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Упродовж останніх десятиліть відзначається чіт-
ка тенденція до збільшення частоти розвитку гор-
монозалежних пухлин, у тому числі раку молочної 
(РМЗ) та передміхурової залоз (РПЗ), раку ендо-
метрію як в Україні, так і в розвинених країнах сві-
ту [1, 2]. РМЗ є доволі агресивним захворюванням, 

яке швидко «молодшає» і вражає все більше жінок 
активного працездатного та репродуктивного віку, 
що, безумовно, має вплив на демографічну ситуа-
цію. У свою чергу, РПЗ — одне з найбільш поши-
рених злоякісних новоутворень у чоловіків. Згідно 
з  останніми даними статистики, РМЗ та РПЗ за-
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Мета: дослідити на моделі карциноми Герена зміни маркерів окисно-карбо-
нільного стресу при прогресії новоутворень з різною чутливістю до цисплати-
ну та встановити зв’язок таких маркерів з молекулярно-структурними змі-
нами альбуміну в плазмі крові. Об’єкт та методи: робота виконана на щурах 
лінії Wistar (самки віком 2,5 міс та з масою тіла 180–200 г) із перещепленими 
чутливим та резистентним до цисплатину штамами карциноми Герена. Біо-
логічний матеріал для аналізу відбирали на 3-тю, 5-ту, 7-му, 9-, 14-, 18-ту та 
21-шу доби після імплантації. Визначали прооксидантно-антиоксидантне спів-
відношення та активність каталази в гемолізаті, вміст малонового діальдегі-
ду в плазмі крові, вміст вільних SH-груп і фруктозаміну в молекулі альбуміну та 
концентрацію альдегіддинітрофенілгідразонів в альбумінових фракціях плазми 
крові. Конформаційні зміни, що відбуваються в молекулі альбуміну плазми кро-
ві, оцінювали методами абсорбційної та флуоресцентної спектроскопії. Резуль-
тати: у динаміці росту карциноми Герена з різною чутливістю до цисплати-
ну виявлено збільшення (порівняно з показниками інтактного контролю) про-
антиоксидантного співвідношення з двома піками, які пов’язані з початком 
активного росту пухлин: на 5- і 18-ту (чутливий штам) та 9-ту і 21-шу (ре-
зистентний штам) доби після перещеплення. Відмічено підвищення інтенсифі-
кації пероксидного окиснення ліпідів у плазмі крові щурів з пухлинами впродовж 
усього експерименту на тлі поступового зниження каталазної активності в ге-
молізатах. Максимально високі значення вмісту малонового діальдегіду виявлені 
у щурів з резистентним до цисплатину штамом з 9-ї по 21-шу доби після пере-
щеплення пухлин. Встановлено зниження вільних сульфгідрильних груп, зростан-
ня окисної модифікації, кінцевих продуктів глікооксидації і полімерних попере-
чно зшитих β-структур амілоїдного типу в альбуміновому пулі плазми крові 
щурів залежно від стадії розвитку і штаму карциноми Герена. Відмічено сут-
тєві зміни молекулярної конформації альбуміну в плазмі крові у щурів відповідно 
до зовнішнього мікрооточення, сформованого в плазмі крові. Висновки: у щурів 
з карциномою Герена показана наявність прогресуючого окисно-карбонільного 
стресу, що може розглядатися в якості пускового механізму розвитку пухлин 
і набуття неопластичними клітинами високої злоякісності на тлі молекуляр-
но-структурних змін альбуміну в плазмі крові. Показаний зв’язок окисно-карбо-
нільного стресу з молекулярно-структурними змінами альбуміну в плазмі крові. 
Результати роботи можуть бути використані для покращення диференційної 
діагностики новоутворень, а досліджені показники — поповнити панель поза-
пухлинних маркерів розвитку і перебігу пухлинного процесу.
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ймають провідні позиції за показниками захворю-
ваності та смертності в структурі онкологічних за-
хворювань [3]. За даними Національного канцер-ре-
єстру, РМЗ посідає перше місце за захворюваністю 
(20,3%), рак ендометрію — третє (9,5%) з-поміж усіх 
нозологічних форм злоякісних новоутворень у жіно-
чого населення України, РПЗ — друге місце (12,4%) 
серед злоякісних новоутворень у чоловіків. За по-
казниками смертності РМЗ знаходиться на  пер-
шому місці (20,1%), РПЗ — на другому (9,7%) [1]. 
На сьогодні добре відомо, що ці захворювання є ге-
терогенними як за морфологічною та молекулярною 
будовою, так і за клінічним перебігом, що вимагає 
інноваційних підходів до їх діагностики та терапії.

Питання механізмів канцерогенезу та злоякісної 
трансформації клітин, ранньої діагностики, прогно-
зування перебігу захворювання залишаються одні-
єю з найбільш актуальних проблем сучасної біології 
і медицини. Швидкий ріст і аномальна проліфера-
ція пухлинних клітин часто пов’язані зі  значни-
ми змінами в енергетичному обміні та порушеним 
окиснювально-відновним гомеостазом. Будь-який 
патологічний процес протікає на тлі утворення ак-
тивних форм кисню (АФК) та інтенсифікації вільно
радикального окиснення біосубстратів з утворенням 
пероксидів, епоксидів, альдегідів, кетонів, спиртів, 
діальдегідів та ін. Канцерогенез пов’язують з по-
рушенням регуляції процесів вільнорадикального 
окиснення [4, 5]. Шкідлива дія вільних радикалів 
спрямована на  три типи мішеней: ліпіди, нуклеї-
нові кислоти і білки. Впливаючи на останні, АФК 
можуть порушувати їх структуру та функції, викли-
каючи окиснення амінокислотних залишків (особ
ливо тих, які містять SH-, SCH3-групи цистеїну, 
метіоніну, NH-групи лізину тощо) [6]. Усе це ви-
кликає модифікацію білків, у тому числі фермен-
тів, зміну їх активності, руйнування біоантиокис-
нювачів (вітамінів, убіхінону, стероїдних гормонів 
тощо), зміну фосфоліпідного складу, появу в  гід-
рофобній частині продуктів окиснення, які ініцію-
ють процеси іонного транспорту, зміну конформа-
ції білків і ліпідного складу, а отже, структурних та 
функціональних властивостей мембран. У разі під-
вищення концентрації АФК збільшуються окисні 
пошкодження ДНК, накопичуються зміни в гено-
мі, що призводить до збільшення кількості мутацій. 
Тобто окисний стрес як результат інтенсифікації 
вільнорадикальних процесів на  фоні дисрегуляції 
систем антиоксидантного захисту відіграє значну 
роль у канцерогенезі. Сполуки, що є промоторами 
пухлинного росту, стимулюють утворення АФК. 
Дослідженню окисного метаболізму при  онколо-
гічній патології приділяється значна увага, оскіль-
ки його порушення, з одного боку, розглядаються 
як один з механізмів формування та розвитку он-
кологічних захворювань. З іншого боку, проведен-
ня неад’ювантної терапії та радикальних хірургіч-
них втручань самі по собі можуть бути тригерними 
факторами. Тривале зрушення прооксидантно-ан-

тиоксидантної рівноваги призводить до порушен-
ня структур і функцій ключових ферментів, мемб-
ран, органел, тобто до створення умов малігнізації 
тканин. Дисбаланс між прооксидантами і антиокси-
дантами викликає реакцію переокиснення, що може 
призводити до загибелі нормальних і злоякісно змі-
нених клітин. Відмічено підвищення рівня перок-
сидного окиснення ліпідів (ПОЛ), світлосуми хе-
мілюмінесценції (про-антиоксидантного співвід-
ношення), зниження каталазної активності у крові 
хворих на рак шлунка [7] та молочної залози [8], змі-
ни окисного метаболізму узгоджуються з несприят-
ливим прогнозом і більшою поширеністю процесу.

Посилення процесів ПОЛ за розвитку окисного 
стресу призводить до утворення насичених і ненаси-
чених альдегідів, дикарбонілів, серед яких високо
токсична і мутагенна сполука — малоновий діаль-
дегід (МДА) [9, 10]. Альдегіди, зв’язуючись з про-
теїнами, утворюють стійкі аддукти, які вважаються 
кінцевими продуктами ПОЛ (КПЛ). У разі їх неен-
зиматичної реакції з SH- та NH2-групами протеї-
нів, ліпідів і нуклеїнових кислот [11] запускається 
процес глікування або низка реакцій Майяра [12]. 
У результаті цих перетворень утворюються продук-
ти Амадорі — фруктозаміни, які є похідними гек-
соз [13, 14]. На практиці ці речовини мають важли-
ве діагностичне значення [15]. Продукти Амадорі 
визначають як ранні продукти глікації, що харак-
теризуються відносною нестабільністю і швидко 
вступають у наступні перетворення, зокрема підда-
ються фрагментації, перегрупуванню та повторній 
взаємодії з аміногрупами, внаслідок чого утворю-
ються стабільні кінцеві продукти глікації (КПГ) [16, 
17]. Прикладом КПГ є пентозидин, що бере участь 
у формуванні внутрішньомолекулярних та міжмо-
лекулярних перехресних зшивок [18, 19]. Утворен-
ня КПГ і КПЛ під впливом вказаних активних аль-
дегідів супроводжується інтенсивним генеруванням 
АФК, що призводить до самоприскорювання цьо-
го процесу [20]. КПГ і КПЛ прямо або через специ-
фічні рецептори впливають на сигнальну трансдук-
цію, змінюють структуру і функції протеїнів (як ре-
цепторних, так і позаклітинного матриксу), ензимів 
метаболічних перетворень та антиоксидантного за-
хисту; викликають запалення й апоптоз; відіграють 
провідну роль у патогенезі низки хронічних захво-
рювань, у  тому числі онкологічних [21–23]. Без-
посередні токсичні ефекти КПГ зумовлені зміною 
структури та функції протеїнів плазми крові (зокре-
ма альбуміну) та позаклітинного матриксу шляхом 
глікування та зшивання. Глікування протеїнів по-
рушує їх молекулярну конформацію, втручається 
в рецепторну і транспортну функції, механізм пе-
редачі сигналів та змінює активність ензимів. КПГ 
зшиваються не тільки з протеїнами, але й з інши-
ми внутрішньоклітинними та позаклітинними мо-
лекулами, такими як ліпіди та нуклеїнові кислоти, 
що призводить до структурних та функціональних 
порушень [24].
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Таким чином, внаслідок ПОЛ і неферментатив-
ного глікування протеїнів відбувається гіперпро-
дукування альдегідів, що індукує розвиток карбо-
нільного стресу, який супроводжується накопичен-
ням активних карбонільних сполук. Це призводить 
до порушення метаболізму клітини і ушкодження 
її компонентів [25]. Обидва типи стресів (окисний 
та карбонільний) пов’язані між собою і підсилю-
ють один одного, формуючи так зване хибне коло 
порушень метаболізму, коли АФК і активні карбо-
нільні сполуки можуть ініціювати глікооксидацію 
та ПОЛ, а також бути проміжними продуктами цих 
процесів. Тому було запропоновано термін «окис-
но-карбонільний стрес» [26, 27].

Розвиток окисно-карбонільного стресу призво-
дить до  значних метаболічних та морфологічних 
змін, що викликають структурно-функціональні по-
рушення, зокрема і в молекулах альбуміну плазми 
крові як важливого компонента, функціями якого є 
регуляція онкотичного тиску, контроль рН, антиок-
сидантна дія, зв’язування і транспорт ряду низько
молекулярних малорозчинних агентів (білірубін, 
жирні кислоти, холестерин), у тому числі пухлин-
них медіаторів, фармакологічних препаратів.

Метою роботи було дослідити на моделі карци-
номи Герена зміни маркерів окисно-карбонільного 
стресу в процесі росту пухлин з різною чутливістю 
до цисплатину та встановити зв’язок таких марке-
рів з молекулярно-структурними змінами альбумі-
ну в плазмі крові.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Дослідження проводили на  щурах лінії Wistar 

(самки віком 2,5 міс з масою 180–200 г) розве-
дення віварію Інституту експериментальної пато-
логії, онкології і радіобіології iм. Р.Є.  Кавецько-
го НАН України. Під час проведення експеримен-
ту щури перебували в стандартних умовах віварію 
з природним режимом освітлення, на повноцінно-
му раціоні харчування. Утримання тварин і роботу 
з  ними здійснювали відповідно до  загальноприй-
нятих міжнародних правил проведення досліджень 
на експериментальних тваринах.

У якості моделі пухлинного росту було викорис-
тано карциному Герена (штам, отриманий зі спон-
танної аденокарциноми матки щурів) — класична 
модель низько диференційованої неметастатичної 
солідної пухлини, яка в короткі терміни прогресує 
і призводить до значного рівня смертності експери-
ментальних тварин. Дослідження проведені з вико-
ристанням двох штамів карциноми Герена: чутли-
вого (вихідний) та резистентного до дії цисплатину. 
Пухлинні клітини обох штамів одержували з Банку 
клітинних ліній з тканин людини та тварин Інсти-
туту експериментальної патології, онкології і радіо
біології iм. Р.Є. Кавецького НАН України. Пере-
щеплення пухлинних клітин проводили підшкірно 
у пахову зону правої нижньої кінцівки у кількості 
2,5 • 106 клітин на тварину в фізіологічному розчи-

ні NaCl. Загальним контролем слугували інтактні 
щури того ж віку і статі.

Периферичну кров для аналізу відбирали 
на 3-тю, 5-ту, 7-му, 9-, 14-, 18-ту та 21-шу доби піс-
ля імплантації. Тварин піддавали декапітації під лег-
ким ефірним наркозом та відбирали кров у пробір-
ки з гепарином чи етилендіамінтетраоцтовою кис-
лотою (ЕДТА) . Зразки крові до отримання плазми 
і лімфоцитів зберігали за  3–5 0С. Для отримання 
гемолізатів кров розводили в 400 або 800 разів дис-
тильованою водою, після чого зберігали за 3–5 0С. 
Плазму крові отримували центрифугуванням упро-
довж 15 хв за 3000 об/хв.

Ріст пухлини оцінювали за об’ємом (V, см3), який 
розраховували за формулою [28]:

V = 3,14•D1•D2•D3/6
де D1 — довжина, D2 — ширина, D3 — висота пух-

лини в сантиметрах.
Інтенсивність вільнорадикальних процесів ви-

вчали за  прооксидантно-антиоксидантним спів-
відношенням у крові методом індукованої перокси-
дом водню хемілюмінісценції з модифікаціями [29, 
30]. Кінетику світіння проб фіксували на  приладі 
AutoLumat LB 953 (Germany). Дані виражали в ім-
пульсах (імп) за 180 с (імп/180 с). Активність ката-
лази визначали в гемолізаті крові дослідних щурів 
за методом [31], в основі якого лежить властивість 
пероксиду водню утворювати з  солями молібдену 
стійкий забарвлений комплекс. Метод модифіку-
вали для проведення визначень на  планшетному 
рідері Sinergy (США). Реакцію проводили в  про-
бірках, що містили 0,8 мл 20 мМ перекису водню та 
40 мкл проби (кров, розведена дистильованою во-
дою в 800 разів). Через 10 хв реакцію зупиняли до-
даванням 0,4 мл 4% молібдату амонію ((NH4)2MoO4) 
і проводили вимірювання (0,25  мл зразка на  лун-
ку) за довжини хвилі 410 нм. Частину утилізовано-
го Н2О2 визначали за калібрувальною кривою (0; 5; 
10 та 20 мМ Н2О2) та перераховували активність ка-
талази у мМ Н2О2 на 1 мл крові за хвилину (мМ/мл/
хв). Рівень ПОЛ оцінювали за вмістом МДА в плаз-
мі крові за методом [32], в основі якого лежить здат-
ність МДА утворювати з 2-тіобарбітуровою кисло-
тою стійкий забарвлений триметиновий комплекс. 
Визначення рівня окисної модифікації тіолових 
(-SH)-груп проводили за допомогою 5,5/-дітіобіс(2-
нітробензойною кислотою) [33]. Рівень окиснення 
білків за  вмістом альдегіддинітрофенілгідразонів 
(АДНФГ) оцінювали методом R.L. Levine [34] у мо-
дифікації О.Ю. Дубініної [35]. Рівень фруктозаміну 
в зразках визначали за допомогою аналізу NBT (nitro 
blue tetrazolium dye) на спектрофотометрі Beckman 
DU (США) за довжини хвилі 525 нм [36]. Утворен-
ня Амадорі аддукту кількісно визначали з викорис-
танням коефіцієнту екстинкції 12640 см-1моль-1 мо-
ноформазону [37]. Оцінку конформаційних змін, 
що відбуваються в молекулі альбуміну плазми кро-
ві інтактних щурів та щурів з пухлинами, проводили 
методом абсорбційної та флуоресцентної спектро-



ОНКОЛОГІЯ •  Т.  23 •  № 3 •  2021

ОРИГІНАЛЬНІ  ДОСЛ ІДЖЕННЯ

86

скопії з використанням автоматичного планшетного 
рідера Sinergy (США) і Thermo Scientific NanoDrop 
(Spectrophotometer and Spectrofluorimeter, США).

Статистичну обробку даних проведено з  вико-
ристанням програм MS Excel 2003. Достовірність 
розбіжностей оцінювали за  t-критерієм Стьюден-
та. Різницю між одержаними показниками вважа-
ли достовірною за p ≤0,05 [38].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Перші ознаки формування пухлин у піддослід-

них тварин були зафіксовані на 7-му та 9-ту доби 
після перещеплення чутливого та резистентно-
го до  цисплатину штамів карциноми Герена. Се-
редній об’єм пухлин у ці терміни не перевищував 
0,5  ±  0,1 см3 (рис.  1). Дослідження показали, що 
для резистентного штаму характерним був уповіль-
нений ріст карциноми, проте на  21-шу добу піс-
ля перещеплення об’єм пухлин у тварин цієї групи 
(28,0 ± 0,3 см3) на 11% перевищував такий у щурів 
із чутливим штамом.

Вважається, що одним із визначальних пуско-
вих факторів розвитку злоякісних пухлин є окисний 
стрес, який виникає внаслідок активації вільнора-
дикальних процесів і дисбалансу у співвідношенні 
швидкостей утворення речовин з анти- і проокси-
дантними властивостями. Саме тому під час оцінки 
поширення пухлинного процесу інформативними є 
показники стану системи антиоксидантного захис-
ту організму і рівня продуктів окисної модифіка-
ції ліпідів і білків. Отримані результати щодо про-
антиоксидантного співвідношення (рис.  2) свід-
чать про зростання загальної інтенсивності процесів 
вільнорадикального окиснення у крові щурів із чут-
ливою та резистентною до цисплатину карциномою 
Герена впродовж усього терміну спостереження. 
У дослідженні цих процесів у динаміці росту пухлин 
обох штамів виявлено певну різницю у їх розвитку.

Максимальне достовірне збільшення про-
антиоксидантного співвідношення у тварин із чут-
ливим штамом спостерігали на  5- та 18-ту доби 
росту пухлини. У щурів з резистентною карцино-
мою максимум зростання припадав на 9-ту, менш 
виражене підвищення показника — на 3-тю та 21-
шу доби після перещеплення. Слід зазначити, що 
підвищення показника прооксидантно-антиокси-
дантного співвідношення в процесі розвитку кар-
циноми Герена свідчить про  певний дисбаланс 
у  про-антиоксидантній рівновазі та перевагу пер-
шої складової. Більш значні зміни співвідношен-
ня спостерігали у тварин із чутливим штамом кар-
циноми Герена. На 7-му добу відмічали зниження 
показника про-антиоксидантного співвідношен-
ня, що, вірогідно, є наслідком активації ферментів 
антиоксидантного захисту в крові у відповідь на ін-
тенсифікацію вільнорадикальних процесів на  по-
чаткових етапах розвитку карциноми. У  фазі ін-
тенсивного росту, можливо, відбувається акцепція 
ферментів пухлиною з метою самозахисту від нега-

тивного впливу АФК та адаптації. Саме тому, почи-
наючи з 9-ї доби розвитку пухлини, відмічається до-
стовірне збільшення вмісту речовин з прооксидант-
ними властивостями.

Таким чином, у щурів із перещепленою карци-
номою Герена формування і ріст пухлини супрово-
джувалися підвищенням інтенсивності окисного 
стресу на тлі підвищення прооксидантних процесів, 
що виявилося більш вираженим у групі щурів із чут-
ливим до цисплатину штамом карциноми Герена.

Окисний метаболізм є важливою ланкою біохі-
мічних процесів, які забезпечують ключові пара-
метри гомеостазу. Надлишок кисню при  окисно-
му стресі призводить до суттєвих порушень метабо-
лізму, на фоні яких формуються патологічні стани, 
включаючи і злоякісну трансформацію клітин. 
Слід відмітити, що рівень ПОЛ у плазмі крові щу-
рів з різними штамами карциноми Герена порівня-
но з показниками інтактного контролю залишався 
підвищеним протягом усього експерименту (рис.  3). 
У тварин із чутливим штамом максимальне значен-
ня цього показника спостерігали на 7-му добу після 
перещеплення, що відповідає періоду формування 
пухлини. Показники рівня ПОЛ у щурів з резистент-
ним до цисплатину штамом карциноми Герена в цей 
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Рис. 1. Динаміка об’єму пухлин щурів з чутливим (ЧКГ) 
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Рис. 2. Прооксидантно-антиоксидантне співвідношення 
в гемолізаті периферичної крові щурів з чутливим (ЧКГ) 
та резистентним (РКГ) до цисплатину штамами карци-
номи Герена в динаміці пухлинного росту
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період були дещо нижчими. Починаючи з 9-ї доби 
(період інтенсивного росту пухлин), у крові тварин 
з резистентним штамом відмічалося різке підвищен-
ня вмісту МДА, показники якого перевищували такі 
у щурів із чутливим штамом карциноми та інтактних 
щурів відповідно у 1,8 ± 0,2 та 3,3 ± 0,3 раза.

Зростання ПОЛ відбувалося на  тлі поступово-
го зниження показника антиоксидантного захис-
ту (каталазної активності), який досягав свого мі-
німального рівня на 21-шу добу після перещеплен-
ня і був нижчим за показники інтактного контролю 
на 30,2 і 34,78% у групах тварин із чутливою і резис-
тентною карциномами Герена відповідно (рис. 4). 
При  цьому відмічено антибатну залежність із по-
казниками про-антиоксидантного співвідношення 
в гемолізаті (див. рис. 2). Мінімальне значення про-
антиоксидантного співвідношення на 7-му добу піс-
ля перещеплення відповідало максимальним зна-
ченням каталазної активності порівняно з іншими 
термінами дослідження, що вказує на  прогресу-
вання окисного стресу. Останній виникає внаслі-
док активації вільнорадикальних процесів і дисба-
лансу в співвідношенні швидкостей утворення ре-
човин з анти- і прооксидантними властивостями.

Вільнорадикальне пероксидне окиснення прак-
тично на всіх етапах утворює ряд продуктів, які є 

результатом взаємодії вільних радикалів як між со-
бою, так і з біологічними макромолекулами. Вна-
слідок таких взаємодій утворюються активні спо-
луки, що призводять до окиснення білків. Окисне-
ні білки в більшості своїй функціонально неактивні, 
краще піддаються протеолізу, здатні накопичувати-
ся в різних тканинах, опосередковують окисне по-
шкодження ДНК, а  також можуть самі виступати 
в якості джерела вільних радикалів, виснажуючи за-
паси клітинних антиоксидантів.

На сьогодні найбільш вивченим варіантом окис-
ної модифікації білків є формування карбонільних 
похідних внаслідок окиснення амінокислотних за-
лишків поліпептидного ланцюга [39, 40]. При цьо-
му окиснення залишків лізину, аргініну, гістиди-
ну, проліну призводить до формування альдо- або 
кетопохідних, а за окиснення залишків глутамінової 
та аспарагінової кислот відбувається розщеплення 
пептидного зв’язку з утворенням пірувільної групи 
на N-кінці поліпептидного ланцюга [41]. За дани-
ми літератури, альдегідні похідні (АДНФГ) прийня-
то вважати ранніми, а кетопохідні — пізніми мар-
керами окиснення білків [42]. Описані вище типи 
карбонілювання відносять до первинних.

Активну участь в антиоксидантому захисті орга-
нізму бере основний білок плазми крові — альбумін. 
Незважаючи на те що гідроксильні радикали, атаку-
ючи, порушують молекулярну структуру альбуміно-
вої молекули, вони захоплюються нею і міцно утри-
муються в безпечному зв’язаному стані. При цьому 
сам пошкоджений альбумін піддається деградації 
протеолітичними ферментами, а його втрата швид-
ко компенсується de novo синтезованою порцією.

Потенційною мішенню для оксидантів в альбу-
міні є його вільна SH-група, що знаходиться у по-
ложенні Cys 34 (рис.  5). Процес карбонілювання 
альбуміну викликає її втрату, що було відмічено 
при дослідженні його окисних пошкоджень впро-
довж усього терміну спостережень (рис. 6). Макси-
мальне зниження SH-груп спостерігали на 9-ту і 21-
шу доби після перещеплення чутливого штаму кар-
циноми Герена, в групі з резистентною карциномою 
різке зменшення кількості SH-груп спостерігалося 
на 7-му і 18-ту доби. Зменшення кількості SH-груп 
альбуміну свідчить про його активну антиоксидант-
ну дію, яка спрямована на інактивацію АФК та ак-
тивних карбонільних сполук.

Втрата вільних сульфгідрильних груп викли-
кала поступове зростання АДНФГ на  тлі розви-
тку пухлин в обох групах експериментальних тва-
рин (рис. 7) і ініціювала процес полімеризації по-
шкодженої в процесі карбонільного стресу молекули 
альбуміну. Утворення полімерних форм альбумі-
ну було підтверджено барвником Конго червоним, 
який використовують для визначення перехресно 
зшитих β-структур та тіофлавіном — для ідентифі-
кації білкових агрегатів та амілоїдних перехресно-
зшитих структур. Результати виявили тотожне зрос-
тання обох видів структур з максимумами на 5-ту і 
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Рис. 3. Зміни вмісту МДА у плазмі крові щурів з чутли-
вим (ЧКГ) та резистентним (РКГ) до цисплатину штама-
ми карциноми Герена в динаміці пухлинного росту
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Рис. 4. Каталазна активність у  гемолізатах крові щурів 
із чутливим (ЧКГ) та резистентним (РКГ) до цисплатину 
штамами карциноми Герена в динаміці пухлинного росту
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3-тю доби після перещеплення відповідно чутливо-
го і резистентного штамів карциноми Герена зі зни-
женням до рівня інтактного контролю лише на 21-
шу добу.

Окисна модифікація альбуміну характеризуєть-
ся зміною його кислотно-основних характеристик, 
зсувом ізоелектричної точки в бік нейтральних рН, 
зміною заряду білка, який стає більш негативним, та 
зміною молекулярної конформації протеїну. Струк-
турні переходи в альбуміні, що супроводжують про-
цес розвитку пухлин, було зафіксовано методами аб-
сорбційної спектроскопії і флуоресцентного аналі-
зу. Аналізуючи спектри абсорбції альбуміну плазми 
крові експериментальних тварин, можна стверджу-
вати, що молекула альбуміну змінила свою конфор-
мацію вже на 3-тю добу в обох групах, на що вка-
зує зниження світлопоглинання при довжині хвилі 
λ = 278 нм (рис. 8а). У цьому інтервалі за поглинан-
ня відповідає насамперед триптофановий залишок, 
розташований у другому домені молекули білку (див. 

рис.  5). Зміна величини поглинання (підвищення 
або зниження) свідчить про зміну доступності трип-
тофанового залишку для джерела світла, який, вна-
слідок зміни конформації альбуміну, може знахо-
дитися над поверхнею молекули, або занурюватися 
всередину. З рис. 8а видно, що в групі щурів з чут-
ливою карциномою Герена спостерігається хви-
леподібний характер зміни величини поглинання 
в період з 3- до 7-ї доби після перещеплення, після 
чого до 21-ї доби конформація практично не змі-
нювалася, але відрізнялася від такої для альбуміну 
плазми крові інтактних щурів. У щурів з резистент-
ною до цисплатину карциномою Герена конформа-
ція альбуміну в плазми крові залишалася зміненою 
з 3- до 21-ї доби пухлинного росту. Аналогічні змі-
ни відображені на рис. 8б, на якому продемонстро-
вано світлопоглинання не лише триптофановими, 
а й тирозиновими залишками альбуміну. У групі щу-
рів з резистентним штамом карциноми, завдяки ти-
розиновим залишкам, зафіксовано підвищення ве-
личини абсорбції на 9-ту добу після перещеплення, 
а саме в період росту пухлин.

Кінцевим продуктом окиснення тирозину є біти-
розин. Утворення бітирозинових зшивок між окре-
мими молекулами білків вважається однією з голов
них причин агрегації білків [44–46]. Формування 
ковалентних зшивок викликає фізико-хімічні змі-
ни властивостей білків, а саме — зниження їх роз-
чинності за рахунок збільшення гідрофобності. Такі 
зшивки стійкіші до протеолізу, а білкові фрагменти, 
що накопичуються в клітині, мають токсичну дію, 
призводячи до апоптозу або некрозу клітини [47]. 
Ще одним доказом окисної модифікації триптофа-
ну та тирозину є зміни їх флюоресценції: у похідних 
триптофану рівень знижується, а формування біти-
розинових зшивок призводить до підвищення інтен-
сивності флюоресценції [39].

Виявлено зниження інтенсивності власної флуо
ресценції триптофанових залишків альбуміну щурів 
із чутливим штамом карциноми Герена з 3- до 7-ї 
доби з  подальшим поступовим її підвищенням 

Рис. 5. Структурні особливості молекули альбуміну [43]
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Рис. 6. Вміст вільних SH-груп у молекулі альбуміну плаз-
ми крові щурів з чутливим (ЧКГ) та резистентним (РКГ) 
до  цисплатину штамами карциноми Герена в  динаміці 
пухлинного росту
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Рис. 7. Концентрація АДНФГ (%) в альбумінових фракці-
ях плазми крові щурів з чутливим (ЧКГ) та резистентним 
(РКГ) до цисплатину штамами карциноми Герена на різ-
ні доби росту пухлини



ОРИГІНАЛЬНІ  ДОСЛ ІДЖЕННЯ

89ОНКОЛОГІЯ •  Т.  23 •  № 3 •  2021 89

до  21-ї доби після перещеплення (рис.  9а). Щодо 
альбуміну щурів з резистентною карциномою Гере-
на, з 3- до 7-ї доби спостерігали підвищення інтен-
сивності флуоресценції, на 9-ту — зниження, а з 9- ї 
до 21-ї — знову зростання.

Тирозинові залишки альбуміну плазми крові 
щурів з чутливою карциномою Герена демонстру-
ють поступове зниження інтенсивності флуорес-
ценції з 3- до 7-ї доби з подальшим майже двократ-
ним її підвищенням (з 4635 до 9606 у.о.) на 9-ту добу 
(рис. 9б). У групі з резистентною карциномою Гере-
на протягом усього періоду спостереження відміча-
ли поступове зростання інтенсивності флуоресцен-
ції (з 6110 до 10658 у.о.).

Зміна конформації альбуміну плазми крові щу-
рів з карциномою Герена може бути пов’язана також 
із  процесами неферментативного глікозилювання 
(рис. 10 і 11), оскільки, як зазначалося вище, альде-
гіди, що утворюються в процесі активації ПОЛ, здат-
ні неензиматично реагувати з SH- та NH2-групами 
протеїнів, ліпідів і нуклеїнових кислот, запускаючи 
реакції глікування. В альбумінових фракціях плазми 
крові щурів обох експериментальних груп впродовж 
усього терміну спостереження виявлено збільшен-
ня вмісту фруктозаміну — раннього продукту гліка-
ції. Отримані показники суттєво перевищували такі 

у інтактних тварин, особливо на початкових етапах 
після перещеплення пухлин (рис. 10).

Максимуми інтенсивності флуоресценції пен-
тозидину, кінцевого продукту глікозилювання, 
що  на  90% зв’язаний з  альбуміном плазми кро-
ві, зростає на 3-ю і 18-ту доби після перещеплен-
ня чутливого до цисплатину штаму карциноми Ге-
рена (рис. 11). У групі щурів з резистентним шта-
мом — основний максимум припадає на 7-му добу, 
у подальшому інтенсивність поступово знижується 
на тлі зростання пухлини.
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Рис. 10. Вміст фруктозаміну в альбуміні плазми крові щу-
рів з чутливим (ЧКГ) та резистентним (РКГ) до цисплати-
ну штамами карциноми Герена в динаміці росту пухлин
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Тобто, альбумінова молекула активно реагує 
на  розвиток пухлинного процесу, демонструючи 
конформаційні зміни, які суттєво відрізняються 
в групах щурів з різними за чутливістю до цитоста-
тику штамами карциноми Герена, особливо на по-
чаткових етапах росту пухлин на тлі розвитку окис-
но-карбонільного стресу.

Отримані дані дозволяють стверджувати про на-
явність окисно-карбонільного стресу, який прогре-
сує, у щурів з карциномою Герена, що може розгля-
датися в якості пускового механізму розвитку пух-
лин і набуття неопластичними клітинами високої 
злоякісності на тлі молекулярно-структурних змін 
альбуміну плазми крові. Результати роботи можуть 
бути використані для покращення диференційної ді-
агностики новоутворень, а досліджені показники — 
поповнити панель позапухлинних маркерів розви-
тку і перебігу пухлинного процесу.

ВИСНОВКИ
1. Встановлено значне підвищення проокси-

дантних процесів з більшою їх вираженістю у щу-
рів з вихідним (чутливим) до цисплатину штамом 
карциноми Герена. Відмічено збільшення про-
антиоксидантного співвідношення в динаміці рос-
ту карциноми з двома піками, що у тварин із рези
стентним штамом відтерміновані у часі і пов’язані 
з початком активного росту пухлини.

2. Виявлено підвищення інтенсифікації ПОЛ 
в плазмі крові щурів з різними штамами карцино-
ми Герена впродовж усього експерименту на тлі по-
ступового зниження каталазної активності в гемолі-
затах, що досягала свого мінімального рівня на 21-
шу добу після перещеплення. Максимально високі 
значення вмісту МДА були відмічені в  групі щу-
рів з резистентним до цисплатину штамом і припа-
дали на період з 9- до 21-ї доби після перещеплен-
ня пухлин, тобто на період їх виникнення і актив-
ного росту.

3. Встановлено зниження вільних сульфгідриль-
них груп, зростання окисної модифікації, кінцевих 

продуктів глікооксидації і полімерних поперечно-
зшитих β-структур амілоїдного типу в альбуміново-
му пулі плазми крові щурів залежно від стадії роз-
витку і типу перещепленого тваринам штаму кар-
циноми Герена.

4. Виявлено суттєві зміни молекулярної конфор-
мації альбуміну в плазмі крові щурів залежно від зо-
внішнього мікрооточення, сформованого в плазмі 
крові і характерного для певних періодів після пере
щеплення чутливого і резистентного до цисплати-
ну штамів карциноми Герена, а саме початку фор-
мування і поступового зростання злоякісних ново-
утворень.

Робота виконувалася в  рамках НДР «Молеку-
лярно-біологічні фактори гетерогенності злоякіс-
них клітин та варіабельність клінічного перебігу 
гормонозалежних пухлин» (0117U002034) за фінан-
сової підтримки Цільової програми наукових дослі-
джень Відділення біохімії, фізіології і молекулярної 
біології Національної академії наук України «Моле-
кулярно-генетичні і біохімічні механізми регуляції 
клітинних та системних взаємодій за фізіологічних 
та патологічних станів» (2017–2021).
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BIOMARKERS OF OXIDE-CARBONYL 
STRESS IN RATS WITH GUERIN’S 
CARCINOMA DURING THE TUMORS 
PROGRESSION DEPENDING ON 
SENSITIVITY TO CISPLATIN

L.I. Makovetska, V.V. Sarnatska
RE Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 

Oncology and Radiobiology, NAS of Ukraine, 
Kyiv, Ukraine

Summary. Aim: to investigate changes in markers of oxi-
dative-carbonyl stress during the progression of Guerin’s 
carcinoma with different sensitivity to cisplatin and to es-
tablish their relation with molecular-structural changes 
of blood plasma albumin. Object and methods: the work 
was performed on Wistar rats (females aged 2.5 months 
and weighing 180–200 g) with transplanted cisplatin-
sensitive or -resistant strains of Guerin’s carcinoma. 
The biological material for the analysis was taken on 
days 3, 5, 7, 9, 14, 18 and 21 after the implantation. 
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In the research, there were determined prooxidant-an-
tioxidant ratio and catalase activity in the hemolysate, 
the content of malonic dialdehyde (MDA) in the blood 
plasma, the content of free SH groups and fructosamine 
in the albumin molecule and the concentration of alde-
hyde dinitrophenylhydrazones in the blood plasma al-
bumin fractions. Conformational changes occurring in 
the plasma albumin molecule were evaluated by absorp-
tion and fluorescence spectroscopy. Results: in the dy-
namics of carcinoma growth, there was detected an in-
crease (compared with the intact control) in the pro-an-
tioxidant ratio which had two peaks that were associated 
with the onset of active tumor growth on days 5, 18 (sen-
sitive strain) and 9, 21 (cisplatin-resistant strain) after 
the transplantation. Throughout the experiment, an in-
tensification of lipid peroxidation in the blood plasma of 
the tumor-bearing rats against gradual decrease in the 
catalase activity of the hemolysates was observed. The 
highest values of MDA were registered since day 9 until 
21 after the tumor transplantation in the group of rats 
bearing cisplatin-resistant strain. There was shown a 
decrease in free sulfhydryl groups alongside with an in-
crease in oxidative modification, glyoxidation end prod-
ucts and polymer cross-linked amyloid-type β-structures 

in the albumin pool of the rat blood plasma depending on 
the stage of development and the type of Guerin’s carci-
noma strain. Significant changes in the molecular con-
formation of the albumin of the rat’s blood plasma in ac-
cordance with the external microenvironment formed in 
the blood plasma were observed. Conclusions: the ob-
tained data suggest the presence of progressive oxidative 
carbonyl stress in rats with Guerin’s carcinoma which 
can be considered both as a trigger of tumor development 
and as an acquisition of high malignancy by neoplastic 
cells. The relation between oxidative carbonyl stress and 
molecular and structural changes of blood plasma albu-
min was demonstrated. The results can be used to im-
prove the differential diagnosis of tumors, and the stud-
ied indicators can enrich the panel of non-tumor mark-
ers of the tumor development and the disease course.

Key words: oxidative-carbonyl stress, markers, 
Guerin’s carcinoma, sensitivity to cisplatin, albumin
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