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ВСТУП

Актуальність теми. Проблема формування лікарської резистентності (ЛР) до цитостатиків є, без сумніву, надзвичайно актуальною і навіть ключовою в клінічній практиці, оскільки саме цей феномен у багатьох випадках визначає неефективність хіміотерапії і ставить під загрозу життя онкологічних хворих.
На сьогодні відомо, що резистентність пухлинних клітин до цитостатиків є багатофакторним явищем і пов'язана з рядом особливостей клітин на рівні цитоплазматичної мембрани, внутрішньоклітинних систем детоксикації та систем репарації [1-8]. Однією з відомих причин виникнення ЛР може бути порушення сигнальних шляхів розвитку апоптозу [9-15]. Слід зазначити, що серед численних факторів регуляції апоптозу, викликаного дією протипухлинних препаратів (ПП), значну роль відіграють серинові протеїнази – представники окремого класу протеолітичних ферментів [16-21]. На сьогодні встановлена участь серинових протеїназ у регуляції апоптозу, індукованого дією цисплатину – цитостатику, який широко застосовується в клінічній практиці [19-26]. За цих обставин логічно припустити участь серинових протеїназ та їх інгібіторів у формуванні резистентності пухлинних клітин до цисплатину, тим більше, що дані ферменти та їх інгібітори відіграють суттєву роль у механізмах, які асоціюються зі зниженням внутрішньоклітинного накопичення цитостатику [27]. 
Слід зазначити, що в літературі вже є інформація про зв’язок між зміною рівня експресії серинових протеїназ та розвитком резистентності пухлинних клітин до цисплатину [25-29], хоча цей зв’язок виявлений лише в системах іn vitro. Що стосується ситуації in vivo, то тут проблема залишається відкритою і її висвітлення є, безумовно, актуальним; не менш важливим за цих умов є вивчення рівня інгібіторів протеолітичних ферментів, оскільки нормальне функціонування системи протеолізу знаходиться під контролем ендогенних інгібіторів протеолітичних ферментів. 
Серед основних природних інгібіторів серинових протеїназ особливий   інтерес   викликають   α1-інгібітор   протеїназ    (α1-ІП)    та    α2-макроглобулін (α2М), які є важливою складовою частиною антипротеолітичного потенціалу плазми крові [30-31]. Інтегральним показником, який дозволяє визначати ендогенну активність серинових протеїназ плазми крові або пухлинної тканини і дає уявлення про протеолітичний потенціал біологічного об’єкту, є рівень сумарної протеолітичної активності (ПРА) [32]. Враховуючи те, що співвідношення рівнів ПРА з рівнями α1-ІП і α2М свідчить про стан динамічної рівноваги між протеїназами та їх інгібіторами в плазмі крові чи пухлинній тканині, не виключено, що співставлення рівнів ПРА/α1-ІП і ПРА/α2М у динаміці росту пухлин із різним ступенем чутливості до цитостатику може бути важливим критерієм розвитку ЛР в умовах іn vivo. Саме цій проблемі – дослідженню змін протеїназно-інгібіторного балансу при рості пухлин з індукованою резистентністю до цисплатину, присвячена дана робота.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана у відділі механізмів протипухлинної терапії Інституту  експериментальної   патології,   онкології  і радіобіології  ім. Р.Є. Кавецького НАН України у відповідності з планом науково-дослідної роботи інституту за темами: “Вивчення біологічних особливостей пухлинного процесу при формуванні фенотипу лікарської резистентності” (2000–2004 рр., державний реєстраційний № 0101U000670), “Роль гомоцистеїну в процесах формування лікарської резистентності пухлин до дії цитотоксичних препаратів” (2004–2007 рр., державний реєстраційний № 0104U006131).
Мета і завдання дослідження. Дослідити зміни протеолітичної активності та вмісту основних інгібіторів протеїназ (плазма крові та пухлинна тканина) при рості експериментальних пухлин з індукованою резистентністю до цисплатину.
Відповідно до вказаної мети, були поставлені наступні завдання: 
1. Вивчити кінетику росту резистентної до цисплатину карциноми Герена.
2. Дослідити динаміку змін ПРА, вмісту α1-ІП та α2М у плазмі крові щурів при рості резистентної до цисплатину карциноми Герена.
3. Вивчити кінетику росту та інтенсивність метастазування карциноми легені Льюїс з індукованою резистентністю до цисплатину.
4. Дослідити динаміку змін ПРА, вмісту α1-ІП та α2М у плазмі крові мишей при рості карциноми легені Льюїс з індукованою резистентністю до цисплатину. 
5. Дослідити динаміку змін ПРА та вмісту α1-ІП у тканині карциноми легені Льюїс з індукованою резистентністю до цисплатину.

7. Проаналізувати кореляційні залежності між зміною рівнів ПРА, вмісту α1-ІП і α2М та кінетикою росту експериментальних пухлин з індукованою резистентністю до цисплатину. 
Об’єкт дослідження – миші лінії С57BL/6 із перещепленою карциномою легені Льюїс (вихідного штаму та резистентних до цисплатину підштамів); щури лінії Вістар із перещепленою карциномою Герена (вихідного штаму та резистентного до цисплатину підштамів).
Предмет дослідження – індукована резистентність до цисплатину, протеолітична активність та вміст основних інгібіторів протеїназ (α1-ІП та α2М), кінетика росту пухлин, процес метастазування.
Методи дослідження: використання експериментальних модельних систем пухлинного росту, біохімічні, статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше експериментально доведено, що формування резистентності карциноми Герена та карциноми легені Льюїс до цисплатину супроводжується суттєвими змінами кінетики пухлинного росту: пролонгацією латентного періоду росту пухлини та підвищенням швидкості її росту в експоненційній фазі. Встановлено, що зміна кінетики росту пухлин асоціюється з підвищенням рівнів ПРА і α1-ІП та зниженням рівня α2М у плазмі крові. 
Вперше виявлено пряму кореляційну залежність між об’ємом резистентної карциноми Герена та  рівнями ПРА  (rho=0,7; p=0,000001) і α1-ІП (rho =0,67; p=0,000002) у плазмі крові. Пряма кореляційна залежність між об’ємом пухлини та рівнями ПРА (rho=0,42; p=0,05) і α1-ІП (rho=0,65; p=0,001) у плазмі крові виявлена також при рості карциноми легені Льюїс за умов розвитку резистентності до цисплатину. Аналогічний кореляційний зв'язок між об’ємом резистентної до цисплатину карциноми легені Льюїс та рівнями ПРА (rho=0,5; p=0,03) і α1-ІП (rho=0,76; p=0,0001) був виявлений безпосередньо і в пухлинній тканині. 
Вперше за співвідношенням рівнів ПРА/α1-ІП та ПРА/α2М у плазмі крові тварин із різними за чутливістю до цисплатину пухлинами виявлено, що розвиток резистентності карциноми Герена та карциноми легені Льюїс до цитостатику супроводжується порушенням протеїназно-інгібіторного балансу в напрямку підвищення рівня ПРА. Показано, що при рості резистентної до цисплатину карциноми легені Льюїс (LLC-27) у пухлинній тканині значно підвищуються рівні ПРА та знижуються рівні α1-ІП порівняно з такими у вихідній пухлині. Виявлено асоціативний зв’язок між змінами протеїназно-інгібіторного балансу в плазмі крові та пухлинній тканині при розвитку резистентності карциноми легені Льюїс до цисплатину. 
Практичне значення отриманих результатів. Особливості протеїназно-інгібіторного балансу, виявлені в динаміці росту пухлин з індукованою резистентністю до цисплатину в плазмі крові та пухлинній тканині, можуть бути використані для подальшої розробки методів оцінки чутливості злоякісних пухлин до дії цисплатину. Одержані дані можуть також бути підґрунтям для пошуку шляхів профілактики метастазування через вплив на систему протеолізу.
Особистий внесок здобувача. Здобувачем особисто була поставлена мета роботи, сформульовано основні завдання і налагоджені методи дослідження. Автором зібрана та проаналізована сучасна наукова література за темою дисертації, самостійно виконані наукові дослідження, проведено аналіз первинного матеріалу, статистичну обробку отриманих даних. Здобувачем проведено теоретичне узагальнення результатів роботи, сформульовані основні положення і висновки дисертації. 
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації були представлені та обговорені на: VI конференції молодих онкологів України (Київ, 2003); ІІ науково-практичній конференції молодих вчених та спеціалістів “Актуальні проблеми фармакології та токсикології” (Київ, 2005); ІІІ з'їзді онкологів та радіологів СНД (Мінськ, Білорусія, 2004); 18th European association for cancer research (Innsbruck, Austria, 2004); International Student Congress of Medical Sciences (Groningen, The Netherlands, 2005); всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю: «Молекулярні основи і клінічні проблеми резистентності до лікарських засобів», (Київ, 2006); International Medical Students’ Congress in Novi Sad (Serbia, 2006); 17th European Student’s Conference (Berlin, 2006); IV з’їзді онкологів та радіологів СНД (Баку, Азербайджанська Республіка, 2006). 
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 13 наукових робіт, у тому числі 3 статті у виданнях, рекомендованих ВАК України та 9 тез у матеріалах вітчизняних та міжнародних наукових конференцій і з’їздів. Отримано 1 патент на винахід в Україні.

ВИСНОВКИ

На експериментальних моделях карциноми Герена та карциноми легені Льюїс встановлено, що формування резистентності пухлин до цисплатину асоціюється зі змінами кінетики їх росту та супроводжується порушенням протеїназно-інгібіторного балансу в плазмі крові та пухлинній тканині. 
1. Виявлено, що для резистентної до цисплатину карциноми Герена характерним є пролонгація латентного періоду росту пухлини (в 3,3 рази) та підвищення швидкості її росту в експоненційній фазі (в 2,0 рази) порівняно з вихідною пухлиною.
2. Встановлено, що в експоненційній фазі росту резистентної до цисплатину карциноми Герена в плазмі крові щурів зростають рівні ПРА (в 2,4 рази) і α1-ІП (на 28,5%) та дещо знижується (на 18,0%) рівні α2М порівняно з такими у тварин з вихідною пухлиною. 
3. Встановлено, що кінетика росту та інтенсивність метастазування резистентної до цисплатину карциноми легені Льюїс визначається ступенем її резистентності: для пухлин з середнім і високим ступенем резистентності (LLC-19 та LLC-27) характерним є пролонгація латентного періоду росту пухлини (в 2,0 рази), підвищення швидкості росту в експоненційній фазі (в 3,4 і 3,7 рази, відповідно) та підвищення інтенсивності метастазування (LLC-27). Для пухлин з низьким ступенем резистентності (LLC-9) такі зміни не є характерними.
4. Встановлено, що в експоненційній фазі росту резистентної до цисплатину карциноми легені Льюїс зміна рівнів ПРА в плазмі крові визначається ступенем резистентності: для пухлин з низьким ступенем резистентності (LLC-9) характерним є незначне підвищення ПРА (в 1,4 рази), для пухлин з середнім (LLC-19) та високим (LLC-27) ступенем резистентності – значне підвищення ПРА (в 2,1 та 4,1 рази, відповідно). Розвиток резистентності пухлини до цитостатику супроводжується  підвищенням  рівня  α1-ІП (на 58,5% для пухлини LLC-27) в експоненційній фазі її росту та зниженням рівня α2М в латентний період росту (на 27,2% для пухлини LLC-27). 
5. Показано, що при рості резистентної до цисплатину карциноми легені Льюїс (LLC-27) в пухлинній тканині значно підвищується рівень ПРА (в 4,2–61,8 рази) у порівнянні з таким у вихідній пухлині, а вміст α1-ІП, навпаки, знижується (на 49,5%). 
6. Встановлено, що розвиток резистентності до цисплатину карциноми Герена та карциноми легені Льюїс супроводжується порушенням протеїназно-інгібіторного балансу в плазмі крові та пухлинній тканині в бік підвищення рівня ПРА. 
7. У плазмі крові щурів з резистентною до цисплатину карциномою Герена, на відміну від вихідної пухлини, виявлено пряму кореляційну залежність між об’ємом пухлини та рівнями ПРА (rho=0,7) і α1-ІП (rho=0,67). Визначено також пряму кореляційну залежність між  об’ємом  пухлини  та  рівнями ПРА (rho=0,42) і α1-ІП (rho=0,65) у плазмі крові мишей з резистентною до цисплатину карциномою легені Льюїс (LLC-27). Аналогічний кореляційний зв'язок між об’ємом резистентної до цисплатину карциноми легені Льюїс та рівнями ПРА (rho=0,5) і α1-ІП (rho=0,76) був виявлений безпосередньо в пухлинній тканині.
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