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ЕФЕКТИ НОВОГО ЛІКУВАЛЬНОГО ГЕЛЮ ПРИ ЕКС-
ПЕРИМЕНТАЛЬНОМУ СТОМАТИТІ

У дослідах на білих щурах вивчали захисний вплив
нового лікувального гелю на процеси регенерації в сли-
зовій оболонці рота при експериментальному травматич-
ному стоматиті. Аплікації розробленого лікувального ге-
лю прискорювали терміни лікування, нормалізуючи біо-
хімічні показники, які характеризують стан перекисного
окиснення ліпідів і рівень маркерів запалення слизової
оболонки порожнини рота, та чинили захисну дію на пе-
ребіг ранового процесу і загоювання слизової оболонки
рота у щурів.
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ANTI-INFLAMMATORY AND WOUND HEALING

EFFECTS OF NEW TREATMENT GEL UNDER EXPERI-
MENTAL STOMATITIS

The protective effects of the new treatment gel upon the
regenerative processes in oral mucous membrane under the
experimental trauma stomatitis were studied during the ex-
periments of white rats. The application of the elaborated
treatment gel shortened the terms of treatment, improved the
biochemical indices, that characterize LPO state and the lev-
el of markers of inflammation in the oral mucosa, and made
protective influence upon the course of wound process and
healing of rats’ oral mucosa.
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Вступ

Внаслідок окисно-відновних
реакцій в організмі людини та
тварини постійно відбуваєть-
ся генерація активних форм
кисню (АФК), які відіграють
важливу роль у багатьох про-
цесах — клітинній проліфера-
ції, синтезі біологічно актив-
них речовин, передачі сигналів
у регуляторних системах, ін-
дукції апоптозу [1].
Для запобігання надмірному

утворенню АФК у клітині та
нейтралізації їх ушкоджуваль-
ної дії в організмі існує антиок-
сидантна система (АОС) за-
хисту, важливими складовими
якої є антиоксидантні ензими
(АОE) — супероксиддисмута-
за (СОД, КФ 1.15.1.1) і глута-
тіон-залежні глутатіонперокси-
даза (ГП, КФ 1.11.1.9), глута-
тіонредуктаза (ГР, КФ 1.8.1.7)

та глутатіон-S-трансфераза
(ГТ, КФ 2.5.1.18). Антиокси-
дантні ензими характеризу-
ються високою специфічністю
дії та здатні перехоплювати
АФК, перетворюючи їх на
менш шкідливі сполуки, або ж
нейтралізувати джерело їх ви-
никнення.
Надмірна активація про-

цесів вільнорадикального пе-
реокиснення спричинює каскад
негативних реакцій і патологіч-
них змін, які лежать в основі
багатьох захворювань людини
та тварин. Зокрема, вільні ра-
дикали залучені до порушення
експресії генів, які контролю-
ють ріст і диференціації клітин
і відіграють важливу роль у
розвитку злоякісних пухлин
[2].
Відомо, що ракові клітини

посилено продукують АФК і
зазнають більшого оксидатив-

ного стресу порівняно з нор-
мальними через підвищену ме-
таболічну активність, онко-
генну стимуляцію та порушен-
ня у функціонуванні електрон-
транспортного ланцюга міто-
хондрій [3]. Загалом трансфор-
мованим клітинам властивий
підвищений антиоксидантний
потенціал як пристосування
до внутрішнього оксидатив-
ного стресу, проте дані щодо
функціонального стану окре-
мих АОЕ суперечливі, оскіль-
ки їх експресія й активність
залежать від типу, походжен-
ня та ступеня диференціації
клітин [4–8]. Дослідження ста-
ну АОЕ та пошук способів
модуляції їх активності в он-
котрансформованих клітинах
є актуальними, оскільки мо-
жуть сприяти розробці стра-
тегій пригнічення пухлинного
росту.
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Сьогодні значну зацікав-
леність викликає новий клас
вуглецевих наноструктур —
фулерени С60, яким притаманні
унікальні фізико-хімічні влас-
тивості та біологічна актив-
ність. Завдяки сферичній фор-
мі, малим розмірам (0,72 нм у
діаметрі) та гідрофобним влас-
тивостям молекула С60 може
локалізуватись у клітинній
мембрані та проникати всере-
дину клітин [9; 10], а через на-
явність кон’югованої системи
подвійних міжвуглецевих зв’яз-
ків — взаємодіяти з вільними
радикалами та нейтралізувати
їх.
Мета роботи — порівняль-

на оцінка активності антиок-
сидантних ензимів у клітинах
різних типів і походження —
нормальних попередниках Т-
лімфоцитів (ізольовані тимо-
цити щура), трансформованих
Т-лімфоцитах L1210 і клітинах
асцитної карциноми Ерліха у
контролі та за умови преінку-
бації з фулереном С60.

Матеріали та методи
дослідження

Тимоцити одержували шля-
хом протирання тимуса щурів
(маса 120–150 г) лінії Вістар
через чотири шари нейлонової
сітки у середовище RPMI-1640
рН 7,4. Отриману суспензію
центрифугували (600 g, 10 хв),
а осад клітин ресуспендували
до концентрації 2–5 · 106 кл/мл.
Клітини лінії L1210 (лімфо-

їдної лейкемії) й асцитної кар-
циноми Ерліха (АКЕ) (рак мо-
лочної залози) отримували з
банку клітинних ліній Інститу-
ту експериментальної патоло-
гії, онкології та радіобіології
імені Р. Є. Кавецького НАН
України. Клітини L1210 при-
щеплювали мишам гібридів F1
DBA2, а клітини АКЕ — без-
породним мишам масою 20 г.
При роботі з тваринами до-
тримувалися Міжнародних
принципів Європейської кон-
венції про захист хребетних
тварин.
Кількість клітин підрахову-

вали за допомогою мікроско-

па «ЛОМО» Р12 (РФ) у ка-
мері Горяєва з використанням
0,4%-го розчину трипанового
синього.
Стабільні водні колоїдні роз-

чини фулеренів С60 (чистота
більше 99,5 %) отримано у
хімічній лабораторії Технічно-
го університету м. Ільменау
(ФРН) [11].
Клітини (0,5–2 · 106 кл/мл)

інкубували впродовж 1 год при
температурі 37 °С у середо-
вищі RPMI-1640 за відсут-
ності фулерену С60 або за його
присутності у кінцевій концен-
трації 10-5 М. Після цього клі-
тини осаджували (600 g, 5 хв),
переводили у 10 мМ трис-НСl
буфер (рН 8,0) і заморожува-
ли у скрапленому азоті. Після
розморожування лізат оброб-
ляли у гомогенізаторі Потте-
ра, отриманий після центрифу-
гування (1500 g, 15 хв) супер-
натант (клітинний екстракт)
використовували для спектро-
фотометричного визначення
ензиматичної активності.
Активність СОД визначали

за здатністю ензиму інгібува-
ти реакцію відновлення нітро-
синього тетразолію (НСТ) [12],
активність ГП — за нагрома-
дженням окисненого глутатіо-
ну (GSSG), утвореного при
нейтралізації Н2О2 [13], ак-
тивність ГТ — за швидкістю
утворення кон’югата глута-
тіону з 1-хлор-2,4-динітробен-
золом [13].
Кількість білка оцінювали

за методом Бредфорд.

Розрахунки, статистичну
обробку даних і побудову гра-
фіків проводили на IBM PC з
використанням загальноприй-
нятих методів варіаційної ста-
тистики та спеціалізованих
прикладних програм Excel і
Origin.

Результати дослідження
та їх обговорення

Представником першої лінії
антиоксидантного захисту є
СОД, яка здійснює реакцію
дисмутації супероксидних ані-
он-радикалів, перетворюючи
їх на менш реакційно здатні
молекули Н2О2. На рис. 1 на-
ведено кінетику реакції від-
новлення НСТ у контролі (без
білка) та за умови внесення у
пробу клітинних екстрактів
(100 мкг білка). Лінійна залеж-
ність відновлення НСТ спосте-
рігається у часовому діапазоні
до 2 хв, після чого криві вихо-
дять на плато. У разі внесен-
ня екстрактів клітин L1210 і
АКЕ ступінь пригнічення ре-
акції відновлення НСТ є біль-
шою (у 2,1 та 1,7 разу відпо-
відно), ніж у разі внесення екс-
тракту тимоцитів (у 1,2 разу).
Відомо, що СОД конкурує з
індикаторною молекулою —
нітросинім тетразолієм за су-
пероксидний аніон-радикал,
тому що більше пригнічується
відновлення НСТ, то вищою є
супероксиддисмутазна актив-
ність препарату. Отримані да-
ні вказують, що супероксид-
дисмутазна активність транс-
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Рис. 1. Кінети-
ка реакції віднов-
лення нітросиньо-
го тетразолію як
показник супер-
оксиддисмутазної
активності клі-
тинних екстрак-
тів, M±m, n=6:
1 — контроль;
2 — тимоцити;
3 — АКЕ; 4 —
L1210
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формованих клітин L1210 і
АКЕ є вищою, ніж у нормаль-
них Т-клітин.
Для кількісної оцінки вели-

чини супероксиддисмутазної
активності  клітинних  екс-
трактів реакцію проводили
впродовж 2 хв, тобто за умо-
ви  розвитку  її  початкової
швидкості.
Важливу роль у знешко-

дженні АФК у клітині відіграє
глутатіон-залежна АОС. Глу-
татіонпероксидаза каталізує
відновлення утвореного у су-
пероксиддисмутазній реакції
Н2О2 до води, а органічних
гідропероксидів — до гідро-
сполук і перериває ланцюгові
реакції внутрішньоклітинного
переокиснення. Таким чином,
ГП запобігає нагромадженню
токсичних вторинних продук-
тів пероксидації, але не забез-
печує їх знешкодження. Цю
функцію виконує інший ензим
глутатіон-залежної АОС —
ГТ, яка забезпечує кон’югацію
глутатіону з електрофільними
субстратами — продуктами
пероксидного окиснення ліпідів,
а також використовує глутат-
іон (GSH) для утворення змі-
шаних дисульфідів з окиснени-
ми SH-групами білків та їх по-
дальшого відновлення.

На рис. 2 подано залеж-
ність швидкості глутатіон-
пероксидазної (а) та глутатіон-
трансферазної (б) реакцій від
концентрації білка клітинного
екстракту у пробі. Лінійний
приріст швидкості реакції спо-
стерігається за підвищення
вмісту білка до 30 мкг. Слід
зазначити, що рівень продук-
тів, нагромаджених як у глу-
татіонпероксидазній, так і глу-
татіонтрансферазній реакціях,
був вищим у разі внесення у
пробу екстрактів трансформо-
ваних клітин.

Для кількісної оцінки величи-
ни активності глутатіон-залеж-
них ензимів у проби вносили
25 мкг білка клітинних екс-
трактів.
Дані щодо розрахованої пи-

томої активності АОЕ у дослі-
джуваних клітинах наведено у
табл. 1. У трансформованих
клітинах L1210 і АКЕ актив-
ність антиоксидантних ензимів
була вищою, порівняно з тимо-
цитами: активність СОД — у
3,9 та 3,6 разу, активність ГП
— у 3,1 та 2,9 разу, а ГТ — у
1,9 та 2,5 рази відповідно.

Таблиця 1
Супероксиддисмутазна, глутатіонпероксидазна

та глутатіонтрансферазна активність екстрактів тимоцитів,
клітин L1210 та АКЕ у контролі та за умови преінкубації

з фулереном С60 (10-5 М), M±m, n=5

Примітка. * — р≤0,05 порівняно з пробою, інкубованою без С60.

супероксид-
дисмутазна,
ум. од./
мг білка

глутатіон-
пероксидазна,
мкмоль GSSG/
(мг білка · хв)

глутатіонтранс-
феразна, нмоль
кон’югату/

(мг білка · хв)

Ензиматична активність

Тимоцити 2,91±0,10 98,80±5,50 41,90±2,07
+С60 2,45±0,09 81,00±3,40 44,10±2,09

L1210 11,31±0,54 307,80±9,24 81,30±3,72
+С60 6,02±0,31* 306,10±9,45 86,58±3,48

АКЕ 10,51±0,45 288,30±8,90 106,00±4,75
+С60 12,35±0,58 278,60±4,10 111,30±5,47

Тип клітин

1

2

3

0 10 20 30 40 50
Білок, мкг

20

18

16

14

12

10

8

6

4

2

0

мкмоль GSSG / хв

а

0 10 20 30 40 50
Білок, мкг

6

5

4

3

2

1

0

нмоль глутатіонового кон’югату / хв

1

2

3

б

Рис. 2. Залежність швидкості глутатіонпероксидазної (а) та глутатіонтрансферазної (б) реакції
від концентрації білка, M±m, n=6: 1 — L1210; 2 — АКЕ; 3 — тимоцити
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Відомо, що АФК здатні ак-
тивувати низку кіназ, фосфа-
таз і транскрипційних факторів
та діяти як вторинні месендже-
ри, що прискорюють клітинну
проліферацію. Посилена гене-
рація АФК у трансформова-
них клітинах — це ендогенне
джерело ДНК-ушкоджуваль-
них агентів, які спричинюють
генетичну нестабільність і при-
скорюють малігнізацію. Так,
показано пригнічення динаміки
пухлинної трансформації клі-
тин у разі посилення експресії
СОД [4].
Низька активність АОЕ ха-

рактерна для малодиференційо-
ваних клітин, що швидко про-
ліферують, а також для пер-
винних ракових клітин, яким
властива висока швидкість по-
ділу. Це пов’язано зі здатністю
АФК активувати низку кіназ,
фосфатаз і транскрипційних
факторів та діяти як вторинні
месенджери, що прискорюють
клітинну проліферацію.
Активність АОЕ може змі-

нюватись у процесі набуття
клітиною злоякісного феноти-
пу. Підвищену активність АОС
виявлено у багатьох малігнізо-
ваних клітинах. У хворих на
лейкемію показано підвищене
продукування супероксиданіо-
на лейкоцитами на фоні підви-
щеної супероксиддисмутазної
та глутатіонпероксидазної ак-
тивності, що свідчить про м’я-
кий оксидативний стрес [5].
Супероксиддисмутазна актив-
ність підвищена, зокрема, у
клітинах ниркової аденокар-
циноми [6] та колоректально-
го раку [7] порівняно з гісто-
логічно незміненою тканиною,
а також у андроген-нечутли-
вих малігнізованих клітинах
простати РС-3 та DU145 [8].
При дослідженні загальної су-
пероксиддисмутазної актив-
ності й активності мітохонд-
ріальної MnСОД у клітинних
лініях панкреатичної адено-
карциноми встановлено, що
показники залежать від ступе-
ня диференціації  клітин і є
значно вищими у диференційо-
ваних метастазуючих клітинах

Capan 1 порівняно з показни-
ками у нормальних первинних
культурах [4]. Припускають,
що посилення антиоксидант-
ної активності є не лише адап-
тацією до стресу, але й однією
з умов виникнення стійкості
трансформованих клітин до
лікарських препаратів.
Оскільки АОЕ відіграють

важливу роль у канцерогенезі
та забезпеченні  життєздат-
ності трансформованих клі-
тин, не виключено, що шля-
хом модуляції антиоксидант-
но-прооксидантної рівноваги
можна впливати на ці проце-
си. У зв’язку з цим нами було
досліджено активність АОЕ у
клітинах, що були преінкубо-
вані з фулереном С60 упро-
довж 1 год. Згідно з даними
літератури, час, необхідний
для проникнення фулерену С60
і його похідних через плазма-
тичну мембрану та нагрома-
дження всередині клітин різ-
них типів, коливається від 30 хв
до 4 год [14].
Преінкубація з фулереном

С60 не впливала на активність
АОЕ у тимоцитах і клітинах
АКЕ, але призводила до віро-
гідного (на 55,4 %, див. табл. 1)
зниження активності СОД у
клітинах L1210.
Виявлена вибірковість дії

фулерену С60 свідчить скоріше
не про безпосередню взаємо-
дію наночастинок з ензимами,
а про втручання фулерену у
процес продукування АФК у
клітинах. Відомо, що фулерен
С60 є вловлювачем АФК, зок-
рема супероксиданіона. Моле-
кулярними механізмами реалі-
зації антиоксидантної дії фуле-
рену є або безпосередня взаємо-
дія О2

– з системою високо-
кон’югованих подвійних зв’яз-
ків з утворенням радикала
С60

.–, або каталітична дисму-
тація супероксиданіона на по-
верхні наночастинки, що пока-
зано, зокрема, для монома-
лоніл-похідного С60, яке розгля-
дають як міметик СОД [15].
Пригнічення активності СОД у
преінкубованих з С60 клітинах
L1210 може бути спричинене

зниженням вмісту АФК у клі-
тинах за дії С60 і, як наслідок,
зниженням експресії СОД як
індуцибельного ензиму . Такі
властивості фулеренів С60 ука-
зують на можливість їх викорис-
тання для контролювання внут-
рішньоклітинної прооксидантно-
антиоксидантної рівноваги у
трансформованих клітинах.

Висновки

Показано, що трансформо-
вані клітини лімфоїдного лей-
козу L1210 і асцитної карцино-
ми Ерліха характеризуються
вищим рівнем активності СОД,
ГП, ГТ порівняно з нормальни-
ми попередниками Т-лімфо-
цитів. Виявлено зниження су-
пероксиддисмутазної актив-
ності у клітинах L1210 після їх
преінкубації з фулереном С60,
що вказує на можливість ви-
користання цих вуглецевих
наноструктур для модуляції
активності АОС у трансфор-
мованих клітинах.
Робота  виконана  за  під-

тримки гранту НАН України
№ 0110U005962.
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Михайлова, Д. В. Франскевич, О. П. Матишевська
ПОКАЗНИКИ АКТИВНОСТІ АНТИОКСИДАНТНОЇ

СИСТЕМИ У НОРМАЛЬНИХ І ТРАНСФОРМОВАНИХ
КЛІТИНАХ

Показано, що у трансформованих лімфоцитах (лейкоз
L1210) і клітинах асцитної карциноми Ерліха активність
супероксиддисмутази, глутатіонтрансферази та глутатіон-
пероксидази є вищою, ніж у нормальних Т-лімфоцитах
(ізольовані тимоцити щура). У разі обробки клітин L1210
фулереном С60 (10-5 М) виявлено зниження супероксиддис-
мутазної активності, що свідчить про здатність фулере-
ну С60 модифікувати антиоксидантну активність транс-
формованих клітин.

Ключові слова: тимоцити, клітини L1210, асцитна кар-
цинома Ерліха, супероксиддисмутаза, глутатіонперокси-
даза, глутатіон-S-трансфераза, фулерен С60.
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Mykhailova, D. V. Franskevich, O. P. Matyshevska
PARAMETERS OF ANTIOXIDANT ACTIVITY IN

NORMAL AND TRANSFORMED CELLS
Activity of superoxide dismutase (SOD) and glutathione-

dependent enzymes — peroxidase and transferase are shown
to be increased both in transformed lymphocytes (leucosis
L1210) and Erlich ascitic carcinoma cells as compared with
normal T-lymphocytes (isolated rat thymocytes). Treatment
of L1210 cells with 10-5 M fullerene C60 was followed by de-
crease of SOD activity, indicating on ability of fullerene C60
to modify antioxidant activity of transformed cells.

Key words: thymocytes, L1210 cells, ACE, superoxide dis-
mutase, glutathione peroxidase, glutathione-S-transferase,
fullerene C60.

Вступ

Останніми роками вивчення
патології щитоподібної залози,
зокрема гіпертиреозу, та мож-
ливості її корекції з кожним
днем набувають усе більшої
актуальності, тому що в Украї-
ні проблеми, пов’язані з цією
патологією, стрімко поширю-
ються серед населення як до-
рослого, так і дитячого віку
[1]. У патогенезі гіпертиреозу
важливу роль відіграють не

тільки патологічні зміни щито-
подібної залози, але й дисфунк-
ція інших внутрішніх органів.
У першу чергу, заслуговують
на увагу та потребують ре-
тельного вивчення морфофунк-
ціональні особливості нирок,
які є еферентною ланкою у
підтримці водно-сольової та
кислотно-лужної рівноваги,
головним органом виділення
проміжних продуктів обміну,
які утворюються в організмі
при тиреотоксикозі. Відомо,

що на фоні гіпертиреоїдного
статусу організму спостері-
гається активізація основних
компонентів ренін-ангіотензи-
нової системи (РАС): підви-
щення біосинтезу ангіотензи-
ногену, стимуляція активності
реніну плазми крові, ріст екс-
пресії АТ1 субпопуляції рецеп-
торів ангіотензину-ІІ в нирках
і серці [2; 3]. У дослідженнях
in vitro доведено, що тиреоїдні
гормони безпосередньо стиму-
люють біосинтез і секрецію
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