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Серед факторів ризику розвитку колоректаль-
ного раку (КРР)  — ожиріння, куріння, підвище-
не споживання алкоголю, червоного м’яса та крох-
малю, незначна частка в раціоні фруктів та овочів. 
Гемове залізо в таких продуктах, як червоне м’ясо, 
спричиняє підвищення швидкості пошкодження 
ДНК, діючи як прооксидант, що підвищує окис-
нювальний стрес у клітинах [1]. Останні дані свід-
чать про  те, що  саме антиоксидантна активність, 
а  не  вміст кожної з  антиоксидантних речовин, є 
визначальним фактором ризику виникнення КРР. 
Протягом останнього десятиліття була ретельно 
вивчена роль активних форм кисню (АФК) у кан-
церогенезі [2]. В умовах неконтрольованої продук-
ції АФК у поєднанні зі зниженням активності клі-
тинних антиоксидантних ферментних систем, як 
АФК, так і їх похідні можуть вступати в реакцію 
з макромолекулами клітини, що призводить до мо-
дуляції експресії генів. Стало очевидним, що віль-
норадикальний оксид азоту NO діє як трансклітин-
ний посередник, що бере участь у багатьох фізіоло-
гічних і патологічних процесах. Слід підкреслити, 
що NO також зв’язується з Fe2+ з високою спорід-
неністю (вільне залізо, залізо в залізо-сірчаних цен-
трах, залізо-гем)  [3]. Зв’язування NO-заліза гему 
фактично опосередковує різні біологічні процеси, 
такі як релаксація гладких м’язів, нейромедіація, 

пригнічення агрегації та адгезії тромбоцитів. Пере-
ривання кровопостачання в жировій тканині (ЖТ) 
з подальшим повним або частковим відновленням 
кровотоку в  умовах хірургічної резекції пухлини 
призводить до  ішемічно-реперфузійного окисно-
го пошкодження ЖТ. Цей стан також пов’язаний 
із хронічним запаленням в тканинах, які піддалися 
хірургічному стресу.

На основі цих припущень ми провели досліджен-
ня особливостей генерування супероксидних ради-
калів (СР), вмісту активних форм оксиду азоту (NO), 
вільних жирних кислот (ВЖК), активності матрик-
сних металопротеїназ-2 і -9 (ММП-2 і -9, або жела-
тиназ) у тканині пухлин, ЖТ, нейтрофілах і тром-
боцитах пацієнтів з КРР з нормальною масою тіла 
та з ожирінням.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Досліджено зразки тканин пухлини, приле-

глої до пухлини ЖТ та крові 67 хворих на КРР І–ІІ 
(27 хворих) та ІІІ–ІV стадій (40 хворих), кількість жі-
нок та чоловіків з КРР становила відповідно 24 та 43, 
середній вік пацієнтів — 58,2 ± 4,3 року. Діагноз, ста-
дію та наявність метастазів верифіковано відповід-
но до вимог доказової медицини (морфологічно та 
під час відповідного клініко-інструментального об-
стеження). Серед досліджених пацієнтів 39 не мали 
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зайвої маси тіла (індекс маси тіла (ІМТ) <25), 28 — 
були з надмірною масою тіла (ІМТ ≥25). ЖТ відпре-
паровували на відстані 3–5 см від первинної пухли-
ни. У  22% пацієнтів рівень тромбоцитів становив 
220 ± 49•109/л, у 78% хворих виявлено тромбоци-
тоз — 410 ± 66•109/л. У якості контролю слугували 
зразки крові та тканини 18 хворих на виразкову хво-
робу кишечнику.

Пацієнти перебували на лікуванні в Національ-
ному інституті раку МОЗ України. Хворі не отриму-
вали передопераційного лікування. Усі досліджен-
ня виконували за інформованою згодою пацієнтів 
відповідно до принципів проведення біомедичних 
досліджень, що викладені в Гельсінській деклара-
ції Всесвітньої медичної асоціації (World Medical 
Association — WMA).

Використано методи електронного парамагніт-
ного резонансу (ЕПР) за температури рідкого азо-
ту та технології Spin Traps, зимографії в поліакри-
ламідному гелі, біохімічні спектрофотометричні, 
статистичні. Нейтрофіли виділяли з венозної крові 
на розчині трилону Б (3%) за стандартною методи-
кою на градієнті щільності фікол/верографін. Тром-
боцити отримували з венозної крові стандартним ла-
бораторним методом.

Визначення та інтерпретація ІМТ. ІМТ — показ-
ник, що дозволяє оцінити ступінь відповідності маси 
тіла людини її зросту і таким чином визначити, чи 
є його маса тіла недостатньою, нормальною або за-
йвою. Широко використовується в клінічній прак-
тиці з метою корекції методів лікування.

ІМТ (кг/м²) розраховували за формулою [4]:

I = m ,h2

де:
m — маса тіла в кілограмах;
h — зріст у метрах.

Таблиця 1
Інтерпретація показників ІМТ 

(відповідно до рекомендацій ВООЗ, 2006)
ІМТ, кг/м² Співвідношення маси тіла та зросту людини

≤16,0 Виявлений дефіцит маси тіла
16,0–18,5 Недостатня маса тіла
18,5–24,9 Нормальна маса тіла
25,0–29,9 Зайва маса тіла (передожиріння)
30,0–34,9 Ожиріння І ступеня
35,0–39,9 Ожиріння ІІ ступеня
≥40,0 Ожиріння ІІІ ступеня (морбідне)

Визначення активності ММП. В отриманих зраз-
ках визначали активність ММП-2 та -9 методом 
зимографії в  поліакриламідному гелі (із додаван-
ням желатину в  якості субстрата) на  основі SDS-
електрофорезу білків  [5]. Після відмивання гелю 
активні форми ММП-2 та -9 візуалізувалися у ви-
гляді знебарвлених смужок на синьому тлі, локалі-
зація яких визначалася за стандартами молекуляр-
ної маси («Sigma», США) і відповідала молекулярній 
масі кожного із ферментів (72 та 92 kDa відповідно). 
Оцінку протеолітичної активності проводили шля-
хом вимірювання площі зони лізису, використову-

ючи для порівняння стандартний набір ММП-2 і 
ММП-9 («Sigma», США). За умовну одиницю (у.о.) 
прийнято активність 1 мкг фермента в 1 г вихідного 
контрольного зразка. Результати оцінювали за допо-
могою стандартної програми TotalLab 1.01.

Методи ЕПР-спектрометрії. 1 г тканини (пух-
линної або жирової) гомогенізували з  викорис-
танням подрібнювача з  отворами сітки діаметром 
0,2 мм. З гомогенатів ЖТ готували зразки для до-
слідження методом ЕПР. Рівні генерування СР та 
NOʹ вимірювали за технологією Spin Traps (уловлю-
вача радикалів) [6]. Для вимірювання рівнів NO го-
тували зразки за допомогою спеціальної прес-форми 
та низькотемпературної стабілізації. Рівні комплек-
сів NO реєстрували методом ЕПР-спектрометрії 
за температури рідкого азоту (77 оК) у парамагніт-
но чистому кварцовому д’юарі. У якості незалежно-
го стандарту інтенсивності було використано спеці-
ально орієтований монокристал рубіну з  відомою 
кількістю парамагнітних центрів [6]. Інтенсивність 
стандарту прийнято за 1 відн. од. вимірювань.

Дослідження О2
·-генеруючої активності нікотин

амідаденіндинуклеотидфосфат(НАДФ)·Н-оксидази 
нейтрофілів проводили методом ЕПР-спектроскопії 
з використанням спінового уловлювача 1-гідрокси-
2,2,6,6-тетраметил-4 оксипіперидину («Sigma», 
США) за кімнатної температури. Визначення NO, 
генерованого iNOS нейтрофілів, виконували мето-
дом ЕПР та за технологією Spin Traps за темпера-
тури 77 оК. У якості спінового уловлювача застосо-
вували диетилдитіокарбамат («Sigma», США) [6].

Для визначення вмісту ВЖК у  плазмі кро-
ві пацієнтів використано відповідні набори ре-
агентів («Sigma», США). Вміст ВЖК визначали 
спектрофотометричним методом за λ = 546 нм (ін-
тенсивність червоного барвника).

Cтатистичні методи. Статистичну оброб-
ку даних проводили з  використанням методів ва-
ріаційної статистики із застосуванням програм 
«STATISTICA8.0» та «Prism 4.0». Вірогідність від-
мінностей між показниками оцінювали, викорис-
товуючи t-критерій Стьюдента. Статистична зна-
чущість прийнята за р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
На рис. 1а продемонстровано підвищену швид-

кість утворення СР у пухлинній тканині порівняно 
з такою в тканині кишечнику пацієнтів з виразкою 
(група порівняння). Крім того, швидкість утворен-
ня вільних радикалів у тканині КРР підвищувалася 
у пацієнтів з ІМТ ≥25 кг/м2 порівняно з такою у хво-
рих із  зайвою масою тіла (ІМТ ≤25 кг/м2). Отже, 
збільшення маси ЖТ, вірогідно, супроводжуєть-
ся більш інтенсивним утворенням СР у пухлинній 
тканині. Відомо, що підвищена доступність ліпідів і 
вуглеводів при ожирінні поєднується зі збільшенням 
потреби в енергії з активацією ланцюга транспорту 
електронів у мітохондріях, використанням кисню та 
утворенням вільних радикалів [7, 8]. Під час аналізу 
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показників NO в пухлинній тканині пацієнтів з КРР 
було помічено таку ж тенденцію в асоціації з ожи-
рінням, як і при  дослідженні швидкості утворен-
ня вільних радикалів, хоча й статистично незначу-
щу (рис. 1б). Це узгоджується з даними про зв’язок 
між ожирінням і рівнями NO, а також про порушен-
ня регуляції системи NO-синтази, продемонстрова-
ними в інших дослідженнях [9, 10].

Показники генерування СР у ЖТ пацієнтів з КРР 
з ожирінням або без нього були аналогічними по-
казникам у  пухлинній тканині (рис. 2а). А  саме, 
швидкість генерації вільних радикалів у ЖТ збіль-
шувалася у хворих з ІМТ ≥25 кг/м2 порівняно з та-
кою у пацієнтів з ІМТ ≤25 кг/м2. Цей факт свідчить 
про окислювальний стрес у пацієнтів з КРР. Тенден-
ція до зміни рівня NO у ЖT пацієнтів з КРР щодо 
наявності ожиріння була зворотною. У  пацієнтів 
з ІМТ ≥25 кг/м2 рівень NO був нижчим, ніж у хворих 
на КРР з нормальною масою тіла (рис. 2б). Це можна 
пояснити зниженою біодоступністю NO через про-
дукцію пероксинітриту (ONOO-) та ефектами ендо-
генних інгібіторів (таких як диметиларгінін), що, 
як відомо, підвищуються у людей з ожирінням [11].

Під час  оцінки активності генерації суперок-
сиду в  нейтрофілах пацієнтів з  КРР встановлено, 
що  цей показник приблизно в  7 разів перевищує 
аналогічні значення у  крові пацієнтів з  виразкою 
(рис. 3а). Проте активність генерації супероксиду 
не залежала від маси тіла пацієнтів (див. рис. 3а). Рі-
вень NO, що продукується нейтрофілами, у хворих 
на КРР був значно зниженим (у 5,6 раза) порівня-
но з показником хворих на виразку (рис. 3б). Відо-
мо, що на ранніх стадіях росту пухлини нейтрофіли 
виявляють цитотоксичну активність щодо пухлин-
них клітин за рахунок утворення високого рівня СР 
і NO, за умови прогресування пухлинного процесу 
виявляють протуморальні властивості асоційованих 
з пухлиною нейтрофілів [12]. Слід також зазначити, 
що протягом перших днів високоліпідної дієти ней-
трофіли мігрують до ЖТ [13]. У той же час асоційова-
ні з пухлиною нейтрофіли інгібують протуморальні 
γδ17Т-клітини [14]. Тому слід враховувати подвій-
ний вплив цих клітин на мікрооточення пухлини.

Аналіз активності утворення супероксиду 
в тромбоцитах пацієнтів досліджуваних груп про-
демонстрував значне підвищення цього показни-
ка у хворих на КРР (рис. 4а), тоді як рівень NO зна-
чно знижувався за  наявності ожиріння (рис. 4б). 
Крім того, у  тромбоцитах пацієнтів з  КРР можна 
виділити три групи з  різною активністю утворен-
ня супероксиду, а  саме ≤1,7 нмоль/103 клітин•хв 
(n = 10), ≤1,9 нмоль/103 клітин•хв (n = 22) і 
≤2,1 нмоль/103 клітини•хв (n = 35).

Таким чином, дисфункціональна ЖT спричи-
няє підвищення активності утворення суперокси-
ду в тромбоцитах пацієнтів з КРР. Основними дже-
релами утворення вільних радикалів при активації 
тромбоцитів людини є НАДФН-оксидази [15]. Відо-
мо, що ожиріння підвищує активацію тромбоцитів 
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Рис. 1. Швидкість утворення СР (а) та рівень NO (б): 1 — 
у тканині кишечнику хворих на виразку; 2 — у тканині 
КРР пацієнтів з ІМТ ≤25 кг/м2; 3 — у тканині КРР паці-
єнтів з ІМТ ≥25 кг/м2
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Рис. 2. Швидкість утворення СР (а) та рівень NO (б) у ЖТ: 
1 — хворі на виразку з ІМТ ≤25 кг/м2; 2 — хворі на виразку 
з ІМТ ≥25 кг/м2; 3 — пацієнти з КРР, ІМТ ≤25 кг/м2; 4 — 
пацієнти з КРР, ІМТ ≥25 кг/м2. *p <0,01 порівняно з від-
повідними показниками хворих на виразку; #p <0,05 по-
рівняно з показниками хворих на КРР з ІМТ ≤25 кг/м2
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і збільшує кількість нейтрофілів. Слід також зазна-
чити, що активовані тромбоцити, які прилипають 
до ендотеліальних клітин, секретують про- та анти
ангіогенні фактори та продукують АФК, що  при-
зводить до утворення прокоагулянтного фенотипу 
тромбоцитів та підвищує ризик тромбозу. Компен-
саторне збільшення кількості тромбоцитів у  кро-
ві хворих на КРР через зниження активності NO-
генерації пов’язане з підвищенням ризику метаста-
зування та погіршенням прогнозу [16].

Враховуючи зміни окислювально-відновного 
стану пухлин, ЖТ, нейтрофілів і тромбоцитів, слід 
передбачити підвищення вмісту ВЖК у крові хворих 
на КРР. Фактично вміст ВЖК істотно зріс у плазмі 
крові пацієнтів з КРР порівняно з хворими на вираз-
ку. Крім того, вміст ВЖК у хворих на КРР з ожирін-
ням був достовірно вищим, ніж у хворих з нормаль-
ною масою тіла (рис. 5). Підвищений вміст ВЖК, 
без сумніву, має впливати на їх метаболізм. Це може 
мати важливе значення для прогресування пухлини, 
враховуючи те, що ВЖК є не тільки структурними 
компонентами мембран, але й можуть слугувати вто-
ринними посередниками та бути джерелом енергії. 
Важливо, що продукти перекисного окислення лі-

підів здатні модулювати функцію клітин, впливаю-
чи на експресію та проліферацію генів [17].

Відомо, що желатинази тромбоцитів через про-
теолітичне моделювання рецепторів регулюють 
процес агрегації тромбоцитів з  дисемінованими 
пухлинними клітинами, які циркулюють у судин-
ному руслі, що дозволяє їм уникати імунного нагля-
ду в агресивному середовищі кровотоку, покращує 
їх виживаність та, відповідно, підвищує ефектив-
ність екстравазації і таким чином сприяє дисемі-
нації пухлинних клітин [18–20]. Існують дані щодо 
зв’язку між кількістю тромбоцитів, експресією або 
активністю ММП тромбоцитів та кількістю мета-
стазів. Раніше нами було досліджено трирічну за-
гальну виживаність хворих на рак шлунка категорії 
М0 за відсутності дисемінованих пухлинних клітин 
у кістковому мозку або за їх наявності в залежності 
від рівнів активності желатиназ тромбоцитів крові. 
Було виявлено, що і за відсутності, і за наявності 
дисемінованих пухлинних клітин у кістковому моз-
ку низькі показники активності ММП-9 тромбо-
цитів асоційовані з більшою 3-річною загальною 
виживаністю [21]. Враховуючи зазначене, ми до-
слідили активність желатиназ тромбоцитів у крові 
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Рис. 3. Швидкість утворення СР (а) та рівень NO (б) у ней-
трофілах периферичної крові: 1 — хворі на виразку з ІМТ 
≤25 кг/м2; 2 — хворі на виразку з ІМТ ≥25 кг/м2; 3 — па-
цієнти з КРР, ІМТ ≤25 кг/м2; 4 — пацієнти з КРР, ІМТ 
≥25 кг/м2. *p < 0,01 порівняно з відповідними показника-
ми хворих на виразку
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Рис. 4. Швидкість утворення СР (а) та рівень NO (б) 
в тромбоцитах: 1 — хворі на виразку з ІМТ ≤25 кг/м2; 2 — 
хворі на виразку з  ІМТ ≥25 кг/м2; 3 — пацієнти з КРР, 
ІМТ ≤25 кг/м2; 4 — пацієнти з КРР, ІМТ ≥25 кг/м2. *p < 
0,01 порівняно з відповідними показниками хворих на ви-
разку; #p < 0,01 порівняно з показниками хворих на КРР 
з ІМТ ≤25 кг/м2
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хворих на КРР та виразку кишечнику (з нормаль-
ною та надмірною масою тіла).

На  рис. 6 продемонстровано, що активність 
обох желатиназ тромбоцитів крові хворих на КРР 
як з нормальною, так і з надмірною масою тіла зна-
чно перевищує таку у пацієнтів з виразкою (у 2,3–
5 разів, р<0,05), які слугували групою контролю. 
При  цьому у  хворих на  КРР з  ожирінням актив-
ність ММП-2 та ММП-9 є в 1,7 та 2,4 раза досто-
вірно вищою, ніж такі показники у пацієнтів з нор-
мальною масою тіла.

Підсумовуючи отримані дані, можна зробити ви-
сновок, що у хворих на КРР з ожирінням активність 
утворення супероксиду підвищується в пухлинних 
клітинах, ЖТ, нейтрофілах і тромбоцитах. Натомість 
рівень NO підвищується лише в пухлинній ткани-
ні, тоді як активність NOS знижується в ЖT, ней-
трофілах і тромбоцитах. Таким чином, збільшення 
маси ЖТ у хворих на рак пов’язане з посиленням 
генерування СР мітохондріями, надлишок енер-
гетичних субстратів при  ожирінні посилює міто-
хондріальну дисфункцію та окислювальну переда-
чу сигналів. Посилення утворення окисно-віднов-
них молекул також призводить до збільшення вмісту 
в крові ВЖК. Останні стають основним джерелом 
енергії для пухлинних клітин. Більше того, ВЖК є 
важливими вторинними месенджерами. Високий 
протеолітичний потенціал тромбоцитів, зумовлений 
желатиназами, може бути асоційований як з наяв-
ністю пухлини, так і з надмірною масою тіла паці-
єнта. Зважаючи на функції желатиназ тромбоцитів, 
пов’язані із супроводом циркулюючих дисемінова-
них пухлинних клітин, можна передбачити їх роль 
у посиленні метастазування та несприятливому про-
гнозі перебігу КРР.

Отже, ожиріння слід розглядати як додатковий 
фактор ризику несприятливого перебігу пухлинно-
го процесу, що є потужним предиктором низки по-
дій, таких як окислювальний стрес, запалення, ре-
зистентність до інсуліну та ендотеліальна дисфунк-

ція. Можна припустити, що молекулярні процеси та 
сигнальні шляхи, які є регуляторами енергетично-
го метаболізму і притаманні ожирінню, можна роз-
глядати як найбільш ймовірні терапевтичні мішені 
для зниження ризиків прогресування КРР.

ВИСНОВКИ
1. У пацієнтів з КРР за наявності ожиріння ак-

тивність утворення супероксиду підвищується в пух-
линних клітинах, ЖТ, нейтрофілах і тромбоцитах. 
Рівень NO підвищується лише в пухлинній ткани-
ні та знижується в ЖT, нейтрофілах і тромбоцитах.

2. Збільшення утворення окисно-відновних 
молекул призводить до  зростання вмісту в  кро-
ві ВЖК, які стають основним джерелом енергії 
для  пухлинних клітин та важливими вторинни-
ми месенджерами.

3. Високий протеолітичний потенціал тромбо-
цитів, зумовлений желатиназами, асоційований як 
з наявністю злоякісного росту, так і з надмірною ма-
сою тіла пацієнта. Зважаючи на участь тромбоцитів 
у дисемінації пухлинних клітин, можна передбачи-
ти їх роль у метастатичному потенціалі та неспри-
ятливому перебігу КРР.
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REDOX-DEPENDENT FEATURES 
OF TUMORS, ADIPOSE TISSUE, 
NEUTROPHILES AND PLATELETS 
IN PATIENTS WITH COLORECTAL CANCER

A.P. Burlaka1, A.A. Burlaka2, I.I. Ganusevich1

R.E. Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 
Oncology and Radiobiology of NAS of Ukraine,  
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Summary. Aim: to study the features of superoxide 
radicals (SOR) generation, the content of reactive ni-
tric oxide (NO) and free fatty acids, the activity of ma-
trix metalloproteinases-2 and -9 (or gelatinases) in tu-
mor and adipose tissue cells, as well as in blood neu-
trophils and platelets in patients with colorectal cancer 
in the overweight. Objects and methods: Electron para-
magnetic resonance spectrometry, zymography in poly-
acrylamide gel, biochemical, spectrophotometric and 
statistical methods were used. Results: it was revealed 
that the accumulation of dysfunctional adipose tissue 
in a patient’s body promotes an increase in the rate of 
generation of superoxide radicals in the tumor, super-
oxide-generating activity of neutrophils and platelets, 
and the activity of matrix metalloproteinases. Conclu­
sions: imbalance in the redox state of neutrophils and 
platelets elicited by dysregulated SOR formation as well 
as hyperlipidemia and activation of metalloproteinases 
in the overweight can modify tumor microenvironment 
that in turn promotes the formation of a highly invasive 
and aggressive cancer cells phenotype as well as facil-
itates metastasizing due to increased efficacy of tumor 
cells dissemination.

Key words: colorectal cancer, adipose tissue, 
neutrophils, platelets, superoxide radicals, matrix 
metalloproteinases.
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