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Дослiджено стан антиоксидантної системи, вмiст продуктiв перекисного окиснення
лiпiдiв i окисної модифiкацiї бiлкiв печiнки щурiв та швидкiсть нагромадження моле-
кулярного маркера окисної модифiкацiї ДНК — 8-оксогуанiну при дiї похiдного малеiмi-
ду 1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-фенiламiно)-1H-пiрол-2,5-дiону (МI-1) за умов розвитку
експериментального канцерогенезу товстого кишечника щурiв, iндукованого 1,2-диме-
тилгiдразином (ДМГ). МI-1 попереджає як змiни у вмiстi продуктiв тiобарбiтурової
кислоти, карбонiльних груп бiлкiв плазматичної мембрани печiнки щурiв, активностi
супероксиддисмутази й каталази цитозолю печiнки, так i швидкостi нагромадження
8-оксогуанiну, що викликанi ДМГ.

Вагомим досягненням в областi молекулярної бiологiї, бiохiмiї та бiотехнологiї останнiх
рокiв є встановлення молекулярних механiзмiв онкогенезу та розробка нових пiдходiв у лi-
куваннi онкологiчних захворювань. Новiтнi лiкарськi препарати направленої дiї, що селек-
тивно блокують бiлки-мiшенi в пухлинних клiтинах, є менш токсичними, а в порiвняннi
з традицiйною неспецифiчною хiмiотерапiєю збiльшують ефективнiсть лiкування [1].

Однiєю з важливих регуляторних систем передачi сигналу в клiтинi є протеїнкiнази,
порушення роботи яких спричиняє рiзноманiтнi патологiї, в тому числi онкологiчнi. Потен-
цiйною сполукою для лiкування онкологiчних захворювань є похiдне малеiмiду 1-(4-Cl-бен-
зил)-3-Cl-4-(CF3-фенiламiно)-1Н-пiрол-2,5-дiон (МI-1), що завдяки просторовiй структурi
молекули взаємодiє з АТФ-зв’язуючим центром тирозинових протеїнкiназ i слугує їх ефек-
тивним блокатором [2]. МI-1 проявляє цитостатичну дiю на лiнiях трансформованих i пух-
линних клiтин людини, найбiльш ефективно вiн впливає на культуру клiтин аденокарци-
номи товстого кишечника SW620 [3, 4].

Для оцiнки гiстологiчних та бiохiмiчних особливостей розвитку пухлин широко викори-
стовується модель раку кишечника щурiв, iндукованого 1,2-диметилгiдразином (ДМГ), що
зумовлено його морфологiчною подiбнiстю до колоректального раку людини [5]. ДМГ пiд-
дається метаболiчнiй активацiї в печiнцi, а його iнтермедiати надходять у жовч та транспор-
туються до кишечника. Метаболiчно активний ДМГ зумовлює модифiкацiю ДНК, гiстонiв,
ДНК-зв’язуючих бiлкiв клiтин-мiшеней [5]. Розвиток злоякiсних пухлин, в тому числi ко-
лоректальних, супроводжується оксидативним стресом внаслiдок нагромадження великої
кiлькостi активних форм кисню [6], якi стимулюють процеси перекисного окиснення i по-
рушують антиоксидантнi захиснi системи клiтини, що призводить до пошкодження бiлкiв,
лiпiдiв та ядерних i мiтохондрiальних ДНК [7].

У багатостадiйному процесi канцерогенезу одним з ключових чинникiв є пошкодження
ДНК. Серед продуктiв окисного ураження пуринiв найбiльшу увагу придiляють вивчен-
ню окисних модифiкацiй гуанiну, що проявляє високу чутливiсть до дiї активних форм
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кисню, а продукти його окиснення 8-гiдрокси-2′-дезоксогуанозин (8-охоd-Gu) та 8-оксогуа-
нiн (8-охо-G) виявляються в тканинах рiзних органiв, кровi, сечi та є маркером окисного
пошкодження ДНК [8].

Метою нашої роботи було дослiдження стану антиоксидантної системи, вмiсту продук-
тiв перекисного окиснення лiпiдiв i окисної модифiкацiї бiлкiв у печiнцi щурiв та швид-
кiсть нагромадження молекулярного маркера окисної модифiкацiї ДНК — 8-охо-G при дiї
похiдного МI-1 за умов розвитку канцерогенезу товстого кишечника щурiв, iндуковано-
го ДМГ.

Методи та результати дослiджень. У ходi дослiдiв використовували бiлих щу-
рiв-самцiв з початковою масою 150–180 г, яких утримували в стандартних умовах вiварiю.
МI-1, що розчинений в соняшниковiй олiї, вводили iнтрагастрально щодня протягом 20
тижнiв у дозi 0,027 мг/кг та 2,7 мг/кг маси тiла в об’ємi 0,1 мл. ДМГ, розведений у фiзiоло-
гiчному розчинi — пiдшкiрно у дозi 21 мг/кг один раз на тиждень в об’ємi 0,1 мл [5]. Тварин
було подiлено на 8 груп, з яких контрольнi 3 групи, що отримували 0,1 мл фiзiологiчного
розчину пiдшкiрно та/або 0,1 мл соняшникової олiї iнтрагастрально вiдповiдно дослiдним
групам щурiв. До 1-ї групи (контрольної) вводили фiзiологiчний розчин; до 2-ї — ДМГ; до
3-ї (контрольної) — соняшникову олiю; до 4-ї — МI-1 у дозi 0,027 мг/кг; до 5-ї — МI-1 у дозi
2,7 мг/кг; до 6-ї (контрольної) — фiзiологiчний розчин та соняшникову олiю; до 7-ї — ДМГ
й МI-1 у дозi 0,027 мг/кг; до 8-ї — ДМГ й МI-1 у дозi 2,7 мг/кг. Швидкiсть нагромаджен-
ня 8-охо-G визначали у сечi щурiв. Тварин вiдсаджували на добу в камери для збору сечi
i утримували на стандартнiй дiєтi. Зiбрану сечу фiльтрували, замiрювали добовий об’єм.
Окисномодифiкований гуанiн екстрагували iз визначеної алiквоти сечi шляхом її фiльтра-
цiї через картридж з наповнювачем DSC-18 виробництва Cayman Chemical Company (USA)
з подальшим вiдмиванням метанолом. Спектрофотометрично визначали кiлькiсть 8-охо-G
та розраховували його швидкiсть екскрецiї (нмоль/(доба · г) маси тiла) [8].

Для визначення активностi антиоксидантних ферментiв та вмiсту продуктiв окиснення
в печiнцi щурiв тварин декапiтували, застосовуючи iнгаляцiйний ефiрний наркоз. Печiнку
промивали холодним фiзiологiчним розчином (0,9%-й NaCl) за допомогою шприца через
воротну вену. Плазматичнi мембрани (ПМ) клiтин печiнки щурiв видiляли методом уль-
трацентрифугування в градiєнтi щiльностi сахарози [9]. У фракцiї ПМ фотометрично ви-
значали вмiст ТБК-активних продуктiв [10], ступiнь спонтанної окисної модифiкацiї бiлкiв
ПМ — методом Левiна [11]. Цитозольну фракцiю клiтин печiнки видiляли, згiдно з мето-
дикою, описаною у посiбнику [12]. Активнiсть супероксиддисмутази (СОД) та каталази ви-
значали, згiдно з методиками праць [10, 13], вмiст бiлка в отриманих препаратах — методом
Лоурi. Математичну обробку експериментальних результатiв проводили з використанням
програм статистичного пакета аналiзу даних в Microsoft Excel. Для визначення вiрогiдних
вiдмiнностей мiж середнiми величинами використовували t-критерiй Стьюдента.

Основним бiологiчним маркером окисних модифiкацiй ДНК при канцерогенезi та пух-
линному ростi є 8-oxo-G. Збiльшення нагромадження цього продукту спричинює трансвер-
сiю азотистих основ ДНК Г : Ц → Т : А. Внаслiдок окисного пошкодження гуанiну ДНК
формується iндукована нестабiльнiсть геному, активацiя протоонкогенiв, що є основою iнi-
цiацiї канцерогенезу i розвитку пухлин. У результатi експериментальних та клiнiчних до-
слiджень хiмiчного канцерогенезу молочної залози i розвитку пухлин шлунково-кишкового
тракту авторами [8] показано пiдвищення рiвня 8-охоd-Gu та 8-oxo-G, iндукованого супер-
оксидними радикал-iонами. За даними експериментальних дослiджень було встановлено,
що при експериментальнiй моделi раку товстого кишечника, iндукованого ДМГ, швидкiсть
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Рис. 1. Швидкiсть нагромадження 8-охо-G у сечi щурiв при ДМГ-iндукованому колоректальному канцеро-
генезi та при сумiсному його застосуваннi з МI-1 (M ±m; n = 6). Зiрочка (*) — p < 0,05; (**) — p < 0,01;
(***) — p < 0,001 вiдносно контролю.
Зразки: 1 — контроль; 2 — МI-1 0,027 мг/кг; 3 — МI-1 2,7 мг/кг; 4 — ДМГ; 5 — ДМГ + МI-1 0,027 мг/кг;
6 — ДМГ + МI-1 2,7 мг/кг

Рис. 2. Вмiст ТБК-активних продуктiв (а) i КГ бiлкiв (б ) у плазматичних мембранах гепатоцитiв щурiв
внаслiдок розвитку ДМГ-iндукованого колоректального канцерогенезу та при сумiсному його застосуваннi
з МI-1 (M ±m; n = 9). Зiрочка (*) — p < 0,01 вiдносно контролю.
Зразки: 1, 1

′ — К-олiя; 2, 2
′ — МI-1 0,027 мг/кг; 3, 3

′ — МI-1 2,7 мг/кг; 4, 4
′ — К-фiз. розчин; 5, 5

′ — ДМГ;
6, 6

′ — К-олiя + фiз. розчин; 7, 7
′ — ДМГ + МI-1 0,027 мг/кг; 8, 8

′ — ДМГ + МI-1 2,7 мг/кг

нагромадження 8-oxo-G у сечi зростає у 8 разiв порiвняно з контрольною групою (рис. 1),
що може свiдчити про розвиток канцерогенних процесiв. МI-1 викликає значно меншi пiд-
вищення швидкостi нагромадження 8-oxo-G у сечi щурiв у 2,3 раза в дозi 0,027 мг/кг i
в 1,7 раза в дозi 2,7 мг/кг (див. рис. 1). При канцерогенезi товстого кишечника МI-1 частково
вiдновлює швидкiсть нагромадження 8-oxo-G, рiвень показника є вдвiчi меншим у порiв-
няннi з дiєю самого ДМГ.

Порушення окисного гомеостазу, яке характеризується пiдвищенням вмiсту продуктiв
перекисного окиснення лiпiдiв (ПОЛ) та окисної модифiкацiї бiлкiв на фонi зниження функ-
цiональних можливостей антиоксидантної системи, є одним iз патогенних факторiв виник-
нення запальних процесiв та онкологiчних захворювань. Тому нами було визначено основнi
продукти ПОЛ, окисної модифiкацiї бiлкiв i стану антиоксидантної системи при ДМГ-iн-
дукованому канцерогенезi товстого кишечника щурiв.

Групи тварин, яким вводили МI-1, ДМГ та при їх сумiсному впливi, порiвнювали з вiд-
повiдною контрольною групою, що вiдрiзнялися способом введення речовин. Усi показни-
ки, що дослiджували, в iнтактнiй (контрольнiй) групi щурiв дорiвнюють значенням конт-
рольної групи, яка отримувала фiзiологiчний розчин. Встановлено, що МI-1 у дозах 0,027
та 2,7 мг/кг не викликає змiн вмiсту ТБК-активних продуктiв (рис. 2, а) та карбонiль-
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Рис. 3. Активнiсть супероксиддисмутази (а) i каталази (б ) у цитозолi гепатоцитiв щурiв внаслiдок розвитку
ДМГ-iндукованого колоректального канцерогенезу та при сумiсному його застосуваннi з МI-1 (M ± m;
n = 9). Зiрочка (*) — p < 0,05 вiдносно контролю.
Зразки: 1, 1

′ — К-олiя; 2, 2
′ — МI-1 0,027 мг/кг; 3, 3

′ — МI-1 2,7 мг/кг; 4, 4
′ — К-фiз. розчин; 5, 5

′ — ДМГ;
6, 6

′ — К-олiя + фiз. розчин; 7, 7
′ — ДМГ + МI-1 0,027 мг/кг; 8, 8

′ — ДМГ + МI-1 2,7 мг/кг

них груп (КГ) бiлкiв в ПМ клiтин печiнки (див. рис. 2, б ). Активнiсть каталази за даних
умов не змiнювалась (рис. 3, б ), але спостерiгалась тенденцiя до пригнiчення активностi
СОД на 25% (p < 0,1) порiвняно з контрольними значеннями (див. рис. 3, а). Отриманi на-
ми результати аналогiчнi попереднiм результатам, наведеним у статтi [14], згiдно з якими
при десятиденному введеннi МI-1 активнiсть СОД печiнки щурiв знижувалася в 1,8 ра-
за, а активнiсть каталази залишалася на рiвнi контрольних значень. Було зареєстровано
зниження активностi СОД пiд впливом МI-1, що очевидно, зумовлене не дiєю токсичних
перекисних продуктiв, оскiльки вмiст ТБК-активних продуктiв, КГ бiлкiв й активнiсть ка-
талази не змiнюються, а зумовлене iншими факторами. Так, експресiя Cu/Zn-СОД в умо-
вах оксидативного стресу знаходиться пiд регуляторним контролем сигнального кiназного
каскаду PI3K/Akt, а вiн, у свою чергу, тiсно пов’язаний з активацiєю низки мембранних
тирозин-кiназних рецепторiв, зокрема iнсулiнового (INS-R), та рецептора iнсулiноподiбного
фактора росту (IGF1-R) [2], якi блокуються мiкромолярними концентрацiями МI-1 [15]. Та-
ке пригнiчення вказаних рецепторiв може бути однiєю з причин зниження активностi СОД
при тривалому впливi МI-1.

Внаслiдок розвитку колоректального раку, викликаного ДМГ, вмiст ТБК-активних про-
дуктiв та КГ бiлкiв ПМ клiтин печiнки пiдвищується в 1,75 та 2 рази вiдповiдно (див. рис. 2).
Активнiсть каталази пiд впливом ДМГ має тенденцiю до зниження на 21%, СОД — на 43%
(див. рис. 3). Тобто, за умов розвитку колоректального канцерогенезу порушується рiвнова-
га мiж iнтенсивнiстю дiї прооксидантних факторiв i потужнiстю антиоксидантної системи
клiтин печiнки щурiв, що призводить до надмiрної активацiї процесiв перекисного окиснен-
ня лiпiдiв та окисної модифiкацiї бiлкiв.

Пiдвищення вмiсту ТБК-активних продуктiв, карбонiльних груп бiлкiв та зниження
активностi СОД i каталази встановлено при iндукцiї колоректального канцерогенезу ДМГ
також й iншими авторами [6]. Таке порушення прооксидантно-антиоксидантної рiвноваги
призводить до розвитку оксидативного стресу. Загальновiдомо, що будь-який патологiчний
процес вiдбувається на фонi утворення активних форм кисню та iнтенсифiкацiї вiльнора-
дикального окиснення бiосубстратiв. Активнiсть антиоксидантних ферментiв (СОД i ката-
лази) пов’язана з iнтенсивнiстю ПОЛ i нагромадженням токсичних перекисних продуктiв
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(перекиси жирних кислот, альдегiдiв, кетонiв тощо), якi викликають зниження активностi
ферментiв.

При сумiсному застосуваннi ДМГ та МI-1 в обох дослiджуваних дозах не зареєстро-
вано вiрогiдних змiн вмiсту ТБК-активних продуктiв i КГ бiлкiв та активностi каталази
в порiвняннi з контролем, на вiдмiну вiд дiї самого ДМГ (див. рис. 2, 3), активнiсть СОД
при дiї МI-1 частково пригнiчується. Таким чином, отриманi данi свiдчать, що МI-1 сприяє
нормалiзацiї вмiсту продуктiв перекисного окиснення лiпiдiв, окисної модифiкацiї бiлкiв
i активнiсть антиоксидантних ферментiв, що порушуються при дiї ДМГ.
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O.M. Filinska, S.V. Yablonska, O.V. Lynchak, A. P. Burlaka,

G.V. Ostrovska, T. V. Rybalchenko, E. V. Lukyanchuk

The influence of maleimide derivative on the development oxidative

stress of liver in 1,2-dimethylhydrazine-induced colon cancer in rats

The antioxidant system status, content of lipid and protein peroxidation products of liver rat, and
the rate of production of DNA oxidative damage molecular marker — 8-oxoG under the influence
of maleimide derivative 1-(4-Cl-benzyl)-3-Cl-4-(CF3-phenylamino)-1H-pyrrol-2,5-dione (MI-1) in
1,2-dimethylhydrazine-induced experimental colon carcinogenesis in rats are studied. MI-1 reduces
the changes in the content of TBA-active products and plasma membrane protein carbonyl groups,
SOD and catalase activities of rats liver, and the rate of production of DNA oxidative damage
molecular marker which are induced by DMH.
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