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АКТУАЛЬНІСТЬ
Метастази в кістках опорно-рухового апарату є 

найбільш тяжким та частим наслідком прогресуван-
ня як раку передміхурової залози (РПЗ) (54–85%), 
так і раку молочної залози (РМЗ) (47–85%), які сьо-
годні [1–5] є найпоширенішими формами онколо-
гічної патології репродуктивної системи у  жінок 
і чоловіків в Україні та у всьому світі [6, 7]. Їх ви-
никнення супроводжується такими ускладнення-
ми, як біль, патологічні переломи, гіперкальціємія, 
погіршення загального стану пацієнта, що суттєво 
знижує якість життя, викликає потребу в постійно-
му догляді за хворим та призводить до повної інва-
лідизації [8, 9].

Кісткові метастази за характером деструкції тка-
нини поділяють на літичні та пластичні. Наявність 
вираженого взаємозв’язку між процесами остеолізу 
і кісткоутворення в нормі та при патологічних про-
цесах у кістках дозволяє розглядати будь-яке мета-
статичне ураження як змішане з переважанням лі-
тичного або пластичного компонента [1].

За  наявності остеолітичного ураження кісток, 
яке спостерігається при РМЗ, відбувається підви-
щення активності остеокластів і руйнування кіст-
кової тканини внаслідок секреції колагеназ та ін-
ших ферментів. При цьому спостерігається підви-
щена продукція Parathyroid hormone-related protein 
(PTHrP), перш за все в кістковому мікрооточенні. 
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Мета: вивчення впливу імплантаційних матеріалів (ІМ) на базі фосфатів 
кальцію на  молекулярно-біологічні характеристики нормальних та зло
якісно трансформованих гормонозалежних клітин у системі in vitro. Об’єкт 
і методи: клітини нормальних фібробластів людини, ліній раку передміху-
рової залози (РПЗ) (LNCaP та DU-145) та раку молочної залози (РМЗ) 
(MCF-7, MDA-MB-231) людини культивували з  ІМ у дозі, що відповідає 
IC30 (100 мкг/мл). Рівні експресії молекулярних маркерів визначали імуно-
цитохімічним методом. Рівні мікроРНК оцінювали методом кількісної ПЛР. 
Аналіз функціональних зв’язків та взаємодій між дослідними молекулами 
проводили за допомогою алгоритму STRING v.11.0. Статистичний аналіз 
результатів виконували з використанням пакета програмного забезпечен-
ня Statistiсa 6.0. Результати: при аналізі цитоморфологічних особливостей 
клітин, що зазнали впливу ІМ, виявлено односпрямований характер змін, 
які свідчать про підвищення їх адгезивних властивостей, що підтверджу-
ється зростанням показників експресії E- та N-кадгерину в клітинах лі-
ній РМЗ та РПЗ людини. Встановлено, що під дією досліджуваної речовини 
у клітинах РМЗ та РПЗ відбувається підвищення рівня експресії онкогенної 
мікроРНК-221, що сприяє зниженню рівня рецепторів стероїдних гормонів. 
Визначено, що ІМ не впливають на рецепторний статус, показники експре-
сіїї молекул адгезії та Кі-67 у клітинах нормальних фібробластів. Виснов­
ки: культивування злоякісно трансформованих клітин ліній РМЗ та РПЗ 
людини з ІМ призводить до зниження їх інвазивних властивостей за раху-
нок зміни цитоархітектоніки та адгезивних характеристик. Встановле-
ні зміни посттранскрипційної регуляції білків, асоційованих із рецепторним 
статусом, у клітинах РМЗ та РПЗ під впливом імплантаційних матеріа-
лів на базі фосфатів потребують подальших досліджень.
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Внаслідок цього кістка руйнується власними нор-
мальними клітинами хворого [10].

Остеобластичні метастази, навпаки, характери-
зуються ущільненням мінеральної частини тканини. 
У хворих на РПЗ найчастіше виявляють саме остео
бластичне ураження кісток. Прискорене зростання 
кісткової тканини може бути стимульоване фактора-
ми, які секретуються клітинами РПЗ, такими як ен-
дотелін-1, трансформуючий фактор росту-β, і фак-
тор росту фібробластів. При  цьому механізми ос-
теобластичного й остеолітичного метастазування 
остаточно не відомі [11–13].

Упродовж багатьох років основним методом лі-
кування метастазів у  кістках залишався накістко-
вий і внутрішньокістковий остеосинтез. Він відріз-
нявся поганими функціональними результатами і 
лише в  окремих пацієнтів тільки у  80-х роках ХХ 
століття (після впровадження сучасних режимів хі-
міотерапії) почали застосовувати ендопротезування. 
Для цього використовують різні замінники, а саме 
аутотрансплантати, алотрансплантати й імплантати 
різного походження (керамічні, вуглецеві, метале-
ві). Вважається, що заміщення власною кісткою — 
аутотрансплантатом — має обмежене застосування, 
оскільки досить часто ускладнюється розсмокту-
ванням останнього. Крім того, використання ауто-
трансплантата обмежується його розмірами: дефект 
часто набагато більший, ніж аутотрансплантат [14].

Застосування алотрансплантата було досить по-
ширеним і успішним. Ця методика дозволяє замі-
щувати досить значні за розмірами дефекти кісток 
і суглобів, проте досі залишається багато складно-
щів, які обмежують застосування трансплантатів 
цього типу [15].

Іншим методом заміщення дефектів кісток після 
резекції пухлин є застосування імплантатів. Кера-
мічні імплантати мають обмежене застосування і мо-
жуть використовуватися для заміщення невеликих 
дефектів діафізу. Дані імплантати, як і імплантати 
з вуглецю, не можуть застосовуватися при ураженні 
пухлиною суглобового кінця кістки [15].

Таким чином, сьогодні у сфері ендопротезуван-
ня хворих зі злоякісними пухлинами кісток зали-
шається ще багато невирішених проблем. Це, по-
перше, створення ендопротеза, що володіє влас-
тивостями істинного суглобового зчленування; 
по-друге, проблема переносимості імплантатів; по-
третє, проблема формування чітких показань до ор-
ганозберігаючих операцій з урахуванням дисеміна-
ції пухлинного процесу та ефективного додатково-
го хіміо- та променевого лікування, спрямованого 
на зменшення обсягу пухлини перед органозберіга-
ючою операцією, профілактику рецидиву і метаста-
зів; по-четверте, проблема післяопераційної реабі-
літації хворих тощо [14]. Це свідчить про необхід-
ність розроблення нових способів кістково-замісної 
хірургії та підходів до ендопротезування пацієнтів 
з онкопатологією з використанням сучасних мате-
ріалів [16, 17].

Актуальним у цьому аспекті вважається викорис-
тання ІМ — класу сполук, які містять елементи, що 
входять до структури кісткової тканини. Очевидно, 
що перевагами використання імплантатів ІМ є висо-
ка біосумісність, біоактивність та остеопровідність. 
Крім того такі імплантати є остеоіндуктивними та 
остеопромоторними завдяки виділенню іонів Ca2+ 
та PO43–, які стимулюють утворення кісткової ткани-
ни. Вони також мають перевагу в тому, що викорис-
товуються в різних формах, наприклад, порошкове 
покриття, об’ємна ін’єкційна паста чи для 3D-друку 
матриць при складних кісткових дефектах [18].

Водночас остаточно не досліджені особливості 
взаємодії ІМ з нормальними та злоякісно трансфор-
мованими клітинами та невідомі молекулярно-біо-
логічні механізми їх дії. Враховуючи вищевикладе-
не, мета нашої роботи — вивчити вплив ІМ на мо-
лекулярно-біологічні характеристики нормальних 
та злоякісно трансформованих гормонозалежних 
клітин у системі in vitro.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Клітинні лінії та умови їх культивування. Для про-

ведення експериментальних досліджень лінії клітин 
отримані з клітинного банку ліній із тканин людини 
та тварин Інституту експериментальної патології, он-
кології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН Укра-
їни. Нормальні фібробласти людини культивували 
у поживному середовищі Dulbeccos Modified Eagles 
Medium (DMEM) (Sigma, США) з додаванням 10% 
фетальної сироватки теляти (ФСТ) (Sigma, США) та 
40 мкг/мл гентаміцину. Клітини MCF-7 вирощували 
в середовищі DMEM з додаванням рекомбінантно-
го людського інсуліну (0,01 мг/мл) і 10% ФСТ. Клі-
тини MDA-MB-231 культивували в середовищі L-15 
(Sigma, США) Лейбовіца, доповненому 10% ФСТ. 
Клітини DU-145 вирощували в середовищі DMEM 
(Invitrogen, C11995) з додаванням 10% ФСТ (Gibco/
Invitrogen, 10099–141), 100 ОД/мл пеніциліну G та 
100 мкг/мл стрептоміцину (Invitrogen, 15070–063) 
при 37 °С у зволоженому інкубаторі з 5% СО2 та під 
культивацією кожні 2–3 дні. Клітини LNCaP виро-
щували в DMEM/F12 (Invitrogen, C11330) з додаван-
ням 10% ФСТ, 100 ОД/мл пеніциліну G та 100 мкг/мл 
стрептоміцину.

Усі клітинні лінії культивували у зволоженій ат-
мосфері з  5% СО2, при  температурі 37  °С. Кліти-
ни пересівали двічі на тиждень зі щільністю посі-
ву 2–4 ∙ 104клітин на см2 поверхні. Пересів клітини 
робили, коли вони займали 50% поверхні ємності 
для культивування.

МТТ-тест використовували для оцінки ци-
тотоксичного впливу імплантаційних матеріалів 
на клітини всіх досліджуваних ліній. Тест проводи-
ли у 96-лункових планшетах із використанням роз-
чину МТТ (Sigma, США) (5 мг/мл фосфатно-сольо-
вого буферу). Для розчинення кристалів формазану 
у кожну лунку додавали 100 мкл диметилсульфок-
сиду (Serva, Німеччина). Величину оптичного по-
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глинання розчину вимірювали за допомогою муль-
тилункового спектрофотометра («STAT FAX 2100» 
США) при довжині хвилі 540 нм (ОП 540) і визна-
чали відносно контролю кількість живих клітин.

ІМ — це кістковий матеріал на основі гідрокси-
лапатиту і β-трикальційфосфату.

Гідроксилапатит (ГАП)  — Ca10(PO4)6(OH)2  — 
повний хімічний та кристалохімичний аналог мі-
неральної речовини кістки ссавців, що зумовлює 
унікальні біологічні властивості цього матеріалу: 
абсолютну імунну сумісність і біоактивність — здат-
ність стимулювати остеогенез, зрощуватися з кіст-
кою, слугувати будівельним матеріалом для синте-
зу кістки і входити до складу кісткової тканини, що 
заміщає імплантат із ГАП.

β-Трикальційфосфат  — β-Ca3(PO4)2  — повний 
хімічний аналог мінеральної речовини кісткової 
тканини. Володіє абсолютною біосумісністю, але 
за рахунок невідповідності кристалічної структури 
і підвищеної розчинності порівняно із ГАП швид-
ше резорбується в організмі. На основі ГАП і три-
кальційфосфату в Інституті проблем матеріалознав-
ства ім. І.М. Францевича НАН України створено 
сімейство біоактивних імплантаційних матеріалів 
для кісткової хірургії.

Оскільки досліджувані матеріали нерозчинні 
у водному середовищі, для проведення МТТ-тесту 
їх подрібнювали у фарфорових тигелях і просіюва-
ли через сито з величиною пор 0,9 мкм. Стериліза-
цію матеріалу проводили шляхом нагрівання в сухо-
жаровій шафі до температури 200 °С протягом 1 год. 
Визначення цитотоксичності імплантаційних ма-
теріалів на  базі ФК виконували з  використанням 
стокового розчину в  культуральному середовищі 
з концентрацією речовини 1 мг/мл протягом 48 год. 
У результаті проведення МТТ-тесту визначено, що 
досліджувані імплантаційні матеріали мають дуже 
низьку токсичність. Дози ІС30 та ІС50 для клітин 
для всіх досліджуваних ліній були однаковими і ста-
новили 100 та 375 мкг/мл відповідно.

Морфологічні дослідження проводили після за-
барвлення за Романовським — Гімза цитологічних 
препаратів нормальних фібробластів людини, клі-
тин раку передміхурової та молочної залози люди-
ни. Препарати досліджували за допомогою імерсій-
ної системи мікроскопа Primo Star (Zeiss, Німеччи-
на) при збільшенні 1000.

Для імуноцитохімічного дослідження використані 
клітини, які культивували у чашці Петрі на покрив-
них скельцях протягом 1 доби за звичайних умов. 
У подальшому покривні скельця відмивали від за-
лишків поживного середовища у  фізіологічному 
розчині та фіксували розчином метанолу і ацетону 
при температурі –20 °С.

Для детекції реакції використовували систему 
Lab Vision™ UltraVision™ Quanto Detection System 
(Thermo Scientific, США), після чого дозабарвлю-
вали гематоксиліном Майєра (Thermo Scientific, 

США) та заключали у Faramount Aqueous Mounting 
Medium (Thermo Scientific, США).

Як первинні антитіла використовували МкАт 
до  рецептора андрогену (АR) (clone 441), рецеп-
торів естрогену α (ER α) (clone 1D5) і естрогену β 
(ER β) (clone 14C8), рецептора прогестерону (PR) 
(clone PgR636), рецептора епідермального факто-
ра росту (HER2/neu) (clone e2–4001), Е-кадгерину 
(clone NCH-38), N-кадгерину (clone CD235), Кі-67 
(clone SP6).

Аналіз результатів імуноцитохімічних досліджень 
проводили, використовуючи методику підрахунку 
імунопозитивних клітин (на світловому мікроскопі 
PrimoStar (Zeiss, Німеччина), зі збільшенням (х 100–
400). Щоб оцінити експресію досліджуваних моле-
кул кількісно, при  імуноцитохімічних досліджен-
нях використовували метод H-Score за формулою:

S = N0 (%) + 3 ∙ N1 (%) + 2 ∙ N2 (%) + 1 ∙ N3 (%),
де S — показник «H-Score», N0 — кількість клітин 
з  відсутньою експресією, N1, N2 та N3  — з  низь-
кою, середньою та високою експресією відповідно. 
Кінцевий результат підрахунку виражали у  балах: 
від 1 до 100 балів — низький, від 101 до 200 — серед-
ній, від 201 до 300 — високий рівень експресії [19, 20].

Метод полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) 
у реальному часі використовували для досліджен-
ня експресії мікроРНК у пухлинних клітинах різ-
них культур. Виділення тотальної РНК проводили 
за допомогою комерційного набору «РИБО-Преп» 
(«Амплисенс», Росія). Кількість виділеної РНК ви-
значали на  спектрофотометрі «NanoDrop 2000c 
Spectrophotometer» (ThermoScientific, США). Чи-
стоту виділеної РНК контролювали, використо-
вуючи співвідношення величин оптичного погли-
нання при довжині хвиль 260 та 280 нм. РНК роз-
чиняли у трис-ЕДТА-буфері та до проведення ПЛР 
зберігали при температурі –20 °С. Одноланцюгову 
ДНК синтезували зі 100 нг загальної РНК з викорис-
танням набору TaqMan для зворотної транскрипції.

ПЛР зі  зворотною транскриптазою (ЗТ-ПЛР) 
проводили в  ампліфікаторі «Терцик» («ДНК-
технологія»,  Росія).  QRT-ПЛР проводили 
на  системі виявлення AppliedBiosystems 7900HT 
Fast Real-Time PCR System з  використанням 
TaqManMicroRNAAssay. Після закінчення ЗТ-ПЛР 
до продукту реакції додавали суміш реагентів і про-
водили ПЛР у реальному часі за заданими умовами.

Як ендогенний контроль для об’єктивізації по-
казників експресії використовували мікроРНК 
RNU48, оскільки для неї показана мінімальна дис-
персія в періоди порогового циклу (CТ) порівняно 
з іншими ендогенними контролями, протестовани-
ми на шести досліджених лініях [21, 22].

Відносна експресія досліджуваних мікроРНК ви-
значена порівняльним CT-методом. Дослід проведе-
ний у трьох паралелях для кожної лінії і ПЛР у трьох 
повторах для кожного зразка.



ОРИГІНАЛЬНІ  ДОСЛ ІДЖЕННЯ

123ОНКОЛОГІЯ •  Т.  22 •  № 3–4 •  2020 123

Пороговий цикл був усереднений в усіх техніч-
них і біологічних репліках для кожної лінії. Різницю 
фолду (Fold change, fold difference) між експресією 
досліджуваних мікроРНК відносно лінії контролю 
обчислювали за формулою 2–ΔΔCt. Похибки для роз-
рахунків різниці фолду показують діапазон значень 
ΔΔCt, які базуються на включенні стандартного від-
хилення в ці значення.

Метод біоінформатичного аналізу. Для пошуку 
й аналізу функціональних зв’язків та взаємодій між 
дослідними молекулами використані база даних та 
алгоритм STRING v.11.0. Аналізують наявні нара-
зі знання, опубліковані на інформаційних наукових 
платформах, в журналах Scopus та інших базах да-
них щодо генної чи білкової експресії та взаємодії.

Статистичний аналіз результатів виконували 
з використанням пакета програмного забезпечення 
Statistiсa 6.0 (StatSoft Inc., США). Усі дані отрима-
ні у трьох повторах. Значення виражали як середнє 
значення ± стандартне відхилення (SD). Тест Стью-
дента використовували для оцінки значущості від-
мінностей між групами, р < 0,05 розглядали як до-
стовірну різницю.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Цитоморфологічне дослідження впливу ІМ на біо­

логічні властивості нормальних фібробластів та клі­
тин ліній РПЗ і РМЗ людини. Проведено цитомор-
фологічний аналіз результатів тестування впливу ІМ 
на біологічні властивості НФ і 4 клітинних ліній гор-
монозалежних злоякісних пухлин: РПЗ (LNCаP та 
DU-145) та РМЗ (MCF-7 та MDA-MB-231) людини.

Аналіз цитоморфологічних особливостей клітин 
НФ людини, що зазнали впливу ІМ, свідчить про 
відсутність будь-яких змін їхньої будови.

Дослідження цитологічних препаратів, виготов-
лених із клітин лінії LNCaP, які не зазнали впли-
ву ІМ (контроль), а також тих, які культивувались 
у присутності цього матеріалу, показали нижченаве-
дене. Клітини культур контролю характеризувалися 
різноманітним ростом: у вигляді відокремлених клі-

тин, невеликих груп та скупчень, ланцюжків і лише 
окремих, більших за чисельністю, клітинних угрупу-
вань. Клітини досліджених культур, які зазнали впли-
ву ІМ, за цитоархітектонікою мало чим відрізняли-
ся від клітин контролю. Водночас у значній кількості 
клітин виявлено появу відростків, що сприяло їх тіс-
нішому зв’язку між собою. Такі зміни зумовлювали 
утворення значної кількості добре згрупованих, вели-
ких за розміром структур осередкового типу та вели-
ких площин із достатньо щільно з’єднаними між со-
бою пухлинними клітинами (ПК) (рис. 1). Аналогіч-
на закономірність стосовно підвищення адгезивних 
властивостей ПК була властива і для другої клітин-
ної культури РПЗ людини — DU-145. За умов куль-
тивування без додавання ІМ розміщення клітини лі-
нії DU-145 носило сегрегований характер. Клітини 
мали округлу, овальну, полігональну форму, незна-
чний за об’ємом ободок цитоплазми та бульбашко-
подібне ядро з одним, рідше двома, ядерцями. Вна-
слідок культивування клітин цієї лінії із ІМ відбува-
лась агрегація клітин в осередки різної величини та 
форми, в яких клітини мали щільніше розміщення. 
Тобто адгезивні властивості клітин під впливом цьо-
го біосумісного матеріалу зростали. Зазначимо, що 
при мікроскопічному дослідженні цитологічних пре-
паратів клітин лінії DU-145 (як і лінії LNCаP) спосте-
рігали дифузне дрібнозернисте фонове накопичення 
цього матеріалу, а подекуди — намистоподібне скуп-
чення його конгломератів (див. рис. 1).

При  дослідженні впливу ІМ на  клітини ліній 
MCF-7 та MDA-MB-231, які отримані від хворих 
на  РМЗ, встановлено закономірності, аналогіч-
ні описаним для клітин ліній РПЗ. На відміну від 
контролю, де в основному виявляли лише незначні 
угрупування великих за розмірами ПК із пінчастою 
цитоплазмою та бульбашкоподібним ядром з інтен-
сивно забарвленим ядерцем, у клітинних культурах 
після впливу ІМ спостерігали досить великі за пло-
щею скупчення клітин, а також дифузно розсіяну або 
у вигляді скупчень зернистість досліджуваної речо-

Рис. 1. Клітини ліній РМЗ та РПЗ людини. Розрізнене розміщення невеликої кількості ПК у контролі, х 400. Дифуз-
не розміщення нерозчинних зерен ІМ, х 1000. Забарвлення гематоксиліном та еозином
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вини. Інколи вона створювала фон, який перешко-
джав визначенню архітектоніки клітин (див. рис. 1).

Таким чином, результати цитоморфологічних дослі-
джень впливу ІМ свідчать, що протестований біосуміс-
ний імплантаційний матеріал індукує in vitro підвищен-
ня адгезивних властивостей клітин ліній РПЗ (LNCаP, 
DU-145) та РМЗ (MCF-7, MDA-MB-231) людини.

Вплив ІМ на рецепторний статус НФ і клітин лі­
ній РПЗ та РМЗ людини. У ході дослідження експре-
сії рецепторів стероїдних гормонів та рецептора епі-
дермального фактора росту в НФ людини встанов-
лено, що для цих клітин характерний середній рівень 
експресії ERα, ERβ, PR, AR і низький рівень експре-
сії HER2/neu (84,5 ± 6,6 бала H-Score). Культивуван-
ня НФ людини у присутності ІМ не впливало на ре-
цепторний статус досліджуваних клітин (р > 0,05).

Клітини гормоночутливої лінії РМЗ люди-
ни MCF-7 характеризуються високим рівнем ERα 
(291,0 ± 2,4 бала H-Score), PR (291,0±2,4 бала 
H-Score) та AR (214,0 ± 7,5 бала H-Score), середнім 
рівнем ERβ (176,4 ± 6,8 бала H-Score) і відсутністю 
HER2/neu. Культивування клітин MCF-7 з ІМ при-
зводило до певного зниження рівня експресії ERα 
(в 1,2 раза, р < 0,05), ERβ (в 1,4 раза, р < 0,05), PR 
(в 1,2 раза, р < 0,05) та AR (в 1,2 раза, р < 0,05). Не-
гативний рецепторний статус клітин гормонореф-
рактерної лінії MDA-MB-231 після культивування 
з ІМ не змінювався (таблиця).

Клітини обох ліній РПЗ (DU-145 та LNCaP) ха-
рактеризувалися наявністю рецепторів стероїдних 
гормонів та HER2/neu. Не зважаючи на те що клітини 
лінії DU-145 є гормонорефрактерними, у них вста-
новлено такий же високий рівнь експресії AR (282,0 
± 14,0 бала H-Score) як і у гормоночутливих кліти-
нах LNCaP (270,0 ± 8,0 бала H-Score). Для клітин 
обох досліджуваних ліній були притаманні високий 
рівень ЕRβ, низький ERa та середній рівень експре-
сії PR. Не визначено достовірних відмінностей між 
показниками експресії HER2/neu у лініях DU-145 та 
LNCaP, яка в обох випадках була низькою. Культи-
вування клітин обох ліній РПЗ людини у присутнос-
ті ІМ призводило до зниження рівня експресії усіх 
досліджуваних рецепторів, незалежно від чутливос-
ті до гормональної терапії. Зокрема, у клітинах лінії 

LNCaP виявлено зниження показника експресії ERα 
(у 2,0 раза, р < 0,05), ERβ (в 1,5 раза, р < 0,05), PR 
(у 3,8 раза, р < 0,05), HER2/neu (у 2,8 раза, р < 0,05) та 
AR (в 1,3 раза, р < 0,05). У клітинах лінії DU-145 най-
більше зниження експресії під дією ІМ було характер-
ним для PR та HER2/neu (на 79,5%, р < 0,05 та 74,2%, 
р < 0,05 відповідно).

Отже, культивування клітин ліній РПЗ та РМЗ 
з ІМ призводить до зниження показників експресії 
рецепторів стероїдних гормонів та рецептора епідер-
мального фактора росту (див. таблицю).

Вплив ІМ на  експресію молекул адгезії у  НФ і 
клітинах ліній РПЗ та РМЗ людини. Проаналізо-
вано вплив ІМ на  експресію молекул адгезії Е- 
та N-кадгерин у  НФ людини та ПК ліній РПЗ та 
РМЗ людини. Встановлено, що НФ людини ха-
рактеризувалися високими рівнями експресії Е- 
та N-кадгерину (273,0  ±  6,3 та 269,6 ± 5,6 бала 
Н-Score), який не змінювався після їх культивуван-
ня з досліджуваною речовиною. Клітини обох ліній 
РПЗ характеризуються низьким рівнем експресії 
Е-кадгерину, тоді як рівень N-кадгерину у клітинах 
DU-145 був в 1,4 раза нижчим порівняно із клітина-
ми LNCaP (див. таблицю).

Під дією ІМ відбувається значне підвищення екс-
пресії Е-кадгерину у клітинах ліній LNCaP та DU-
145 (у 23,0 (р < 0,05) та 4,7 (р < 0,05) раза відповідно). 
Також зафіксовано підвищення рівня N-кадгерину 
в клітинах лінії DU-145 в 1,4 (р < 0,05) раза, на відмі-
ну від клітин гормоночутливої лінії LNCaP, де його 
експресія залишалася на сталому рівні та станови-
ла 256,0 ± 10,6 бала Н-Score.

Культивування з ІМ клітин лінії MCF-7 РМЗ лю-
дини, які характеризувалися високим рівнем експре-
сії Е-кадгерину (268,0 ± 4,6 бала Н-Score) та низьким 
рівнем N-кадгерину (59,0 ± 1,6 бала Н-Score) при-
зводило до підвищення у 3,8 (р < 0,05) раза експре-
сії останнього (див. таблицю). У клітинах іншої лінії 
РМЗ — MDA-MB-231 під дією ІМ виявлено також 
значне зростання експресії як Е-кадгерину (у 3,6 раза, 
р < 0,05), так і N-кадгерину (у 6,8 раза, р < 0,05).

Таким чином отримані нами результати імуно-
цитохімічного дослідження впливу ІМ на адгезивні 
властивості НФ і клітин ліній РПЗ та РМЗ людини 

Таблиця
Вплив ІМ на молекулярний профіль НФ людини та клітин ліній РМЗ та РПЗ людини

Клітинна лінія Рецепторний статус Молекули адгезії
Проліфе-
ративна 

активність
ERα ERβ PR HER2 AR E-cadherin N-cadherin Ki-67

НФ людини Контроль 165,4±12,3 151,5±7,4 104,3±8,0 84,5±6,6 176,5±8,6 273,0±6,3 269,6±5,6 260,0±8,3
+ ІМ 156,0±9,0 137,6±8,1 109,6±7,6 86,6±10,0 180,0±8,6 282,6±3,3 276,6±4,3 255,0±6,6

MCF-7 Контроль 291,0±2,4 176,4±6,8 291,0±2,4 0 214,0±7,5 268,0±4,6 59,0±1,6 291,0±2,4
+ ІМ 236,5±6,3* 130,3±7,2* 243,5±8,2* 0 175,3±6,0* 278,3±2,6 227,0±8,2* 284,3±5,6

MDA-MB- 231 Контроль 0 124,7±5,8 0 0 42,6±6,2 49,0±1,3 31,0±0,7 268,0±1,9
+ ІМ 0 80,4±6,0* 0 0 35,5 ±4,4 176,6±4,3* 213,0±7,5* 273,4±9,3

LNCaP Контроль 98,0±12,0 280,0±10,6 150,0±17,6 94,0±4,0 270,0±8,0 11,3±1,5 247,0±11,6 265,0±20,5
+ ІМ 49,0±5,6* 186,5±11,3* 40,5±4,0* 33,0±5,6* 204,0±10,3* 260,0±12,5* 256,0±10,6 265,3±7,5

DU-145 Контроль 80,0±13,0 276,0±9,3 117,0±2,4 84,0±11,3 282,0±14,0 35,0±6,6 175,0±12,7 174,0±24,6
+ ІМ 56,0±2,4* 187,4±7,3* 24,5±5,6* 21,6±5,3* 193,6±8,5* 164,6±8,6* 246,0±3,5* 179,6±8,6

*р<0,05 порівняно з контролем.
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свідчать про зростання показників експресії E- та 
N-кадгерину у клітинах злоякісних пухлин.

Вплив ІМ на проліферативну активність фібро­
бластів і клітин ліній РПЗ та РМЗ людини. Резуль-
тати дослідження експресії Кі-67 НФ людини піс-
ля впливу на них ІМ продемонстрували відсутність 
ефекту останнього: інтактні НФ характеризувались 
експресією Кі-67 — 260,0 ± 8,3 бала H-Score, при дії 
ІМ — становила 255,0 ± 6,6 бала H-Score.

У  ході аналізу результатів імуноцитохімічного 
дослідження експресії Кі-67 у  клітинах ліній РПЗ 
встановлено, що клітини гормонорезистентної лі-
нії DU-145 мають дещо вищі (в 1,5 раза, р < 0,05) 
показники проліферативної активності порівня-
но з  гормоночутливими клітинами лінії LNCaP. 
Культивування клітин обох ліній з ІМ не призво-
дило до  достовірної зміни експресії Кі-67, а  тому 
й не викликало змін їх проліферативної активнос-
ті (див. таблицю). Клітини обох ліній РМЗ харак-
теризувалися високим рівнем експресії Кі-67, який 
не змінювався після культивування клітин з ІМ.

Отже, нами визначено, що культивування НФ 
людини, клітин РПЗ та РМЗ з ІМ не впливало на рі-
вень їх проліферативної активності.

Вплив ІМ на  рівень експресії мікроРНК-221 та 
мікроРНК-320a у НФ і клітинах ліній РПЗ та РМЗ 
людини. Відомо, що виникнення та прогресія зло-
якісних новоутворень може бути наслідком змі-
ни рівня певних мікроРНК. Показано, що біль-
ше  2  тис.  мікроРНК людини потенційно здат-
ні регулювати роботу сотень генів. Ці молекули 
контролюють експресію генів на посттранскрипцій-
ному рівні, викликаючи деградацію мРНК-мішеней, 
або порушення трансляції і тим самим відіграють 
ключову роль у підтримці клітинного гомеостазу, бе-
руть участь у регуляції клітинного циклу, диферен-
ціюванні, у процесах апоптозу, інвазії та, що важ-
ливо, здатні виступати в ролі найважливіших регу-
ляторів, пов’язаних із пухлинним ростом [23, 24].

За  участю мікроРНК у  пухлинному процесі їх 
можна розділити на онкогенні мікроРНК (зміна 
експресії яких призводить до пухлинного росту) та 
онкосупресорні (експресія яких інгібує розвиток та 
знижує виживаність трансформованих клітин) [24].

Нами проведено дослідження експресії мі-
кроРНК в НФ людини. Як видно з даних (рис. 2), 
рівні мікроРНК-221 та мікроРНК-320а становили 
0,10 ± 0,04 та 0,15 ± 0,02 ум. од. та не змінювалися 
після культивування з ІМ.

Рівень онкогенної мікроРНК-221 у клітинах гор-
моночутливої лінії РМЗ (MCF-7) становив 0,71 ± 
0,12 ум. од., тоді як у клітинах гормонорезистент-
ної лінії MDA-MB-231 її рівень був значно вищим — 
21,25 ± 0,90 ум.  од. (рис.  3). Показники експресії 
онкосупресорної мікроРНК-320а становили 0,11 ± 
0,30 та 76,63 ± 2,60 ум. од. відповідно. Під дією ІМ 
відбувається підвищення рівня експресії онкогенної 
мікроРНК-221 у 8,9 раза (р < 0,05) у клітинах лінії 
MCF-7, при цьому показники мікроРНК-320а до-

стовірно не змінювалися. Водночас у клітинах гор-
монорезистентної лінії MDA-MB-231 нами виявле-
но зниження у 52,4 раза (р < 0,05) рівня онкосупре-
сорної мікроРНК-320а.

Показано, що культивування клітин ліній РПЗ 
людини з ІМ призводить до підвищення експресії 
мікроРНК-221 та зниження рівня мікроРНК-320а: 
відповідно у клітинах у лінії LNCaP — у 4,0 (р < 0,05) 
та 6,0 (р < 0,05) раза, лінії DU-145 — у 2,0 (р < 0,05) 
та 3,5 (р < 0,05) раза (рис. 4).

Отже, нами виявлено, що культивування гор-
моночутливих та гормонорезистентних ліній РМЗ 
та РПЗ людини з ІМ призводить до зміни співвід-
ношення онкогенної мікроРНК-221 та онкосупре-
сорної мікроРНК-320а.

Розроблення і використання нових терапевтич-
них підходів до пацієнтів із метастазами в кістках 
потребує глибокого розуміння молекулярних ме-
ханізмів — як власне метастатичних процесів, так і 
можливої взаємодії між пухлинними клітинами та 
імплантами, що використовуються при ендопроте-
зуванні. Біоімплантати, що використовуються для 
заміщення ураженої кістки, можуть бути виготов-
лені з  різних матеріалів; кожен наявний клас ма-
теріалів має різні властивості як з біологічної, так і 
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Рис. 2. Вплив ІМ на експресію мікроРНК в НФ людини

Рис. 3. Вплив ІМ на експресію мікроРНК у клітинах ліній 
РМЗ людини з різною чутливістю до гормональної терапії
*р<0,05 порівняно з контролем.
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з механічної точки зору. Усі ці особливості потріб-
но ретельно вивчити з метою уникнення таких не-
гативних ефектів, як відторгнення імплантів, а та-
кож додаткової операції для пацієнтів [15].

У ході проведеного нами дослідження в системі 
in vitro встановлено, що культивування клітин лі-
ній РМЗ та РПЗ людини з ІМ призводить до змі-
ни адгезивних властивостей клітин та експресії ре-
цепторів стероїдних гормонів, а також балансу он-
когенних та онкосупресорних мікроРНК. З метою 
виявлення можливих протеїн-протеїнових взаємо-
дій (protein‐protein interaction) між досліджувани-
ми молекулами нами проведено біоінформатич-
ний аналіз (рис. 5) за допомогою бази даних та ал-
горитму STRING v.11.0 (https://version11.string-db.
org). Отримані результати представлено у  вигля-
ді карти-схеми, яка відображає відомі та прогно-
зовані білкові взаємодії (включаючи як прямі (фі-
зичні), так і непрямі (функціональні) асоціації). 
Між 6 протеїнами (вузлами на карті) встановлено 
14 можливих взаємодій (лінії/ребра між вузлами). 
Згідно з отриманими результатами, зниження рів-
ня експресії рецепторів стероїдних гормонів, зо-
крема AR, а також HER2/neu призводить до під-
вищення рівня експресії таких адгезивних моле-
кул, як Е- та N-кадгерин.

У формуванні метастатичних ніш РПЗ та РМЗ 
у  кістковій тканині, а  також набуття певного фе-
нотипу клітинами, які метастазують, окрім білок-
білкових взаємодій значну роль відіграє епігене-
тична регуляція. Зокрема, відомо, що мікроРНК є 
як внутрішньоклітинним, так і гуморальним факто-
ром, оскільки вони здатні запускати процеси остео
генезу та остеолізу.

При виборі мікроРНК нами проаналізовано ряд 
баз даних (TargetScan, miRTarBase, miRBase, DIANA 
TOOLS та ін.), де наявна інформація щодо ролі мі-
кроРНК у регуляції різних процесів, асоційованих 
з остеогенезом та онкогенезом, а також їх потенцій-
ні мішені. Нами вибрано мікроРНК-221 та -320а, 
оскільки експериментально доведено їх участь у зло
якісній трансформації, метастазуванні пухлин, а та-
кож у нормі вони залучені у процеси формування 
кісток.

У  свою чергу, виявлене нами зниження рівнів 
експресії рецепторів стероїдних гормонів у  кліти-
нах ліній РМЗ та РПЗ людини можна пояснити ви-
сокою концентрацією іонів Ca2+, що виділяється 
у процесі метастатичного руйнування кісток або ж, 
як у  досліджуваному випадку, — з  імплантів. По-
казано [25, 26], що Ca2+ здатний інгібувати експре-
сію AR та ERα у клітинах ліній РМЗ та РПЗ і таким 
чином брати участь у процесах злоякісного росту.

Подібні результати, що вказують на  можливу 
участь ГАП, хоч і природного походження, у  по-
силенні патологічного процесу, пов’язаного з  ра-
ком молочної залози продемонстровано в  дослі-
дженні [27]. Встановлено, що кристали ГАП поси-
люють мітогенез у клітинних лініях РМЗ MCF-7 та 

Hs578T, підвищують продукцію різних матрикс
них металопротеїназ (MMP), включаючи MMP-2, 
-9 та  -13, а  також значно підвищують рівень про-
стагландину E2.

Проте, варто зазначити, що дослідження у систе-
мі in vitro не забезпечують специфічного для тканини 
мікросередовища і не відображають величезної кіль-
кості біологічних процесів, типів клітин та молеку-
лярних взаємодій, які відбуваються на рівні тканини 
і організму. Таким чином, отримані нами результа-
ти є підставою для продовження вивчення взаємодії 
між біосумісними ІМ та злоякісно трансформовани-
ми клітинами РМЗ та РПЗ людини в системі in vivo.

ВИСНОВКИ
1. При  аналізі цитоморфологічних особливос-

тей клітин, що зазнали впливу ІМ, виявлено одно-
спрямований характер змін, що свідчать про підви-
щення їх адгезивних властивостей. Про це свідчить 
утворення великих за площею, досить щільно роз-
міщених скупчень клітин із відростками в усіх до-
сліджуваних клітинних лініях.

2. Виявлено, що культивування клітин з ІМ при-
зводить до зниження рівня рецепторів стероїдних 
гормонів у клітинах ліній РМЗ та РПЗ людини.
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Рис. 4. Вплив ІМ на експресію мікроРНК у клітинах ліній 
РПЗ людини з різною чутливістю до гормональної терапії
*р<0,05 порівняно з контролем.

Рис. 5. Карта взаємодії білків, експресія яких досліджува-
лася у клітинах ліній РМЗ та РПЗ людини
ERBB2-Her2/neu, CDH1-Е-кадгерин, CDH2-N-кадгерин, ESR-ERα, PGR-PR.
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3. Культивування клітин з ІМ призводить до зрос-
тання показників експресії E- та N-кадгерину, особ
ливо виражене у клітинах обох ліній РПЗ людини.

4. Встановлено, що під дією ІМ у гормоночут-
ливих клітинах РМЗ та РПЗ відбувається підви-
щення рівня експресії онкогенної мікроРНК-221, 
а  також зниження рівня експресії онкосупресор-
ної мікроРНК-320а у клітинах гормонорезистент-
них ліній РМЗ та РПЗ.

5. Визначено, що ІМ не впливають на рецептор-
ний статус та показники експресіїї молекул адгезії 
у клітинах НФ.

Робота виконана за підтримки проєкту «Експе-
риментальна оцінка ефективності застосування та 
алгоритму тестування біосумісності вітчизняних 
імплантаційних матеріалів на  базі фосфатів каль-
цію для відновлення функції опорно-рухового апа-
рату при  злоякісному процесі» (№ держреєстрації 
0117U001729) цільової програми наукових дослі-
джень НАН України «Матеріали для медицини і ме-
дичної техніки та технології їх отримання і викорис-
тання» на 2017–2021 рр.
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EXPERIMENTAL EVALUATION 
OF INFLUENCE OF IMPLANTATION 
MATERIALS BASED ON CALCIUM 
PHOSPHATES ON MOLECULAR-
BIOLOGICAL CHARACTERISTICS 
OF NORMAL AND MALIGNANT 
TRANSFORMED CELLS OF HORMONE-
DEPENDENT TUMORS

N.Yu. Lukyanova, T.V. Zadvorny,  
T.V. Borikun, V.F. Chehun

RE Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 
Oncology and Radiobiology, National Academy 

of Sciences of Ukraine, Kyiv, Ukraine

Summary. Aim: to study the effect of implant materi-
als (IM) based on calcium phosphates on the molec-
ular biological characteristics of normal and malig-
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nantly transformed hormone-dependent cells in the in 
vitro system. Objects and methods: cells of normal hu-
man fibroblasts, prostate cancer lines (LNCaP and 
DU-145) and breast cancer (MCF-7, MDA-MB-231) 
were cultured with IM at a dose corresponding to IC30 
(100 μg/ml) during 48 hours. Expression levels of mo-
lecular markers were determined by immunocytochem-
ical method. MicroRNA levels were assessed by quan-
titative PCR. Analysis of functional relationships and 
interactions between experimental molecules was per-
formed using the STRING v.11.0 algorithm. Statistical 
analysis of the results was performed using the Statistics 
6.0. Software. Results: the analysis of cytomorphologi-
cal features of cells exposed to IM revealed a unidirec-
tional change that indicate an increase in their adhe-
sive properties, as evidenced by the increase in expres-
sion of E- and N-cadherin in cells of human breast and 
prostate cancer cells. It was found that under the action 
of the tested substance in the cancer cells is an increase 
in the expression of oncogenic miRNA-221, which re-
duces the level of steroid hormone receptors. It was de-
termined that IM does not affect the receptor status, the 

expression of adhesion molecules and Ki-67 in cells of 
normal fibroblasts. Conclusions: the cultivation of ma-
lignantly transformed cells of the human breast cancer 
and prostate cancer with IM leads to a decrease in their 
invasive properties due to changes in cytoarchitectonics 
and adhesive characteristics. The established changes 
in the posttranscriptional regulation of proteins associ-
ated with receptor status in the cells of breast and pros-
tate cancer under the influence of phosphate-based IM 
require further research.

Key Words: implant materials, breast cancer, 
prostate cancer, bone metastasis, receptor status, 
adhesion, miRNA.
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