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Дiя паклiтакселу на стiйку до препарату лiнiю клiтин

анапластичного раку щитоподiбної залози КТС-3

Вивчено дiю протипухлинного засобу паклiтакселу на клiтини стiйкiшої до препарату

порiвняно з iншими лiнiї раку щитоподiбної залози КТС-3. Показано, що у присутностi

паклiтакселу в пухлинних клiтинах активацiя апоптозних процесiв виявляється через

18 год пiсля початку iнкубацiї. Можливим механiзмом iнiцiацiї апоптозу є активацiя

транскрипцiйного чинника ATF-2 та фосфорилювання Bcl-2 в умовах зупинки клiтин-

ного циклу.

Бiльшiсть лiнiй анапластичного раку щитоподiбної залози (АТС) характеризуються висо-
кою чутливiстю до паклiтакселу — високоефективного препарату, що успiшно використо-
вується для лiкування деяких форм раку [1]. Показано, що паклiтаксел iнiцiює в пухлинних
клiтинах щитоподiбної залози апоптознi процеси, якi призводять до їх загибелi [2]. Проте
є клiтиннi лiнiї, якi виявляють значну стiйкiсть до дiї препарату, до яких належать клiти-
ни КТС-3. Дослiдження механiзмiв дiї паклiтакселу на стiйкi клiтини має велике значення
для розробки способiв пригнiчення механiзмiв, якi беруть участь у набуттi резистентностi
клiтин до цього протипухлинного препарату.

Метою дослiдження було вивчення дiї паклiтакселу на клiтини найстiйкiшої лiнiї ана-
пластичного раку щитоподiбної залози, КТС-3.

Клiтини KTC-2 та KTC-3 були одержанi з Медичного унiверситету Кавасакi (Окiяма,
Японiя). Клiтини культивували в середовищi RPMI-1640, що мiстило 5% бичачої сирова-
тки, 1% пенiцилiну/стрептомiцину, в атмосферi з 5% CO2 при 37 ◦C протягом 2 дiб, про-
мивали 2 рази PBS-буфером (80 мМ ортофосфат натрiю однозамiщений, 20 мМ ортофос-
фат натрiю двозамiщений, 100 мМ хлорид натрiю, pH 7,4) i замiнювали середовище. Через
24 год вносили розчинений у диметилсульфоксидi (ДМСО) таксол фiрми “Wako Chemicals”
(Японiя) i збирали клiтини через визначенi промiжки часу. В контрольнi проби вносили
в такiй же кiлькостi ДМСО. По закiнченнi iнкубацiї клiтини двiчi промивали холодним
(2 ◦С) буфером PBS, що мiстив пiрофосфат та ортованадат натрiю, збирали в 1 мл буфера
PBS i осаджували протягом 3 хв при 1000 об/хв i 2 ◦С. Одержання клiтинних бiлкiв та
вестерн-блотинг проводили за методикою, що описана ранiше [2]. У дослiдженнi викорис-
тано полiклональнi антитiла до ПАРП (полi-АДФ-рибозо-полiмераза), фосфоформ бiлкiв
Bcl-2, ATF-2, pRb, мiченi пероксидазою хрону вториннi антитiла вiд фiрми “Cell Signaling
Technology” (США). Комплекси бiлкiв з антитiлами вiзуалiзували за допомогою реагенту
ECL (“Amersham Life Science”, Велика Британiя). Визначення виживаностi клiтин анаплас-
тичного раку проводили, культивуючи клiтини в 96-лункових планшетах з пласким дном
у середовищi RPMI-1640, що мiстило 5% FBS. Суспензiю клiтин (100 мкл, 1000 клiтин)
вносили в лунки i iнкубували протягом 24 год. Паклiтаксел, розчинений у ДМСО, дода-
вали в об’ємi 10 мкл у концентрацiях, що зростали, по 6 лунок на кожну концентрацiю.
У контрольнi проби додавали у такiй же кiлькостi ДМСО. Пiсля iнкубацiї в лунки додава-
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Рис. 1. Вплив паклiтакселу (Ptx) на виживанiсть клiтин анапластичного раку лiнiй КТС-2 та КТС-3.
a — 48 год, б — 72 год iнкубацiї. За 100% приймали виживанiсть клiтин у пробах без паклiтакселу. M±SD,
n = 6

Рис. 2. Залежнiсть iнтенсивностi розщеплення ПАРП (1 ), фосфорилювання антиапоптозного бiлка Bcl-2
(2 ), транскрипцiйного чинника ATF-2 (3 ) та пухлинного супресора pRb (4 ) вiд часу iнкубацiї клiтин КТС-3
з 25 нМ паклiтакселу

ли по 11 мкл розчину з набору для пiдрахунку клiтин (CCK-8, Dojin, Японiя), iнкубували
протягом 1 год при 37 ◦С i вимiрювали оптичну густину при 450 нм.

Паклiтаксел викликає дозозалежну загибель клiтин АТС (рис. 1). Проте порiвняння
лiнiй КТС-2 та КТС-3 показало, що остання клiтинна лiнiя є набагато стiйкiшою. Через
48 год iнкубацiї з паклiтакселом кiлькiсть клiтин КТС-2, що вижили, становила менше 20%,
через 72 год — їх кiлькiсть знижувалася до 4%. Водночас для клiтин КТС-3 вiдмiчено
зниження виживаностi тiльки на 30–40% через 48 год iнкубацiї з препаратом i на 50% через
72 год (див. рис. 1).

Причиною загибелi клiтин анапластичного раку є iндукованi паклiтакселом апоптознi
та некротичнi процеси. Аналiз бiохiмiчних механiзмiв апоптозу показав, що розщеплення
бiлка ПАРП, яке здiйснюється каспазою-3 i є свiдченням незворотностi апоптозних проце-
сiв, починається через 18 год iнкубацiї (рис. 2, 1 ), тодi як у клiтинах КТС-2 цей процес
стартує починаючи з 12 год [2]. Можливим механiзмом iнiцiацiї апоптозу в пухлинних клi-
тинах є фосфорилювання антиапоптозного бiлка Bcl-2, яке призводить до його iнактивацiї
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та деградацiї в протеасомах [3–5]. З рис. 2, 2 видно, що фосфорилювання Bcl-2 збiгає-
ться у часi з розщепленням ПАРП. Одночасно активується транскрипцiйний фактор ATF-2
(див. рис. 2, 3 ), який є кiнцевою ланкою проапоптозних сигнальних каскадiв i фосфoрилю-
ється ключовими протеїнкiназами JNK та p38MAPK [6–8].

Вивчення активностi пухлинного супресора — бiлка ретинобластоми pRb, який контро-
лює вхiд клiтини у фазу синтезу клiтинного циклу (G1/S перехiд), показало, що у пер-
шi 6 год фосфорилювання pRb по 807/811 залишках серину помiтно посилюється (див.
рис. 2, 4 ). Це свiдчить про iнактивацiю супресора i вказує на певнi мiтогеннi властивостi
паклiтакселу, який сприяє прогресу клiтинного циклу. Пiсля 6 год iнкубацiї клiтин з пре-
паратом спостерiгається зворотний процес — активацiя pRb, яка свiдчить про гальмування
або повну зупинку клiтинного циклу. Звертає на себе увагу той факт, що активацiя бiлка
ретинобластоми збiгається у часi з активацiєю ATF-2, фосфорилюванням Bcl-2 та розще-
пленням ПАРП.

Таким чином, причиною стiйкостi клiтин КТС-3 до паклiтакселу, можливо, є запiзнiла,
порiвняно з клiтинами iнших лiнiй, активацiя апоптозних процесiв, а тригерним механiзмом
такої активацiї може бути зупинка клiтинного циклу.
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Действие паклитаксела на устойчивую к препарату линию клеток

анапластического рака щитовидной железы КТС-3

Изучено действие противоопухолевого средства паклитаксела на клетки более устойчивой

к препарату по сравнению с другими линии рака щитовидной железы КТС-3. Показано, что

в присутствии паклитаксела в опухолевых клетках активация апоптических процессов

проявляется через 18 ч после начала инкубации. Возможным механизмом инициации апоп-

тоза является активация транскрипционного фактора ATF-2 и фосфорилирование Bcl-2

в условиях остановки клеточного цикла.

178 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2012, №7



V.V. Pushkarev, O. I. Kovzun, V. M. Pushkarev, O.A. Statsenko,

Corresponding Member of the NAS of Ukraine M. D. Tronko

Paclitaxel action on thyroid anaplastic cancer cell line KTC-3 stable to

drug

The effects of antitumoral drug paclitaxel on a more stable — comparing to others — cell line

КТС-3 of thyroid anaplastic cancer are studied. It is shown that, in the presence of paclitaxel, the

activation of apoptotic processes in cancer cells is observed in 18 h after the beginning of incubation.

Activation of transcription factor ATF-2 and Bcl-2 phosphorylation under conditions of cell cycle

arrest appears to be a possible mechanism of apoptosis initiation.
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