні завдання:
1. Дослідити проникнення фулерену С60 у лейкемічні клітини лінії L1210.
2. Оцінити вплив цисплатину у низьких концентраціях (1 та 5 мкг/мл) на
нормальні клітини – еритроцити (за їх гемолізом) та тимоцити (за
продукуванням АФК) у контролі та за преінкубації з С60.
3. Оцінити пролонговану дію комбінації фотозбудженого С60 та цисплатину
на чутливі (L1210) та резистентні (L1210R) до цисплатину лейкемічні клітини
за такими показниками, як виживаність та розподіл за фазами клітинного
циклу.
4. З’ясувати ранні біохімічні механізми дії фотозбудженого С60 окремо або
у комбінації з цисплатином на клітини L1210 та L1210R за такими
показниками як продукування АФК, активність кінази р38, рівень
цитозольного Са2+, величина мітохондріального потенціалу.
5. Охарактеризувати параметри Са2+
- депонування у клітинах L1210 та
L1210R за величинами Са2+
-пулу ЕПР та ємнісного входу Са2+ у контролі та за
комбінованої дії фотозбудженого фулерену С60 та цисплатину.
Об’єкт дослідження – біохімічні механізми комбінованої дії цисплатину
та фулерену С60 (у незбудженому та фотоактивованому станах) на нормальні
та злоякісно трансформовані клітини.
Предмет дослідження – продукування АФК, концентрація цитозольного
Са2+, ємнісний вхід Са2+, мембранний потенціал мітохондрій, активність
кінази р38, клітинний цикл.
Методи дослідження: спектрофотометричні методи (МТТ тест, оцінка
гемолізу еритроцитів), спектрофлуориметричні методи з використанням
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зондів indo-1AM, DCFH-DA, TMRE, Вестерн-блот аналіз активності кінази
р38, протокова цитофлуориметрія (аналіз клітинного циклу), світлова та
конфокальна мікроскопія, культивування клітин.
Наукова новизна одержаних результатів. Виявлено, що фулерен С60
запобігає спричиненим цисплатином гемолізу еритроцитів та продукуванню
АФК у тимоцитах. З використанням флуоресцентно-міченого С60 (С60 – RITC)
доведено накопичення наноструктури у лейкемічних клітинах. За умови
фотозбудження у видимому діапазоні поглинутого фулерену С60 виявлено його
фототоксичний ефект не тільки у чутливих, але й у резистентних до дії
цисплатину лейкемічних клітинах L1210. Вперше продемонстовано, що
цитотоксична дія фотозбудженого фулерену С60 та цисплатину у разі їх
поєднання значно посилюється, спричиняючи інтенсифікацію продукування
АФК, значне підвищення концентрації вільного цитозольного Са2+, активацію
механізму ємнісного входу Са2+, падіння мітохондріального потенціалу як у
чутливих, так і резистентних до цисплатину клітинах лінії L1210 та призводячи
до їх накопичення у проапоптичній SubG1 фазі клітинного циклу. Вперше
показано, що комбінація фотозбудженого фулерену С60 та цисплатину через
модуляцію АФК-чутливих сигнальних шляхів дозволяє активувати механізми
загибелі лейкемічних клітин та відновити чутливість резистентних клітин до дії
цисплатину у низькій концентрації.
Практичне значення одержаних результатів. Дані щодо послаблення
токсичної дії цисплатину на нормальні клітини за умови їх преінкубації з
фулереном С60 вказують на можливість застосування наноструктури як
цитопротектора. Виявлений токсичний ефект фотозбудженого С60 та дані щодо
посилення дії цисплатину у низькій дозі за комбінації з фотозбудженим С60 як у
чутливих, так і у резистентних до цисплатину лейкемічних клітинах, свідчать
про перспективність застосування фулерену С60 для фотодинамічної терапії та
для розробки підходів до подолання стійкості пухлинних клітин до дії
протипухлинних препаратів.
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