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Мамарна жирова тканина (МЖТ) — це неоднорід­
на популяція клітин, яка представлена адипоцитами, 
ендотеліальними клітинами, макрофагами, перици­
тами і попередниками адипоцитів [1]. МЖТ розгля­
дають не тільки як енергетичне депо і «матеріальний 
субстрат» при ожирінні, але і як самостійний орган, 
в якому за певних умов виникають та накопичують­
ся вільнорадикальні продукти окисної природи, що 
створює умови для окисного пошкодження макро­
молекул. Така «активна» функція жирової тканини 
(ЖТ) може впливати на перебіг патологічного про­
цесу в онкологічних хворих, зокрема у хворих на рак 
молочної залози (РМЗ) [2, 3]. Рівні супероксидних 
радикалів (СР), оксиду азоту (NO), активність цито­
хрому Р450 — фактори, які відіграють важливу роль 
в формуванні пухлинного мікрооточення. Зокрема, 
цитохром Р450 — фермент, що потенціює метаболізм 

хімічних канцерогенів, каталізує утворення канцеро­
генних та генотоксичних дериватів естрогенів (4-гід­
роксіестрадіолу, 4-гідроксіестролу), хінонів та убі­
семіхінонів, які також можуть пошкоджувати ДНК 
і брати участь у забезпеченні важливих для росту пух­
лини стромально-епітеліальних зв’язків [4, 5]. Але 
на сьогодні отримано ще недостатньо даних щодо 
властивостей МЖТ, яка є важливим компонентом 
молочної залози (МЗ), у пацієнток з РМЗ.

Мета: дослідження рівнів показників редокс-ста­
ну в МЖТ хворих на тричі негативний (ТН) РМЗ 
з цукровим діабетом 2-го типу.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
У дослідженні використано зразки пухлинної тка­

нини та прилеглої до пухлини МЖТ (1 см), отрима­
ні під час операції у 39 хворих на ТН РМЗ ІІ–ІІІ ста­
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дії з нормоглікемією (n = 23) та з цукровим діабетом 
2-го типу (n = 16). Усі пацієнтки проходили лікування 
на базі Національного інституту раку в 2016–2018 рр. 
та дали інформовану згоду на включення у досліджен­
ня і використання їх біологічних матеріалів у дослід­
ницьких цілях.

Індекс маси тіла (ІМТ) розраховували за  фор­
мулою [6]:

I = m/h2 (кг/м²), де:
m — маса тіла в кілограмах;
h — зріст у метрах.
Інтерпретацію показників ІМТ хворих на РМЗ 

щодо наявності ожиріння проводили відповідно 
до стандартних рекомендацій ВООЗ (таблиця).

Таблиця
Інтерпретація показників ІМТ  

(відповідно до рекомендацій ВООЗ)
ІМТ, кг/м2 Співвідношення маси тіла та зросту людини

≤ 16,0 Дефіцит маси тіла
16,0–18,5 Недостатня маса тіла
18,5–25,0 Нормальна маса тіла
25,0–30,0 Зайва маса тіла (передожиріння)
30,0–35,0 Ожиріння I ступеня
35,0–40,0 Ожиріння II ступеня
≥ 40,0 Ожиріння III ступеня (морбідне)

Усі пацієнтки мали зайву масу тіла (передожирін­
ня), ІМТ становив 25,0–30,0 кг/м2. Об’єм ЖТ у МЗ 
визначали методом комп’ютерної та магнітно-резо­
нансної томографії. Частка ЖТ від загального об’єму 
МЗ коливалася від 7 до 56%, медіана показника ста­
новила 21%. Стосовно медіани хворих було розподі­
лено на 2 групи: об’єм МЖТ < 21% і > 21%.

Зразки пухлинної тканини та прилеглої до  неї 
(1 см) МЖТ масою 2 г відбирали під час операції. 
Для визначення сумарної активності форм цитохро­
му Р450 із ЖТ (0,5 г) готували зразки за допомогою 
спеціальної прес-форми за умов низькотемператур­
ної стабілізації. Спектри електронного парамагніт­
ного резонансу (ЕПР) реєстрували при температурі 
рідкого азоту (–196 °С) у парамагнітно чистому квар­
цовому д’юарі на комп’ютеризованому спектроме­
трі РЕ-1307 з резонатором H011. Потужність надви­
сокочастотного джерела становила 40 мВт, частота 
модуляції 100 кГц, амплітуда 10 Гаус, постійна часу 
приймача τ = 0,3 с. В якості стандарту інтенсивнос­
ті використовували спеціально орієнтований зра­
зок монокристалу Al2O3 із визначеною концентра­
цією іонів Cr3+. Методом подвійного інтегрування 
оцінювали концентрацію молекул, зіставляючи ін­
тенсивність сигналів у спектрах ЕПР з інтенсивніс­
тю стандарту. Помилка методу інтегрування спек­
трів та розкид відтворення спектрів одного зразка 
становила не більше 3%. Рівень інтенсивності сиг­
налу ЕПР при g = 2,25 відповідав рівню активності 
цитохрому Р450 у відносних одиницях (CYP 1А2) [7]. 
Рівень швидкості генерування СР досліджували ме­
тодом ЕПР з використанням спінового уловлювача 
ТЕМРОNE-H (2,2,6,6,-tetrametyl-4-oxypiperidine) 
за кімнатної температури, рівень NO визначали мето­
дом ЕПР у низькотемпературному режимі стабіліза­

ції зразків (–196 °С) з використанням діетилдитіокар­
бамату (ДЕТК) (Sigma, USA) [8]. Рівень 8-гідрокси-
дезоксигуанозину (8-охоdGu) в МЖТ досліджували 
спектрофотометричним методом [9].

Адипонектинпозитивні клітини (АПН+) виявляли 
за допомогою імуногістохімічного методу на парафі­
нових зрізах МЖТ з використанням специфічних по­
ліклональних антитіл кроля (Invitrogen™ Adiponectin 
Antibody, TermoScientific, США) у розведенні 1:500. 
Зрізи депарафінували ксилолом (20 хв) та спиртом 
(20 хв), витримували в цитратному буфері (рН = 6,0) 
протягом 15 хв, після чого 5–7 хв охолоджували. Ко­
жен зріз обробляли пероксидом водню, витримували 
3 хв, відмивали дистильованою водою та тричі занурю­
вали скельця у фосфатний буфер (PBS, 2–3 хв). На зрі­
зи наносили 1% розчин сироваткового альбуміну бика 
(BSA), через 20 хв проводили інкубацію препаратів 
з відповідними поліклональними антитілами в опти­
мальному розведенні (1:500) протягом 1 год та тричі 
відмивали у фосфатному буфері. Вміст адипонектину 
визначали за допомогою тест-системи PolyVue HRP/
DAB Detection System (Diagnostic BioSystems, Калі­
форнія, США). Для візуалізації активності перокси­
дази використовували діамінобензидин тетрагідрохло­
рид (DAB) (DakoCytomation, Данія) та забарвлювали 
зрізи гематоксиліном Майера. За допомогою світло­
вого мікроскопа обчислювали кількість АПН+-клітин 
(на 1000 клітин на кожному зрізі при збільшенні × 400) 
і виражали їх кількість у відсотках.

Статистичний аналіз проводили із застосуванням 
прикладних ліцензійних програм GraphPadPrism 6 
та Origin 7. Дані представлено у вигляді середніх зна­
чень зі стандартним відхиленням (М ± SE). Різницю 
між показниками вважали достовірною при р < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
ЖТ хворих онкологічного профілю з надмірною 

масою тіла зазнає значних морфологічних та метабо­
лічних змін, зокрема, адипоцити набувають фібро­
бластоподібного фенотипу, в них зростає кількість мі­
тохондрій [3]. Рівень експресії адипонектину в групах 
хворих на ТН РМЗ, у яких об’єм МЖТ в МЗ не пере­
вищував 21%, становив 11,7 ± 2,5% (пацієнтки з нор­
моглікемією), токсичність гіперглікемії виражалася 
зниженням рівня адипонектину до значень 5,8 ± 2,3% 
(рис. 1). У групі хворих з об’ємом МЖТ > 21% рівень 
експресії адипонектину знижувався і сягав 6,8 ± 1,4% 
(пацієнтки з нормоглікемією) та 2,45 ± 0,9% (паці­
єнтки з цукровим діабетом 2-го типу).

Крім зазначених вище змін, у хворих на ТН РМЗ 
з об’ємом МЖТ < 21% рівень швидкості генерування 
СР становив 0,75 ± 0,07нМ/г тканини·хв, при об’ємі 
МЖТ >  21% цей показник зростав до  значень 
1,03 ± 0,15 нМ/г тканини·хв (рис. 2). У хворих з пору­
шенням вуглеводного обміну відмічали незначне під­
вищення рівня швидкості генерування СР: показники 
становили 0,77 ± 0,06 та 1,13 ± 0,16 нМ/г тканини·хв 
(об’єм МЖТ < 21% та > 21% відповідно). У цьому ас­
пекті є дані, що нерегульований надлишок глюкози та її 
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метаболітів в організмі пошкоджує комплекс І мітохон­
дрій у клітинах органів, що призводить до зростання 
рівнів СР в них, посилюючи окисні пошкодження [10].

Як видно з  рис.  3, у  хворих з  нормоглікемією 
при  об’ємі МЖТ <  21% вміст NO визначаєть­
ся на рівні 0,63 ± 0,08 нМ/г тканини, а при об’ємі 
> 21% — 0,45 ± 0,06 нМ/г тканини. У хворих на РМЗ 
з  гіперглікемією рівні NO становили 0,59  ±  0,13 
та 0,44 ± 0,10 нМ/г тканини відповідно.

Зростання швидкості генерування СР в ЖТ та по­
рушення біодоступності NO можуть бути пояснені да­
ними про те, що редуктивний стрес в ЖТ, імовірно, ви­
кликаний нерегульованою «прокачкою» NADH через 
комплекс I електронтранспортного ланцюга мітохон­
дрій. Ці зміни спричинюють виток електронів та зрос­
тання рівнів СР і радикальних форм кисню (РФК), які 
можуть пошкоджувати NO-синтази, що є загальним 
шляхом складної дисрегуляції клітинного метаболіз­
му та гомеостазу клітин ЖТ [11]. Також потрібно вра­
ховувати, що в організмі існують складні зв’язки між 
NO, РФК та білками-регуляторами їх рівнів у кліти­
нах, що також може порушувати біодоступність NO.

У прилеглій до пухлини МЖТ об’ємом > 21% ак­
тивність цитохрому Р450 CYP  1А2 зростала май­

же вдвічі (0,28 ± 0,05 відн. од.) порівняно з показ­
ником у хворих, у яких об’єм МЖТ становив < 21% 
(0,15 ± 0,03 відн. од.) (рис. 4). Є дані, які свідчать, 
що зростання активності цитохрому Р450 CYP 1А2 
може залежати від стероїдної функції МЖТ. У хворих 
на РМЗ з порушенням метаболізму глюкози цей по­
казник зростав до значень 0,39 ± 0,07 відн. од. (об’єм 
МЖТ > 21%) та до 0,18 ± 0,06 відн. од. при меншому 
об’ємі МЖТ. Цитохром P450 каталізує окиснюваль­
ний метаболізм естрону та естрадіолу в редокс-циклі 
ферменту переважно до 2-гідроксикатехолу (цито­
хром P450 1A2) або до 4-гідроксикатехолу (цитохром 
Р450 1В1). Цитохром P450 1B1 конститутивно при­
сутній у МЗ, яєчниках, наднирковій залозі та матці. 
3,4-хінон може спричинювати мутації шляхом утво­
рення нестабільних аддуктів з аденіном у ДНК та за­
пускати редокс-цикл утворення СР [4].

Враховуючи дані про те, що окисні пошкоджен­
ня ДНК підвищують ризик виникнення РМЗ [12], 
ми дослідили рівні маркера окисних пошкоджень 
гуаніну ДНК — 8-oxodGu, а також вплив на цей по­
казник об’єму МЖТ та порушення метаболізму вуг­
леводів (рис. 5). У МЖТ хворих на ТН РМЗ з нор­
моглікемією вміст 8-oxodGu визначався на  рівні 
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Рис. 1. Рівні експресії адипонектину в прилеглій до пухлини 
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Рис. 2. Рівні швидкості генерування СР у прилеглій до пух­
лини МЖТ залежно від її об’єму в МЗ: 1 — хворі на РМЗ 
з нормоглікемією; 2 — хворі на РМЗ з цукровим діабе­
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Рис. 4. Активність цитохрому Р450 1В1 у прилеглій до пух­
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з нормоглікемією; 2 — хворі на РМЗ з цукровим діабе­
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1,51 ± 0,19 та 2,09 ± 0,23 нМ/г тканини (об’єм МЖТ 
< 21% та > 21% відповідно). У хворих на РМЗ з цукро­
вим діабетом 2-го типу спостерігали зростання рів­
нів маркера окисного пошкодження ДНК відповідно 
до 1,63 ± 0,22 та 2,29 ± 0,31 нМ/г тканини.

Зростаюча поширеність цукрового діабету 2-го типу 
у хворих онкологічного профілю вимагає нових додат­
кових профілактичних та терапевтичних стратегій 
з урахуванням того, що окисний стрес відіграє важливу 
роль у розвитку та прогресуванні цього захворювання.

Крім функції зберігання та регулювання енергії, 
в ЖТ є метаболічна функція комунікацій з віддале­
ними органами, включаючи центральну нервову сис­
тему. Адипоцити синтезують і виділяють гормони, 
такі як лептин та адипонектин. Адипокіни, включно 
із лептином, фактором некрозу пухлини-α (TNF-α), 
інтерлейкіном-6 (IL-6), фактором росту гепатоцитів 
(HGFs), циркулюють у плазмі крові в концентраці­
ях, які позитивно співвідносяться з ІМТ, за винятком 
адипонектину, який обернено корелює з ІМТ [13–16].

Дослідження взаємодії пухлини та ЖТ показали, 
що адипоцити можуть безпосередньо впливати на ріст 
та прогресію злоякісних новоутворень. Метаболічні 
та запальні зміни в МЖТ, зазвичай пов’язані із збіль­
шенням генерування СР, можуть спричиняти пошко­
дження ліпідів, білків, нуклеїнових кислот, генетичну 
нестабільність, прогресування пухлини та метастазу­
вання при активації шляху P13K/Akt [17–20].

Підвищені рівні СР у МЖТ при ожирінні визна­
ються як важливий патогенетичний механізм інсулі­
норезистентності та метаболічного синдрому, а зміни 
енергетичного балансу зумовлюють зростання рівнів 
РФК. Є дані, які свідчать про те, що підвищення рів­
нів СР у МЖТ спричиняє зростання частки окисно-
індукованих мутацій (8-oxodGu) у генах, активація 
яких посилює ризик розвитку РМЗ у постменопаузі 
[12]. Виявлено, що при РМЗ зростання рівнів мута­
цій гена P53 має окисну природу, а підвищення рівнів 
8-oxodGu між кодонами 163 та 175 корелює зі стаді­
єю та гістологічною будовою пухлин. Слід зауважити, 
що окисний стрес, з одного боку, відіграє вирішаль­
ну роль при лікуванні раку, оскільки хіміо- і проме­

нева терапія сприяють посиленню генерування СР 
та РФК, що є основним інструментом загибелі пух­
линних клітин. З іншого боку, СР, генеровані ендо­
генними (метаболічні зрушення — дисфункція мі­
тохондрій, нерегульована активація цитохрому Р450 
та імунна відповідь) і екзогенними (хіміопроменева 
терапія) джерелами, спричинюють зміни в метаболіч­
них шляхах клітин пухлин та МЖТ, судинній мережі 
та посилюють інфільтрацію макрофагами пухлинно­
го мікрооточення [2, 5, 14]. Ці зміни можуть вплива­
ти як на прогресування пухлини, так і на адаптацію 
пухлинних клітин до окиснення, що потенційно при­
зводить до підвищення стійкості до терапії, неоангіо­
генезу, збільшення ризиків метастазування та форму­
вання агресивного фенотипу пухлини.

ВИСНОВКИ
Результати наших досліджень свідчать про  те, 

що зміни складу ключових посередників сигналіза­
ції, які визначають окисний фенотип МЖТ у хво­
рих на ТН РМЗ з передожирінням, є визначальним 
фактором формування пропухлинного мікрооточен­
ня та умов для росту і пухлинної прогресії. Виявле­
но зміни в складі сигнальних молекул, які можуть 
бути перспективними маркерами прогнозу перебігу 
ТН РМЗ у пацієнток з надмірною масою тіла. У хво­
рих на РМЗ з цукровим діабетом відмічали знижен­
ня рівня експресії адипонектину в МЖТ, зростання 
швидкості генерування СР, активності цитохрому 
Р450 та рівня окисних пошкоджень ДНК, що є не­
сприятливими факторами перебігу РМЗ.

Робота виконана у  рамках наукової програми 
01170U2034 «Молекулярно-біологічні фактори гете­
рогенності злоякісних клітин та варіабельність клі­
нічного перебігу гормонозалежних пухлин» за під­
тримки відділення біохімії, фізіології і молекуляр­
ної біології Національної академії наук України.
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THE REDOX-STATE INDICES OF BREAST 
ADIPOSE TISSUE IS IMPORTANT FACTOR 
OF TUMOR MICROENVIRONMENT 
IN PATIENTS WITH BREAST CANCER

A.P. Burlaka1, A.V. Vovk1, I.M. Motuzyuk2, 
O.I. Sydorchuk2, S.M. Lukin1, S.V. Virko3

1R.E. Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 
Oncology and Radiobiology, NAS of Ukraine

2O.O. Bogomolets National Medical University
3V.E. Lashkaryov Institute of Semiconductor Physics, 

NAS of Ukraine, Kyiv, Ukraine

Summary. Breast adipose tissue (BAT) is a heteroge-
neous population of cells, which is represented by adi

pocytes and their precursors, endothelial cells, macro-
phages, pericytes. Due to the diversity of functions of 
superoxide radicals (SR), nitric oxide (NO), steroid hor-
mones produced by its cells, BAT can affect the develop-
ment and progression of breast cancer (BC). Objectives: 
the study of the levels of redox state indices of BAT in pa-
tients with triple negative (TN) BC with type II diabetes 
mellitus. Materials and methods: the samples of adja-
cent to the BAT (1 cm) were studied in 39 patients with 
TN BC II–III stage with normoglycaemia (n = 23) and 
type 2 diabetes mellitus (n = 16). According to the indi-
cator of the ratio of the BAT volume to the total breast 
(7 ÷ 56%, median 21%) the patients were divided into 
2 groups: the BAT volume < 21% and > 21%. Determi-
nation of the activity of cytochrome P450, the content of 
NO and the rate of generation of SR in BAT was carried 
out by the method of electron paramagnetic resonance. 
The level of oxidative damages of DNA (8-охоdGu) in 
BAT was determined spectrophotometrically. The level 
of adiponectin expression was detected by immunohis-
tochemistry. Results: in patients with TN BC (normo-
glycaemia) with BAT volume > 21%, the increase in 
the rate of SR generation, the level of oxidative DNA 
damage and the total activity of cytochrome P450 were 
determined, with a decrease in the level of expression of 
adiponectin (1.7 times) and NO compared to patients 
with BAT < 21%. In patients with BC with a violation 
of carbohydrate metabolism (type 2 diabetes mellitus) 
with BAT > 21%, an increase in the rate of SR gene
ration, level of oxidative DNA damage, activation of the 
detoxification system (cytochrome P450), reduction of 
adiponectin and NO levels, compared to patients with 
BAT < 21% were observed. Conclusions: violations of 
the ratio of hormonal and genotoxic parameters in the 
BAT, which are defined as local (placement of adipo-
cyte tissue in relation to the tumor) and systemic factors 
(carbohydrate metabolism disturbance), were revealed.

Key Words: breast cancer, breast adipocyte tissue, 
redox state, adiponectin, superoxide radicals, nitric 
oxide, cytochrome P450.
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