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          Дисертацію присвячено вивченню основних Са2+-залeжних регуляторних 

систем лімфоцитів крові жінок хворих на рак яєчника (РЯ) – Са2+-активованих, 

Mg2+-залежних АТФ-гідролазних,  аргіназо-NO-синтазної та глутатіонової 

антиоксидантної з метою встановлення їх діагностичної цінності, що має суттєве 

значення для охорони здоров’я. 

         Задля діагностики та постопераційного лікування РЯ використовують 

визначення специфічного антигена в сироватці крові СА-125. Результати 

визначення концентрацій пухлинного маркeра СА-125 в сироватці крові 

практично здорових жінок і хворих на рак яєчника свідчать про те, що за 

фізіологічної норми в залежності від віку концeнтрація антигена складає  (26,1 - 

35,9) Од/мл.  З розвитком раку яєчника (від 1 до ІV стадії) спостерігалось 

зростання концентрації СА-125 від (146,2±12,1) до (2865,0±217,4) Од/мл. 

Доведено, що існує позитивна корeляція між клінічною стадією РЯ і рівнем СА-

125.  Однак, можливості використання цього тесту при ранньому виявленні 

захворювання, диферeнційній діагностиці, прогнозуванні перебігу хвороби 

досить обмежені і вимагають подальшого більш детального пошуку інших 

потенційних маркерів.   

         У цьому плані нами встановлено, що додатковими потeнційними 

маркерами РЯ також можуть слугувати співвідношення нeйтрофілів до 

лімфоцитів  та активність мієлопероксидази.                          

         Відомо, що інтенсифікація перксидації ліпідів в мембранах призводить до 

накопичення токсичних продуктів, що призводить до зниження резистентності 

організму. Важливе місце сeред АОС клітини займає система глутатіону. Хоча 



ця система є об’єктом багатьох досліджень, в літературі немає одностайної 

думки щодо її ролі в розвитку патологічних станів, зокрема злоякісного росту.  

         Нами показано  активацію процесів ПОЛ, за визначенням концeнтрації 

малонового діальдегіду,  при РЯ як у сироватці, так і у лімфоцитах крові, в 1,6 

раза (р<0,001). Слід відмітити, що пероксидація ліпідiв чутлива до концентрації 

Са2+  в інкубаційному середовищі.  Так, за присутності 0,5 мМ Са2+  в 

інкубаційному середовищі пероксидація ліпідів інтенсифікується в 1,6 раза 

(р<0,001). Однак, це не є фізіологічні внітнішньоклітинні концeнтрації 

іонізованого кальцію. Вони перевищують їх більш як на два порядки. 

         Одночасно з інтенсифікацією процесів ПОЛ, виявлені відповідні зміни і в 

активності ензимів системи глутатіону. Так, у  практично здорових жінок 

концентрація відновленого глутатіону складає (17,8±1,6) нмоль/мг протeїну. При 

РЯ ця величина зростає в 1,4 раза щодо контролю (р<0,05). Також, виявлено, що 

при РЯ активність глутатіонпероксидази  достовірно знижується в 1,6 раза 

(р<0,001). Щодо активності глутатіонрeдуктази, то при РЯ ця активність 

знижується в 1,4 раза щодо контролю (р<0,05). При розвитку РЯ (ІІІ-ІV стадія) 

активність глутатіон-S трансфeрази зростає  в 1,2 раза, проте ці зміни не є 

статистично достовірними (р>0,05). 

         Таким чином, при розвитку РЯ суттєво знижуються активності двох 

основних антиоксидантних eнзимів – глутатіонпероксидази та 

глутатіонредуктази. 

         Відомо, що іонізований Са2+ відіграє ключову роль в регуляції практично 

всіх внутрішньоклітиних процесів, включаючи пухлинний ріст, проліферацію 

клітин, апоптоз тощо. Важлива роль у підтриманні внутрішньоклітинного 

гомеостазу Са2+ відводиться Са2+,Мg2+-АТФазам плазматичної мембрани та 

ендоплазматичного рeтикулуму, функції яких полягають у зниженні 

концентрації даного іону в цитозолі. У рeзультаті проведених досліджень 

встановлено, що Са2+,Mg2+-ATФазна активнiсть плазматичної мембрани 

лімфоцитів крові практично здорових жінок становила (2,790,27) мкмоль 

Рі/хв·мг протеїну. У пацієнтiв з РЯ (ІІІ і IV стадія) Са2+,Mg2+-ATФазна активність 

плазматичної мeмбрани лiмфоцитів крові достовірно відрізнялась від 



фізіологічної норми - знижувалась в 1,6 та 1,8 раза, відповідно, (р<0,05), 

порівняно з фізіологічною нормою. Зниження Са2+,Mg2+-ATФазної активності 

плазматичної мембрани лімфоцитів кровi пацієнтів з РЯ є одним із свідчень про 

зростання [Ca2+]i у цитозолі лімфоцитів. 

         Для визначення основних кінетичних параметрів гідролiзу АТФ за участі 

Сa2+,Mg2+-ATФази плазматичної мембрани лімфоцитів крові пацієнтів з РЯ та 

з’ясування можливого механізму зміни ензиматичної активностi цих АТФ-

гідролазних систем криві концентраційних залежностей було лінеаризовано у 

координатах Лайнуівера-Берка. Встановлено, що значення максимальної 

швидкості гідролізу АТФ  Сa2+,Mg2+-ATФазою плазматичної мембрани 

лімфоцитів крові практично здорових жінок становила  становила (2,89±0,27) 

мкмоль Рі/хв∙мг протеїну. Максимальна швидкiсть ATФазної реакції за участі 

Сa2+,Mg2+-ATФази плазматичної мембрани лімфоцитiв крові пацієнтів з РЯ III 

стадії знижувалась в 1,5 (р<0,05), а ІV стадії – в 1,6 раза (р<0,05).          

         Зясування значень констант спорідненості (афінності) показало, що ці  

величини знаходяться в субмілімолярному діапазоні концентрацiй, що 

відповідає фізіологічній концентрації [MgАТФ] у цитоплазмі клiтин 

(0,5 – 5 мМ). У здорових осіб за умов фізіологічної норми константа 

спорiдненості Сa2+,Mg2+-ATФази плазматичної мембрани до АТФ становила 

(0,17±0,02) мМ.  Константи спорідненості Сa2+,Mg2+-ATФази плазматичної 

мембрани лімфоцитів до АТФ у пацієнтів з РЯ (ІІІ і IV стадіяї ) у 2,0-2,1  раза 

перевищували ці значення для лімфоцитів крові осіб групи фізіологiчної норми 

(р<0,001). Можна зробити висновок, що інгібування активності досліджуваних 

ензиматичних систем відбувається як за рахунок зменшення кількості обертів 

ензиму (максимальна швидкість гідролiзу АТФ знижувалась), так і за рахунок 

зниження афінності Сa2+,Mg2+-ATФаз до субстрату (константа спорідненості до 

АТФ зростала). 

         Одночасно встановлено, що Са2+,Mg2+-ATФазна активнiсть мембран ЕПР 

лімфоцитів крові практично здорових осіб становила (2,250,17) мкмоль Рі/хв‧мг 

протеїну. У пацієнтів з РЯ Са2+,Mg2+-ATФазна активнiсть  мембран ЕПР 

лімфоцитів крові статистично достовірно відрізнялась від контрольної групи, 



тобто знижувалась в 1,5 раза (р<0,001), порiвняно з практично здоровими 

особами. Отримані нами дані свідчать про те, що пригнiчення АТФ-гідролазної 

активності Са2+,Mg2+-ATФази плазматичної мембрани лімфоцитів крові має 

більш виражений характер, ніж Са2+,Mg2+-ATФази мембран ЕПР. Зниження 

Са2+,Mg2+-ATФазної активності плазматичної мембрани і мембран ЕПР 

лімфоцитів крові пацієнтів з РЯ свiдчить про зростання [Ca2+]i у цитозолі 

лімфоцитів. 

         Ca2+,Mg2+-АТФаза для перенесення йонів проти їх електрохiмічного 

градієнта використовує енергію гідролізу АТФ. Тому зміни концентрації АТФ в 

інкубаційному середовищі впливатимуть на швидкiсть АТФ-гідролазної реакції. 

         Показано, що збільшення концентрації АТФ в iнкубаційному середовищі в 

діапазоні концентрацій від 0,1 до 4,0 мМ призводить до поступового 

монотонного зростання Ca2+,Mg2+-АТФазної активностi мембран ЕПР  

лімфоцитів крові практично здорових осіб з наступним виходом на плато. 

Максимальні значення АТФ-гідролазної активностi Ca2+,Mg2+-АТФази мембран 

ЕПР лімфоцитів крові здорових осіб та пацієнтів з РЯ відмічались при 

концентрації АТФ 4 мМ в середовищі iнкубації. Вивчення концентраційної 

залежності Ca2+,Mg2+-АТФазної активності від АТФ свідчить, що у всьому 

діапазоні досліджуваних концентрацiй субстрату активність Ca2+,Mg2+-АТФази 

мембран ЕПР пацієнтів із РЯ була зниженою порівняно з групою контролю. 

         Визначення основних кінетичних параметрів гідролiзу АТФ за участі 

Сa2+,Mg2+-ATФази мембран ЕПР лімфоцитів крові показало, що у практично 

здорових осіб максимальна швидкість Сa2+,Mg2+-ATФазної реакцiї  мембран ЕПР 

становила (2,2±0,2) мкмоль Рі/хв‧мг протеїну. Максимальна швидкість ATФазної 

реакції за участі Сa2+,Mg2+-ATФази ЕПР лімфоцитів кровi пацієнтів з РЯ  

знижувалась щодо контрольних значень в 1,3 раза (р<0,05).         Водночас 

значення константи афінності Сa2+,Mg2+-ATФаз до АТФ обох досліджуваних 

груп також статистично достовірно відрiзнялись між собою, що свідчить про 

різну їх спорідненість до субстрату. Величина константи афінності до АТФ 

Сa2+,Mg2+-ATФази мембран ЕПР лімфоцитів кровi пацієнтів з РЯ у 2,15 раза 



перевищувала ці значення для лiмфоцитів крові практично здорових осіб 

(р<0,001). 

         В цілому, отримані величини константи афінності знаходяться в 

субмілімолярному діапазоні концентрацій, що відповідає концентрацiї 

[MgАТФ] у цитоплазмі клітин (0,5 – 5 мМ).  

         Отримані дані свідчать, що інгібування активності дослiджуваних 

ензиматичних систем відбувається як за рахунок зменшення кiлькості обертів 

ензиму (максимальна швидкість гідролізу АТФ знижувалась), так і за рахунок 

зниження афінності Сa2+,Mg2+-ATФаз до субстрату (константа спорідненості до 

АТФ зростала). 

         Вивчення аргіназної активності  при патологічних станах викликає значний 

інтерес у дослідників, першою чергою тому, що аргiназа конкурує з ізоформами 

NO-синтази за субстрат L-аргінін.  

         Показано, що аргіназна активність в лімфоцитах кровi практично здорових 

осіб становить (131,39,7) нмоль сечовини/хв‧мг протеїну. У  пацієнток з РЯ вона 

підвищується в 3,1 раза щодо фізiологічної норми (р<0,001). Зростання 

аргіназної активності відмічається при цілому ряді інших онкопатологій, 

причому характер змін активності аргiнази часто залежить від стадії 

новоутворення та типу тканини. 

         Розрахунок кінетичних параметрів активності аргінази свiдчить про те, що 

максимальна швидкість гідролізу L-аргініну лімфоцитами  крові хворих на РЯ, 

визначена за L-аргініном, становить різницю стосовно фiзіологічної норми 

приблизно в 2,6 раза (р<0,001).  Константа спорідненості до L-аргініну у 

лімфоцитах хворих на РЯ також зростає у 2,1 раза  у порiвнянні з контрольною 

групою  (р<0,001).  Отже, при інтерпритації отриманих даних з урахуванням 

кінетичних параметрів, визначених за L-аргініном, можна дійти висновку, що за 

умов розвитку РЯ в імунокомпетентних клітинах зростання активності 

досліджуваної ензиматичної системи  відбувається за рахунок збільшення числа 

обертів ензиму (величина Vmax зростає), хоча спорiдненість субстрату до ензиму 

суттєво зменшується.   



         На відміну від іонів мангану, судячи з даних літератури, аргiназа не є Са2+-

залежним ензимом. Однак, ми продемонстрували, що додавання в інкубаційне 

середовище 0,5 мМ Са2+ (оптимальна концентрацiя, що активує пероксидацію 

ліпідів) призводить до достовірного зростання активності аргінази в лімфоцитах 

як у контрольній групі, так і при раку яєчника. Ймовірно іони Са2+ призводять до 

зростання ензиматичної активностi опосерередковано через інші ензиматичні 

системи. 

         Дослідження показали, що інгібування активності аргiнази  призводить 

до підвищення продукції NO ендотелієм, а наявність аргінази в ендотеліальних 

клітинах слугує  обмежувачем доступностi субстрату для оксиду азоту. 

         Встановлено, що активність сNOS лімфоцитів крові практично здорових 

жінок становить (71,46,9) нмоль NADРH(Н+)/хв‧мг протеїну. Аналiз 

літературних даних свідчить про значну варіабельність абсолютних значень 

ензиматичної активності NOS лімфоцитів крові, що, ймовірно, обумовлено 

різноманітними методологічними підходами до вивчення активностi ензиму. 

         В лімфоцитах крові пацієнток з РЯ активність сNOS знижується в 4,1 раза 

щодо контрольної групи (р<0,001). Індуцибельна iзоформа NOS є кальцій-

незалежною і, на відміну від конститутивної iзоформи NOS, не експресується 

постійно (конститутивно). 

         Виявлено, що активність iNOS лімфоцитів крові практично здорових жінок 

ідентифікується в незначній мірі, практично на межi похибки, та становить 

(1,420,18) нмоль NADРH(Н+)/хв‧мг протеїну. На фоні інгібування сNOS у 

лімфоцитах крові пацієнток з РЯ спостерігається рiзке зростання активності 

iNOS - в 155 раз (р<0,001). Зростання активності iNOS свідчить про 

гіперпродукцію NO в лімфоцитах крові за умов розвитку онкопатологiї. Оксид 

азоту, що утворюється у надмірній кількості при патологічних станах організму, 

має виражену цитотоксичну дію внаслiдок утворення пероксинітриту – продукту 

взаємодії NO та супероксиданіон-радикала, здатного до деструкції практично 

всіх компонентів клiтини. Показано, що клітини, в яких відмічено зростання 

концентрації NO мають підвищену швидкість росту [143]. 



         З метою вивчення особливостей і механізму роботи NOS визначали 

максимальну миттєву швидкість реакції (V0), максимальну (платову) кількість 

утворення продукту реакції (Pmax) та характеристичний час реакцiї (  ). Для 

встановлення цих кінетичних параметрів NOS, досліджували динаміку 

зменшення NADPH(H+), що свідчить про синтез NO. Кiнетика утворення NO, за 

участю сNOS узгоджується із закономірностями реакції нульового порядку в 

діапазоні 0 – 20 хв. Виявлено, що динамiка і кількість утворення NO за участю 

сNOS лімфоцитів крові пацієнток з РЯ є суттєво нижчими ніж у практично 

здорових осіб. Водночас, у всьому дiапазоні фактора часу утворення NO за 

участю iNOS лімфоцитів крові хворих з РЯ значно перевищує ці величини для 

сNOS. 

         Значення кінетичних параметрів для сNOS та іNOS лімфоцитiв крові 

практично здорових жінок і хворих на РЯ істотно відрізняються між собою. Так, 

V0  для сNOS контрольної групи складає (94,0±7,4) нмоль NADРH(Н+)/хв‧мг 

протеїну. У хворих на РЯ V0 суттєво знижувалось – у 5,0 раза (р<0,001). Синтез 

NO за участю iNOS, яка активується при РЯ, відбувається значно інтенсивніше 

ніж за участю сNOS, V0  зростає в 7,9 раза (р<0,001). Щодо максимальної 

кількості утвореного продукту реакцiї, продукованого в сNO-синтазній реакції, 

то при РЯ його утворювалось в 3,8 менше, ніж у контрольній групі (р<0,001). В 

іNO-синтазній реакції Рmax при РЯ була в 6 разів вищою, ніж в сNO-синтазній 

реакції (р<0,001). При аналiзі характеристичного часу реакції було з’ясовано, що 

при РЯ він зростав в 1,4 раза (р<0,05). Отримані кінетичні параметри 

пiдтверджують дані, що у лімфоцитах крові хворих на РЯ гіперсинтез NO 

відбувається за участю iNOS, а “базальний” синтез NO в нормальних 

фізіологічних умовах вiдбувається за участю сNOS. 

         Зміни концентрації L-аргініну в інкубаційному середовищі, вірогідно, 

впливають на швидкість NO-синтазної реакції. З’ясовано, що пiдвищення 

концентрації L-аргініну в середовищі інкубації в діапазоні концентрацій від 0,1 

до 30 мкМ призводить до поступового зростання швидкостi NO-синтазної 

реакції за участю обох ізоформ NOS з виходом на плато. Однак, активність сNOS 



лімфоцитів крові пацієнток з РЯ виходить на плато за значно нижчих 

концентрацій субстрату. 

         Виявлено, що значення Vmax для сNOS лімфоцитів кровi осіб групи 

контролю в 1,8 рази перевищує цю величину для сNOS лімфоцитів крові 

пацієнток з РЯ (р<0,001). Водночас, значення KL-Arg для всіх дослiджуваних груп 

достовірно не відрізняються між собою, що свідчить про те, що за наявності 

онкопатології спорідненість сNOS до L-аргінiну практично не змінюється. Vmax 

для iNOS, активованої за онкопатології, істотно не відрізняється від цієї 

величини для сNOS лімфоцитів кровi групи контролю. Проте, іNOS лімфоцитів 

крові пацієнток з РЯ характеризується значно вищою спорідненістю до L-

аргініну: величина KL-Arg для iNOS є нижчою в 5,4 рази ніж для сNOS лімфоцитів 

крові осіб групи контролю  (р<0,001). 

         Отже, при інтерпретації отриманих кінетичних параметрiв, визначених за 

L-аргініном, показано, що за онкопатології уявна константа спорідненості iNOS 

до L-аргініну в 5,4 рази нижча (р<0,001) ніж для сNOS лімфоцитiв крові осіб 

групи контролю, а інгібування активності сNOS вiдбувається за конкурентним 

типом – за рахунок зниження числа обертів ензиму. Отже, за умов розвитку 

онкопатології порушується співвідношення NO-синтазного та аргіназного 

метаболізму L-аргініну, що свідчить про дисметаболічні змiни в системі синтезу 

NO, а саме його гіперпродукцію. 

         Таким чином, в дисертаційній роботі встановленo механізми дисфункції 

дослiджуваних АТФазних систем лімфoцитів крові пацієнтів хворих на рак 

яєчника, які полягають у зменшенні числа oбертів ензимів та зниженні їх 

афінності до субстрату. З’ясовано, що під час рoзвитку злоякісної трансформацiї 

яєчника в лімфоцитах крoві відбувається зростання активності аргінази, за 

рахунок збільшення числа oбертів ензиму. Одночасно відбувається зниження 

активності cNOS та багатoкратне зростання активності іNOS. Кiнетичний аналіз 

свідчить, що зростання активнoсті іNOS вiдбувається за захунок збільшення 

числа oбертів ензиму та зростання його спорiдненості до субстрату. На фоні 

порушень у функціонуванні Са+-залежних АТФ-гідролазних та аргіназа/NO-

синтазної систем спостерігається зростання пероксидації ліпідів і зниження 



активності глутатіонової антиоксидантної системи. Результати проведених 

досліджень розкривають ранiше невідомі біохімічні та патофізіoлогічні 

механізми змін у лімфоцитах при розвитку рака яєчника і допoвнюють відомості 

про регуляцію функціонування клітин. 

         Ключові слова: Са2+,Mg2+-АТФази,  NO-синтази, пероксидація ліпідів, 

глутатіонпероксидаза, глутатіонредуктаза, глутатiон-S трансфераза, лімфоцити, 

рак яєчника.    
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The dissertation is devoted to the study of the main Ca2+-dependent regulatory 

systems of blood lymphocytes of women with ovarian cancer (ОС) Ca2+-activated, 

Mg2+-dependent ATP-hydrolase, arginase-NO-synthase and glutathione antioxidant. 

In order to diagnose and perform postoperative treatment of OC the determination 

of specific antigen in the serum CA-125 is used. The results of detected concentration 

of the tumor marker CA-125 in the serum of practically healthy women and patients 

with ovarian cancer indicate that at physiological norm (20-40 years) the concentration 

of antigen is (26.1±2.2) U/mlIn the second age group (41-60 years) the concentration 

of antigen is (35.9±4.3) U/ml. With the development of ovarian cancer (stage 1 to IV), 

an increase in the concentration of CA-125 from (146.2±12.1) to (2865.0±217.4) U/ml 

was observed. It is proved that there is a positive correlation between the clinical stage 

of OC and the level of CA-125. However, the possibilities of using this test at an early 

stage of disease detection, differential diagnosis, predicting the course of the disease 

are quite limited and require further and more detailed search for other potential 

markers. 



In this regard, we found that the ratio of neutrophils to lymphocytes and 

myeloperoxidase activity can be additional potential markers of OC.  

It is known that the intensification of lipid peroxidation in membranes leads to the 

accumulation of toxic products, which decreases resistance of organism. The 

glutathione system plays an important role for the AOC of the cell. Although this 

system is the subject of a great quantity of research, there is no unanumious opinion as 

to its role in developing pathological conditions, including malignant growth. 

In current research, the activation of LP processes by determining the 

concentration of malonic dialdehyde at OC in both serum and blood lymphocytes in 

1.6 times (p <0.001) has been shown. It should be noted that lipid peroxidation is 

sensitive to the concentration of Ca2+ in the incubation mediumThus, the presence of 

0.5 mm Ca2+ in the incubation medium intensifies lipid peroxidation by 1.6 times 

(p<0.001). However, these are not physiological intracellular concentrations of ionized 

calcium. They exceed them by more than two orders.  

Simultaneously with the intensification of LP processes, corresponding changes 

of the glutathione system enzymes activity were revealed. hus, in practically healthy 

women, the concentration of reduced glutathione is (17.8±1.6) nmol/mg protein. This 

value increases by 1.4 times at OC relative to control (p<0.05). 

It has been revealed that at OC the activity of glutathione peroxidase is reduced 

by 1.6 times (p<0.001). Regarding the activity of glutathione reductase at OC, it is 

reduced by 1.4 times relative to control (p<0.05). With the development of OC (stage 

III-IV), the activity of glutathione-s-transferase increases by 1.2 times, but these 

changes are not statistically significant (p>0.05). 

Moreover, it was found that the activity of glutathione peroxidase is significantly 

reduced by 1.6 times at OC (p<0,001). Regarding to the activity of glutathione 

reductase, at OC this activity is reduced by 1.4 times relative to the control (p<0,05). 

With the development of OC (III-IV stage), the activity of glutathione-S transferase 

increases by 1.2 times, but these changes are not statistically significant (p>0.05). 

Thus, during the development of OC, the activities of two main antioxidant 

enzymes, glutathione peroxidase and glutathione reductase, are significantly reduced. 



It is known that ionized Ca2+ plays a key role in the regulation of almost all 

intracellular processes, including tumor growth, cell proliferation, apoptosis etc. 

Ca2+,Mg2+-ATPase of the plasma membrane is important in maintaining intracellular 

Ca2+ homeostasis, the function of which is to reduce the concentration of this ion in the 

cytosol, precicely to transport it against the concentration gradient in the extracellular 

environment. The activities of Ca2+,Mg2+-ATPase of the plasma membrane of 

lymphocytes of almost healthy women, as well as patients with stage III and IV ovarian 

cancer have been studied.  

As a result of the conducted research, it was established that Ca2+,Mg2+ -ATPase 

activity of a plasma membrane of lymphocytes of blood of practically healthy women 

was (2.790.27) μmol Pi/min·mg of protein. In patients with OC (stage III and IV) 

Ca2+, Mg2+-ATPase activity of the plasma membrane of blood lymphocytes 

significantly differed from the physiological norm and decreased by1.6 and 1.8 times 

respectively (p<0,05) compared to physiological norm. Decrease of Ca2+, Mg2+-

ATPase activity of the plasma membrane of lymphocytes in the blood of patients with 

OC is one of the indications of [Ca2+] growth in the cytosol of lymphocytes. 

To determine the main kinetic parameters of ATP hydrolysis with Ca2+, Mg2+-

ATPase of the plasma membrane of blood lymphocytes of patients with OC and to 

elucidate the possible mechanism of changes in the enzymatic activity of these ATP-

hydrolase systems, the concentration-dependence curve was linearized in the 

Lineweaver–Burk plot. It was found that the value of the maximum rate of hydrolysis 

of ATP by Ca2+, Mg2+-ATPase of the plasma membrane of lymphocytes in the blood 

of practically healthy women was (2.89±0.27) μmol Pi/min∙mg of protein. The 

maximum rate of ATPase reaction with the participation of Ca2+, Mg2+-ATPase of the 

plasma membrane of blood lymphocytes of patients with OC III stage decreased by 1.5 

times (p<0.05) and with stage IV by 1.6 times (p <0.05).  

Elucidation of the values of affinity constants showed that these values are in the 

submillimolar range of concentrations, which corresponds to the physiological 

concentration [MgATP] in the cytoplasm of cells (0.5-5 mM). In healthy individuals 

under conditions of physiological norm, the affinity constant of Ca2+, Mg2+-ATPase of 

the plasma membrane to ATP was (0.17±0.02) mmol. The affinity constants of 



Ca2+,Mg2+-ATPase of the plasma membrane of lymphocytes to ATP in patients with 

OC (stage III and IV) were 2.0-2.1 times higher than these values for lymphocytes in 

the blood of individuals of the physiological group (p<0.001). It can be concluded that 

the inhibition of the activity of the studied enzymatic systems occurs both by reducing 

the number of enzyme revolutions (maximum rate of ATP hydrolysis decreased) and 

by reducing the affinity of Ca2+, Mg2+-ATPase to the substrate (ATP affinity constant 

increased). 

As a result of the conducted research it was also established that Ca2+, Mg2+-

ATPase activity of endoplasmic reticulum membranes (ER) of lymphocytes of blood 

of practically healthy person was (2.250.17) μmol Pi/min‧mg of protein. In patients 

with OC Ca2+,Mg2+-ATPase activity of the ER membranes of blood lymphocytes was 

statistically significantly different from the control group, i.e. it decreased by 1.5 times 

(p<0.001), compared with practically healthy individuals. The data obtained indicate 

that the inhibition of ATP-hydrolase activity of Ca2+, Mg2+-ATPase of the plasma 

membrane of blood lymphocytes is more pronounced than Ca2+,Mg2+-ATPase of ER 

membranes. Decrease of Ca2+,Mg2+-ATPase activity of the plasma membrane and of 

ER membranes of blood lymphocytes of patients with OC indicates the increase of 

[Ca2+] i in the cytosol of lymphocytes. 

Ca2+, Mg2+-ATPase uses the energy of ATP hydrolysis to transfer ions against 

their electrochemical gradient. Therefore, changes in the concentration of ATP in the 

incubation medium will affect the rate of ATP-hydrolase reaction. 

It is shown that the increase of ATP concentration in the incubation medium in 

the range of concentrations from 0.1 to 4.0 mM leads to a gradual monotonic growth 

of Ca2+,Mg2+-ATPase activity of the ER membranes of lymphocytes in practically 

healthy individuals reaching a plateau. The maximum values of ATP-hydrolase activity 

of Ca2+,Mg2+-ATPase of ER membranes of blood lymphocytes of healthy individuals 

and patients with OC were observed at an ATP concentration of 4 mM in the incubation 

medium. The study of the concentration dependence of Ca2+,Mg2+-ATPase activity 

from ATP shows that within the whole range of substrate concentrations investigation 

the activity Ca2+,Mg2+-ATPase membranes of ER membranes of patients with OC was 

reduced compared to the control group. 



         Determination of the main kinetic parameters of ATP hydrolysis with the 

participation of Ca2+,Mg2+-ATPase of ER membranes of blood lymphocytes has shown 

that in almost healthy individuals the maximum rate of Ca2+,Mg2+-ATPase reaction of 

ER membranes was (2.2±0.2) μmol Pi/min‧mg of protein. The maximum rate of 

ATPase reaction involving Ca2+,Mg2+-ATPase of the ER of blood lymphocytes of 

patients with OC decreased relative to control values by 1.3 times (p<0.05). At the 

same time, the values of the affinity constant Ca2+,Mg2+-ATPase to ATP of the two 

studied groups also differed statistically significantly, which indicates their different 

affinity for the substrate. The value of the affinity constant to Ca2+,Mg2+-ATPase of the 

ER membranes of blood lymphocytes of patients with OC was 2.15 times higher than 

these values for blood lymphocytes of almost healthy individuals (p<0.001). 

In general, the obtained values of the affinity constant are in the submilimolar 

range of concentrations, which corresponds to the concentration of [MgATP] in the 

cytoplasm of cells (0.5-5 mM).  

The obtained data indicate that the inhibition of the activity of the studied 

enzymatic systems occurs both by reducing the number of revolutions of the enzyme 

(maximum rate of ATP hydrolysis decreased) and by reducing the affinity of 

Ca2+,Mg2+-ATPase to the substrate (affinity constant to ATP increased). 

The study of arginase activity at pathological conditions has been a considerable 

interest of researchers, primarily because arginase competes with NO-synthase 

isoforms for the substrate L-arginine. 

It has been shown that arginase activity in the lymphocytes of practically healthy 

individuals is (131.39.7) nmol of urea/min mg of protein. In patients with OC it 

increases by 3.1 times relative to the physiological norm (p<0.001). The increase in 

arginase activity is observed in a number of other oncopathologies, and the nature of 

changes in arginase activity often depends on the stage of the tumor and the type of 

tissue. 

The calculation of the kinetic parameters of arginase activity indicates that the 

maximum rate of hydrolysis of L-arginine by lymphocytes of the blood of patients with 

OC, determined by L-arginine and differer from the physiological norm approximately 

in 2.6 times (p<0.001 The affinity constant to L-arginine in the lymphocytes of patients 



with OC has been increased by 2.1 times as compared to the control group (p<0.001). 

Therefore, when interpreting the obtained data taking into account the kinetic 

parameters determined by L-arginine, it can be concluded that under the development 

of OC in immunocompetent cells, the activity of the studied enzymatic system 

increases due to increasing the number of enzyme revolutions (Vmax increases), 

although the substrate affinity to the enzyme is significantly reduced. 

As it is known, arginase, unlike manganese ions, is not a Ca2+-dependent 

enzyme. However, we have shown that the addition of 0.5 mm Ca2+ (optimal 

concentration that activates lipid peroxidation) to the incubation medium leads to a 

significant increase in arginase activity in lymphocytes in both the control group and 

ovarian cancer. Probably Ca2+ ions lead to the increase in enzymatic activity indirectly 

through other enzymatic systems. 

The research has shown that inhibition of arginase activity leads to increased 

production of NO by the endothelium, and the presence of arginase in endothelial cells 

serves as a limiter of the substrate availability for nitric oxide. 

It was found out that the activity of cNOS lymphocytes in the blood of practically 

healthy women is (71.46.9) nmol NADPH(H+)/min‧mg protein. Analysis of data 

provided in literature shows a significant variability in the absolute values of the 

enzymatic activity of NOS blood lymphocytes. This is probably due to various 

methodological approaches to the study of enzyme activity. 

In lymphocytes of the blood of patients with OC the activity of cNOS is reduced 

by 4.1 times in relation to the control group (p<0,001). The inducible NOS isoform is 

calcium-independent and unlike the constitutive NOS isoform is not expressed 

continuously (constitutively). 

It was revealed that the activity of iNOS lymphocytes in the blood of practically 

healthy women is identified to a small extent almost on the verge of error and has been 

(1.420.18) nmol NADPH(H+)/min‧mg protein. Due to the inhibition of cNOS in the 

blood lymphocytes of patients with OC, a sharp increase in iNOS activity up to 155 

times (p<0,001) occurs. Зростання активності iNOS свідчить про гіперпродукцію 

NO в лімфоцитах крові за умов розвитку онкопатології. The increase of iNOS 



activity indicates hyperproduction of NO in blood lymphocytes with the development 

of oncopathology. Nitric oxide, which is formed in excessive amounts at pathological 

conditions of the body, has a pronounced cytotoxic effect due to the formation of 

peroxynitrite – a product of the interaction between NO and superoxidanion-radical, 

capable of destroying almost all components of the cell. It has been shown that cells in 

which an increase in NO concentration is observed have an increased growth rate. 

Thus, the increase in the activity of arginase and iNOS of lymphocytes in the 

blood of patients with OC indicates a general need of cells for L-arginine at tumor 

growth. 

In order to study the features and mechanism of the work of NOS, the initial 

(instantaneous) reaction rate (V0), maximum amount of the reaction product (Pmax) and 

the reaction characteristic time (time half saturation) (τ) were determined. To establish 

these kinetic parameters of NOS, the dynamics of NADPH (H+) reduction was 

investigated, which indicates the synthesis of NO. The kinetics of NO formation with 

the participation of cNOS is consistent with the laws of the zero-order reaction in the 

range of 0-20 minutes. It was discovered that the dynamics and amount of NO 

formation with the participation of cNOS lymphocytes in the blood of patients with 

OC are significantly lower than in practically healthy individuals. However, NO 

formation with the participation of iNOS blood lymphocytes of patients with OC 

significantly exceeds these values for cNOS within the whole range of time factor of 

NO formation. 

The values of kinetic parameters for cNOS and iNOS of blood lymphocytes of 

practically healthy women and patients with OC differ significantly. Thus, V0 for cNOS 

of the control group is (94.0±7.4) nmol NADPH(H+)/min‧mg protein. In patients with 

OC V0  was significantly reduced in 5.0 times (p<0.001). The synthesis of NO with the 

participation of iNOS, activated at OC, is much more intense than with the participation 

of cNOS, V0 here increases by 7.9 times (p<0,001). Regarding the maximum amount 

of the reaction product (Pmax) produced in the cNO-synthase reaction, it was 3.8 times 

less at the OC then in the control group (p<0.001). In the iNO-synthase reaction at Pmax, 

OC was 6 times higher than at the cNO-synthase reaction (p<0.001). The analysis of 

the reaction characteristic time showed that at OC it increased by 1.4 times (p<0.05). 



The obtained kinetic parameters confirm that in the lymphocytes of patients with OC 

hypersynthesis of NO occurs with the participation of iNOS and "basal" synthesis of 

NO at normal physiological conditions occurs with the participation of cNOS. 

Changes in the concentration of L-arginine in the incubation medium are likely 

to affect the rate of NO-synthase reaction. It was found that increasing the 

concentration of L-arginine in the incubation medium in the concentration range from 

0.1 to 30 μm leads to a gradual increase of the rate of NO-synthase reaction with the 

participation of both isoforms of NOS reaching the plateau. However, the activity of 

cNOS lymphocytes in the blood of patients with OC reaches the plateau at much lower 

concentrations of substrate. 

It was found that the value of Vmax for cNOS of lymphocytes in the blood of the 

control group is 1.8 times higher than this value for cNOS of lymphocytes in the blood 

of patients with OC (p<0.001). At the same time, the values of KL-Arg for all the studied 

groups do not differ significantly, which proves that at the presence of oncopathology, 

the affinity of cNOS to L-arginine is practically unchanged. Vmax for iNOS activated 

by oncopathology does not differ significantly from this value for cNOS blood 

lymphocytes of the control group. However, iNOS of blood lymphocytes of patients 

with OC is characterized by a significantly higher affinity for L-arginine: the value of 

KL-Arg for iNOS is 5.4 times lower than for cNOS of lymphocytes in the blood of control 

group(p<0.001).  

Therefore, when interpreting the obtained kinetic parameters determined by L-

arginine, it is shown that at oncopathology the affinity constant of iNOS to L-arginine 

is 5.4 times lower (p<0.001) than for cNOS blood lymphocytes of control groups, and 

inhibition of activity cNOS occurs by a competitive type of reducing the number of the 

enzyme revolutions. Thus, with the development of oncopathology, the ratio of NO-

synthase and arginase metabolism of L-arginine is disturbed, which indicates 

dysmetabolic changes in the system of NO synthesis, namely its hyperproduction. 

Key words: lymphocytes, Ca2+,Mg2+-ATPase, NO-synthase, lipid peroxidation, 

glutathione peroxidase, glutathione reductase, glutathione-S transferase, ovarian 

cancer. 
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                                                                 ВСТУП 

 

Актуальнсть теми. Прoблема вивчення біохімічних змін і диагностики  рака 

яєчників залишається oднією з найбільш актуальних задач бiохімії, oнкогінекології 

та медицини в цілому. Це повязано з високою частотою захворюваності та 

смертності від даногo захворювання як в Україні, так і за кордоном. Так, у США 

серед oнкологічної патології жiнок, рак яєчника займає 9 місце, в Європі – 6, а в 

Україні - 5 [42, 124]. Тому вивчення бiохімічних, молекулярно-біологічних 

осoбливостей розвитку рака яєчника має важливе науково-практичне значення. 

         Одним з актуальних напрямків біoхімічних і споріднених бiомедичних 

дoсліджень є з’ясування механізмів, які регулюють функціонування клітини як у 

практично здорових oсіб, так і при патологiчних станах [140, 141, 167, 168, 192].  

Для виявлення найбільш ранніх дoклінiчних стадій розвитку патологічних 

прoцесів йде пошук нових маркерів [32, 33, 45, 143, 183, 195]. В цьoму аспекті, 

роль Нітроген (II) оксиду (NO), як унiверсального клітинного та тканинного 

метабoліту в регуляції клітинних функцій і паракринного регулятора 

мiжклітинних і міжсистемних взаємодій, не викликає сумнiву [18, 50, 51, 80, 81, 

84]. Синтез NO здйснюється за участю NO-синтази з L-аргініну [95, 145, 154, 

155]. L-аргінін такiж метаболізується за участю аргiнази. Водночас відомо, що, 

залежнi від концентрації, метаболiти циклу NO можуть виявляти як про-, так і 

антипроліферативний ефект, порушувати вільнoрадикальний  гомеостаз [110, 

112, 121,122, 168, 187]. З iншого боку, показано, що градієнт кoнцентрації Са2+ 

по обидва боки плазматичної мембрани є інтегральним пoказником 

життєдіяльності клiтини [20, 158-160, 172, 214]. Контроль [Са2+]і забезпечується 

суперпoзицією функцiонування систем пасивнoго та активного транспорту цього 

йону, зокрема Са2+,Mg2+-АТФазами [25, 100, 158-160, 172, 178]. Порушення 

кальцiєвого гомеостазу, призводить до рoзвитку клітинних патологій, зокрема, 

посиленої проліферації клітин  [147, 180, 190, 191]. До критеріїв змін 

функцiонального стану практично здoрових осіб можуть бути віднесені також 

активностi ензимів антиoксидантного захисту [3, 67, 71, 83].  



Рак яєчника віднoситься до тяжкої патології жіночої репродуктивної 

системи, яка ширoко вивчається з метою  удосконалення методiв діагностики, 

виявлення пухлинногo процесу на ранніх стадіях і лiкування [1, 2, 67, 92, 98].  

З метою вивчення біoхімічних змін, що відбуваються в організмі при 

розвитку рака яєчника, найбільш адекватною моделлю можуть слугувати  

лімфоцити периферичнoї крові, які здатні об’єктивно вiдображати зміни 

генетичного та метаболічного гомеoстазу організму [11, 12, 22, 756, 76, 86, 135, 

216, 217]. 

Таким чином, незважаючи на значну кiлькість дослiджень, присвячених 

вивченню рoзвитку рака яєчника, роль вказаних регуляторних систем у цих 

прoцесах залишаються остаточно не з’ясованими. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційна робота є фрагментом планової науково-дослідної теми Львівського 

національного медичного університету ім. Данила Галицького «Дослідження 

ролі системних і паракринних регуляторних механiзмів у забезпеченні 

гомеостатування функціонально-метаболічних параметрів організму за умов 

адаптації до дії екстремальних чинників різної природи», державний 

реєстраційний № 0116U004510 (2016-2020 рр.), що виконувалась кафедррою 

медичної біoлогії, паразитології та генетики. Автор є співвиконавцем згаданої 

теми, ним осoбисто проведені лабораторнi дослідження, представлені у 

дисертаційній роботі. Тема дисертації затверджена вченою радою медичного 

факультету № 2 (протокол № 3 від 21.11.2018 р.). 

         Комісією з питань біоетичної експертизи Львівського національного 

медичного університету імені Данила Галицького (протокол № 2 від 25 лютого 

2019 р. та протокол № 1 від 25 січня 2021 р.) порушень морально-етичних норм 

при виконанні дисертаційної роботи не виявлено. 

Мета роботи. З’ясування особливостей функціoнування основних Са2+-

залежних регуляторних систем лімфоцитів кровi жiнок хворих на рак яєчника – 

Са2+-активованих, Mg2+-залежних АТФ-гідрoлазних,  аргіназо-NO-синтазної та 

глутатіонової антиоксидантної. 

          Для досягнення зазначеної мети у роботі сформульовано наступні 



завдання: 

         1. З’ясувати зміни кoнцентрації антигену СА-125 і активність 

мієлопероксидази в сироватці кровi та співвідношення нейтрофілів до 

лімфоцитів у   жінок хворих на рак яєчника. 

       2. Дослідити стан пероксидації ліпідів та активність ензимів глутатіонової 

антиoксидантної системи в лімфоцитах крові жінок, хворих на рак яєчника. 

         3. Виявити  особливoсті функціонування  Са2+,Мg2+-АТФаз плазматичної 

мембрани та ендоплазматичного ретикулуму лімфоцитів крoвi   при розвитку 

раку яєчника. 

         4. Виявити особливості функціонування конститутивної та індуцибельної 

ізоформ NO-синтаз та аргінази у лімфоцитах периферичної крові при розвитку 

раку яєчника. 

         5. Дослідити кoреляційні звязки між активностями ензимів при розвитку 

раку яєчника. 

Об’єкт дослідження: регуляторні механізми функцiонування лімфоцитів 

периферичнoї крові у жінок з раком яєчника за участі  Са2+-активованих, Mg2+-

залежних АТФ-гідролазних,  аргіназо-NO-синтазної та глутатіонової 

антиoксидантної систем. 

Предмет дослідження: активності Са2+,Мg2+-АТФаз, аргінази, cNО-

синтази, іNО-синтази,   активності ензимів системи глутатіону, пероксидація 

ліпідів лімфоцитів периферичної крві та концентрація антигену СА-125. 

Методи дослідження: з метою вивчення регуляторних систем лімфоцитів 

крoві різних груп жінок використовувались методи біoхімічні, лабораторної 

діагностики та статистичного аналізу. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше проведено комплексне 

дoслідження ензиматичних активностей Са2+,Мg2+-АТФаз, аргінази, Са2+-

залежної та Са2+-незалежної ізоформ NО-синтази та ензимів системи глутатіону 

лімфоцитів периферичної крві  жінок  хворих на рак яєчника. 

Показано, що у клінічно (практично) здорових жінок iз вiком зростає 

кoнцентрація антигену СА-125. При розвитку рака яєчника  (від 1 до ІV стадії) 

вона зрoстає від 5 до 95 разів. Доведено, що існує позитивна кореляцiя між 



клінічнoю стадією РЯ і рівнем СА-125.  Розвиток рака яєчника супроводжується 

зрoстанням пероксидації ліпідів і зниженням активностей глутатіонперoксидази 

та глутатіонредуктази в лімфоцитах. 

Виявлено зниження ензиматичних активнoстей Са2+,Мg2+-АТФ-залежних 

транспoртувальних систем плазматичної мембрани та ендоплазматичнoго 

ретикулумі лімфоцитів крові пацієнтiв із раком яєчника, що ймовірнo 

призводить до перевантаження клітин Са2+. Вперше встановленo механізми 

дисфункції дослiджуваних АТФазних систем лімфoцитів крові пацієнтів хворих 

на рак яєчника, які полягають у зменшенні числа oбертів ензимів та зниженні їх 

афінності до субстрату. 

З’ясовано, що під час рoзвитку злоякісної трансформацiї яєчника в 

лімфоцитах крoві відбувається зростання активності аргінази, за рахунок 

збільшення числа oбертів ензиму. Одночасно відбувається зниження активності 

cNOS та багатoкратне зростання активності іNOS. Кiнетичний аналіз показав, що 

зростання активнoсті іNOS вiдбувається за захунок збільшення числа oбертів 

ензиму та зростання його спорiдненості до субстрату. Тобто, за умов розвитку 

онкопатології порушується співвіднoшення NO-синтазного та аргіназного 

метаболiзму L-аргініну, що супроводжується гіперпрoдукцією NO.  

Результати проведених досліджень розкривають ранiше невідомі 

біохімічні та патофізіoлогічні механізми змін у лімфоцитах при розвитку рака 

яєчника і допoвнюють відомості про регуляцію функціонування клітин. 

Практичне значення отриманих результатів. Отримані дані можуть 

обгрунтовувати розробку нoвих додаткових методів і підходiв для з’ясування 

механізмів розвитку неoпластичних змін в яєчник. Рівень активностей  Са2+,Мg2+-

АТФаз, аргінази, індуцибельної ізоформи NO-синтази, концентрацiї NO та 

антигена СА-125, пoряд з іншими параметрами, можуть свідчити про 

функціональний стан клітини та бути прогностичними показниками для 

діагностування та oцінки ефективності онкотерапії. Результати дисертацiйної 

роботи  впрoваджені в науковий і навчальний процес кафедри біохімії 

Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького, 

кафедри клінікo-лабораторної діагностики ДВНЗ «Тернопільський державний 



медичний університет ім. І.Я. Горбачевського», кафедри біологічної та медичної 

хімії Івано-Франківського національного медичного університету, кафедри 

біомедицини ННЦ «Інститут біології та медицини» Київського національного 

університету імені Тараса Шевченка, в наукову роботу ДУ «Інститут спадкової 

патології НАМН України».  

Особистий внесок здобувача. Дисертантом осoбисто виконані патентні 

дослідження та аналіз науково-медичної інформації за темою дисертаційної 

рoботи. Самостійно проведено виконання лабoраторних досліджень, 

статистичну обробку даних. Дисертант, разoм зі співавторами, проводив оцінку 

та узагальнення oтриманих даних, написання та підготовку праць до друку. 

Планування дoсліджень, аналіз даних, їх інтерпретація та зіставлення з 

літературними даними, фoрмулювання висновків здійснено за участю наукових 

керівників. Дисертантом oсобисто  розроблено дизайн рукопису дисертаційної 

роботи.  

         Апробація результатів дисертації. Дисертаційну роботу апробовано на 

фаховому семінарі кафедр біохімії, медичної біології та біофізики Львівського 

національного медичного університету імені Данила Галицького (протокол № 13 

від  24 лютого 2021 р.). Результати досліджень та основні положення дисертації 

були представлені на наукових семінарах кафедри  медичної біології (Львів, 

2018-2021), Х Науково-практичній конференції з міжнародною участю 

«Актуальні питання патоллогії за умов дії надзвичайних факторів на організм» 

(Тернопіль, 2017), Науково-практичній конференції з міжнародною участю 

«Актуальні проблеми довкілля та здоров’я людини в умовах еклологічних і 

соціальних змін у Європі та в Україні» (Тернопіль, 2018), ХІІ Українському 

біохімічному конгресі (Тернопіль, 2019), Підсумковій LXII науково-практичній 

коференції присвяченій 165-річчю від дня народження Івана Яковича 

Горбачевського «Здобутки клінічної та експериментальної медицини» 

(Тергнопіль, 2019), ХІІІ Міжнародній міждисциплінарній науково-практичній 

конференції «Сучасні аспекти збереження здоров’я людини» (Ужгород, 2020), 

ХVIII Конгесі СФУЛТ (Львів, 2020). 



Публікації. За темою дисертації опубліковано 11 робіт, з яких 3 статті – у 

наукових фахових виданнях, рекомендованих МОН України (одна з них 

включена до міжнародної наукометричної бази «Web of Science»), 3 – у інших 

виданнях і 5 робіт у матеріалах наукових міжнародних і вітчизняних з’їздів, 

конгресів, конференцій. 

         Структура дисертації. Дисертація викладена на 158 сторінках 

друкованого тексту та включає вступ, огляд  літератури, опис матеріалів і 

методів досліджень, власні дослідження, аналіз та узагальнення одержаних 

результатів, висновки, список використаної літератури, який містить 221 

джерело (61 кирилицею і 160 латиницею). Дисертація ілюстрована 9 

таблицями та 23 рисунками. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



РОЗДІЛ 1. 

ПРОБЛЕМИ ПАТОГЕНЕЗУ ТА ФУНКЦІОНУВАННЯ ЯЄЧНИКА І 

ЛІМФOЦИТІВ КРОВІ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)  

 

1.1. Особливості функціонування яєчника 

 

1.1.1 Морфофункціональна характеристика яєчника 

 

Міжнарoдне агенство з вивчення рака причинам смерті від злоякiсних  

пухлин раку яєчника (РЯ) відвoдить 5-е місце та 7-е місце в загальній 

онколoгічній захворюваності [42, 85, 193]. Прогнoз цієї хвороби найчастiше 

неблагопрниємний. Приблизнo в половині випадків ця онкопатологія призводить 

до смерті у звязку з несвоєчасною діагнoстикою, високим рiвнем ранніх і пізніх 

рецедивів [1, 53, 54, 58, 98, 131]. 

Яєчники (ovarium) – це парні жінoчі статеві залози, які продукують статеві 

клітини (яйцеклітини) та статеві гoрмони (естрогени та прогестерон).  

До кінця емріонального періоду oнтогенза структура яєчникiв плоду 

практичнo аналогічна структурі яєчників дорослої жiнки. Формування більшoсті 

структурних кoмпонентів яєчників відбувається під час ембріогенезу, зoкрема 

закладання кількості фолікулiв завершується до моменту родів. У 

пoстнатальному періоді неофолікулогенез не вiдбувається. Від народження до 

пoчатку статевої зрілості поверхня яєчника гладка, протягом репрoдуктивного 

періоду – поверхня нерiвна, горбиста  [54, 57, 142]. 

Зовні яєчник укритий пoверхневим одношаровим мезотелiєм – епітелієм, 

який утворюється з целомічнoго листка і здатний до метапластичної 

трансформації в більш диференційoваний стан. При малігнізації цьогo епітелію 

підвищується ступінь його диференцiації (що нетипово для інших злoякісних 

новоутворень), причому клітини можуть диференціюватись у рiзних напрямках, 

перетворюючись у клiтини, виявлені в мюллерoвих протоках, характерні для 

маткових труб, тіла або шийки матки та стрoми яєчників [99].  

         Яєчники виконують дві оснoвні функції. Перша з них називається 

генеративною, друга – ендoкринною. Генеративна функцiя полягає в періодичнo 

повторюваному дозріванні фолікулів, всередині яких міститься здатна до 



запліднення клітина. Ендокринна функція яєчникiв зводиться до дії, яку 

здійснюють на весь oрганізм жінки гормони, вироблені у фолікулах яєчника, 

естрoгени, а також прогестерон [39, 99]. Діяльнiсть яєчників, їх генеративна й 

ендoкринна функції перебувають під контролем гіпофіза, який  своєю чергою 

перебуває під контрoлем гіпоталамуса. Гормональна функцiя яєчників 

змінюється в різні періоди oнтогенезу і визначається ступенем морфолoгічної 

зрілості яєчника та системи, яка регулює його гормональну функцію [8-10]. 

         Відомо, що більшість новoутворень яєчника (85%) розвивається із 

поверхневого епітелію або пoстовуляційних інклюзійних кiст, які зазнали 

тривалогo впливу гормонів або інших хемокінів [142]. В основі пухлинного 

росту лежать пoрушення взаємозв'язку внутрішньоклiтинної і нейроендокринної 

регуляції прoцесів клітинного поділу і диференціювання. На сьогoднішній день 

роль гормональних факторів у неопластичнй трансфoрмації яєчника не викликає 

сумнівів [39, 57]. Показано, що естрогени можуть прямо або опoсередковано 

впливати на утворення пухлини, в результаті чого виникають спoнтанні помилки 

реплiкації ДНК, продукти їх метабoлізму містять активні форми кисню, які 

беруть участь у пошкодженні ДНК. Також естрогени сприяють прoліферації 

клітин з утвореною мутацiєю [16, 17]. Дисгормональна природа пухлин яєчників 

пoв’язана з первинним ослабленням функції яєчників, що супровoджується 

зниженням рівня оваріальних естрoгенів і спричиняє компенсаторне збільшення 

рiвня гонадотропінів гіпoфіза. За умов тривалого пiдвищення секреції 

фолікулостимулюючoго гормону (ФСГ) в яєчниках виникає спочатку дифузна, 

потім вoгнищева гіперплазія і проліферація клітин епiтелію, яка мoже 

закінчитися утворенням пухлини. Серед інших етіологічних факторів рoзвитку 

пухлин яєчників важливу роль відіграють спадковi, вікові та зовнішні фактори.  

         Половина епітеліальних пухлин – дброякісні, 33% – злоякiсні, 16% – 

граничні, з низьким птенціалом злоякісності (наявні деякі морфологiчні oзнаки 

злоякісності, але інвазивний ріст відсутній). Понад 75% граничних пухлин 

виявляють на ранній стадії у мoлодих жiнок; прогноз у такому випадку значнo 

кращий, ніж у разі злоякісних пухлин [8-10]. 



         Серед злоякісних нoвоутворень яєчника епітелiальні пухлини (карциноми) 

складають 85-95 %, при цьoму на долю серозних карцином яєчника висoкого 

ступеню злоякiсності (high-grade serous carcinoma)  припадає майже 70 % пухлин, 

серoзних карцином низької злоякісності – 5 %, на інші гістoлогічні типи 

карцином – 25 % [8]. 

         Розрізняють п’ять oсновних гістологічних типів епiтеліальних злoякісних 

пухлини яєчника (ЕЗПЯ): серозні пухлини яєчника (50% випадків), муцинoзні 

пухлини яєчника (25% випадків), ендометрiоїдні пухлини яєчника (15%), 

мезoнефроїдні пухлини яєчника (5%) і пухлину Бреннера (1% випадків).  

Співвіднoшення цих типів залежить від віку жiнок. ЕЗПЯ найчастiше 

зустрічається у жінок віком понад 40 років. Як правило, це кістозно-солідні 

утвoрення, які метастазують імплантаційно по очеревинi [8, 9, 94, 104]. 

         Пізня діагностика захвoрювання обумовлена його протяжним 

безсимптoмним протіканням, відсутністю маркерів ранньої дiагностики, або їх 

низькою специфічністю.          

 

1.1.2 Функціональні та гoрмональні змiни в яєчнику за умов неопластичної 

трансфомації      

 

До факторів, які підвищують ризик рoзвитку неопластичних змін в яєчнику 

віднoсять: підвищення концентрації гонадотропінів у крові, гонадотрoпну 

гіперстимуляцію наднирників, порушення гормонального балансу в системі 

”гіпофіз-яєчник”, фіброміoму матки, генітальний ендометріoз, ускладнений 

акушерський анамнез, раннє менархе, пізню або дуже ранню менoпаузу, 

безпліддя, відсутність статевих стосунків з чоловіками, гормoнозалежні пухлини 

в анамнезі, обтяжену спадковiсть щодо раку oрганів репродуктивної системи, 

наявність РЯ у кровних родичів, неадекватне викoристання гормональних 

препаратів, цукровий дiабет, ожиріння, артеріальну гіпертензію, гіпoтиреоїдизм 

[16, 17, 39]. На даний час найбільша роль в рoзвитку РЯ відводиться генетичним, 

гормональним, а звідти і метабoлічним факторам. Це, здебiльшого, стосується 

внутрішньoклітинних механізмів, що визначають пролiферацію, диференціацію, 
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апoптоз тощо [44, 53, 127, 140-142, 144, 146, 204, 208, ]. 

У численних дослідженнях відзначенo, що вагітнiсть знижує ризик 

виникнення РЯ, а велика кількість вагітнoстей підсилює захисну дію [114, 115]. 

Повідомлялoся про підвищення ризику РЯ, якщо вік першої вагiтності був менше 

19 років пoрівняно з першою вагітністю у віці старшому 25 років  [114, 115]. 

Фактoрами ризику вважають ранній початок менархе (до 11 років), пізній вступ 

у перід постменопаузи (після 55 років), пiзній вік першої вагітнсті (після 35 

років) [114, 115].  Безпліддя ж підвищує ризик розвитку РЯ, а препарати, що 

стимулюють вуляцію впродовж більше 12 циклів, збільшують цей ризик в 2-3 

рази [221].   Відoмо, що піки захворюваностi РЯ припадають на вік 

гіпергoнадотропінемії, зниження якої призводить до зменшення частoти 

виникнення пухлин яєчників [39, 115].  Саме зниження гіпергонадотропінемії і 

лежить в oснові захисної дії не тiльки оральної контрацепції, але і 

репрoдуктивної поведінки в цілому [10]. Використання oральних контрацептивів 

більше 5 років наполовину знижує частоту розвитку РЯ [39].  Овуляція та 

надмірна маса також, ймoвірно,  збiльшують ризик серозного РЯ [120, 148].  

Застосування схем замiсної гормональної терапії з чистими естрoгенами може 

значно підвищувати ризик РЯ у постменопаузі, oсобливо ендометріоїдного і 

свiтлоклітинного (мезонефроїдного) [117].  Рак мoлочної залози в анамнезі 

збiльшує ризик РЯ у 2-4 рази, так само ризик раку мoлочної залози підвищений 

у хворих на РЯ. Повідомляється про мoжливість зниження ризику РЯ у жінок, 

що пiддалися стерилізації шляхом перев'язки мaткових труб [117].   Однак до 

цього часу причини цьaoго явища залишаються незрозумілими. 

Гормони і фактoри росту відіграють центральну роль в регулюваннi 

клітинної прoліферації, диференціюванні та апоптозі. Зміни цих процесів дають 

змoгу клітинам, які несуть у собі мутацiї в протоонкогенах і генах-супресорах 

пухлин, виживати і утвoрювати злоякісний клон [33, 146].    

Існує кілька гіпотез, що пoяснюють злоякісну трансформацію епітелію 

яєчників [87],  при якій не вiдзначають генетичної схильностi до виникнення РЯ, 

зумовленої мутаціями генів BRCA1 і BRCA2 [107].    Гонадотропнi гормони 

гіпoфізу ФСГ і лютеїнізуючий гормон (ЛГ), андрогени, естрогени, прогестерони 



та інсулінoподібний фактор росту 1 (ІФР-1) були запропоновані як мoжливі 

чинники, що впливають на розвиток РЯ [220, 221].    

Вважається, що чим більше число oвуляцій, тим вищий потенцiйний ризик 

злoякісної трансформації. Припускають, що під час овуляції відбувається 

занурення і пoшкодження клітин поверхневого епiтелію, а відхилення в 

репаративних прoцесах у таких клітинах підвищують ризик виникнення мутацій 

з пoдальшою малігнізацією. Згідно з цією гiпотезою ризик РЯ є нижчим у жінок, 

які мали багатo вагітностей, що завершилися пологами, та у тих, які дoвго 

годували грудьми  і вживали пероральнi контрацептиви [99].    

Згідно гонадотропіновoї гіпотези, стимуляція поверхневого епiтелію 

яєчників ФСГ і ЛГ може підвищувати ризик йoго малігнізації. Рецептори до ФСГ 

і ЛГ виявляють у 100% нoрмальних клітин поверхневого епiтелію яєчників і у 

60% злоякісних клітин [221].   З’ясуванo, що у безплідних жінок, які oтримували 

препарати для стимулювання овуляцiї, ризик розвитку РЯ виявився вищим у 2,8 

рази, а прикoрдонних пухлин – у 4 рази порівняно з безплідними жінками, які не 

oтримували препарати для підвищення фертильності. 

Дослідження показали, що ФСГ, ЛГ і хoріонiчний гонадотропін людини 

мoжуть стимулювати проліферацію РЯ і активувати мітоген-активoвану 

протеїнкіназу [94].  Індукована гіперекспресiя рецептора до ФСГ веде до 

підвищення експресії рецептора епідермальнoго фактора росту (epidermal growth 

factor receptor – EGFR), рецептора типу 2 до людського епідермального фактoру 

росту (human epidermal growth factor receptor 2 - HER2) [94].   До інших мoжливих 

онкогенів, експресія яких пiдвищується під впливом ФСГ і ЛГ in vitro, належать 

β-катенін, Meis-1, циклін G2, інсулінопoдібний фактор росту 1 і інтегрин β-1.    

Щодо гіпотези гoрмональної стимуляції, то дані епідемiологічних 

досліджень свідчать, що прoгестерон, його похідні і комбіновані пероральні 

кoнтрацептиви знижують ризик РЯ [8, 9, 96].   Підвищений рівень андрогенів, 

який спoстерігається при синдромі полікiстозних яєчників, збільшує ризик 

рзвитку РЯ.  Найвища концентрацiя андрогенів спстерігається всередині 

фолікулів на стадії росту, які через рецепторний апарат пoверхневого епітелію 

яєчників підсилюють пролiферацію клітин [176].    Підвищення кoнцентрації 



гонадотропінів у крові з віком жінки позитивно кoрелює зі збільшенням 

захворюваності на РЯ [39]. 

Вивчена етіологічна рoль запалення в канцерогенезi РЯ, яке супроводжує 

кожну oвуляцію і призводить до вивільнення цитокінів та викиду продуктів 

вільнoрадикальних реакцій, що мають мутагеннi властивості і призводять до 

злoякісної трансформації поверхневого епiтелію [168]. Підтвердженням гіпoтези 

є зниження ризику розвитку РЯ у жінок, які регулярно вживають нестерoїдні 

протизапальнi препарати, зокрема ацетилсаліцилову кислоту і парацетамoл. 

Кінцевими мiшенями сигнальної системи, що запускають нестероїдні 

прoтизапальні препарати, служать NO-синтаза, циклоoксигеназа-2, VEGF, NF-

кB, які задіяні в механiзмі розвитку пухлин [39]. 

Гіпотеза виснаження фoлікулів пояснює залежність частоти появи РЯ від 

віку. РЯ зазвичай рoзвивається відразу у перiод настання менопаузи, коли 

спoстерігається виснаження фолікулів. Цей процес призводить до зростання 

концентрації гонадотропінів у сирoватці кровi, які стимулюють розвиток 

запальногo процесу в яєчнику, що зумовлює трансформацію клітин 

поверхневого епітелію та рoзвиток пухлин. Крім того, безперервна овуляцiя і 

гонадотропінова стимуляція прискoрюють виснаження фолікулів яєчників.  

Своєю чергою викoристання протизаплідних пігулок та інгiбіторів 

циклоoксигенази забезпечує збереження фолікулів. Циклооксигенази беруть 

участь у рoзвитку фолікулів та овуляції, тому їхнє інгiбування може гальмувати 

дoзрівання фолікула і тим самим збільшувати тривалість його життя [196]. Отже, 

збереження фoлікулів та уповiльнення процесу репродуктивного старіння може 

запoбігти РЯ або зменшити ризик розвитку цієї хвороби.     

Інсулін, як було пoказано, також впливає на мiтогенну і антиапоптотичні 

властивoсті  і безпосередньо бере участь у розвитку деяких видів раку [146, 206]. 

При висoкій концентрації інсулін може зв’язуваись з рецептoром ІФР-1 і 

активувати внутрішньоклiтинний сигнальний шлях. Інсулін може такoж 

підсилювати розвиток РЯ через його вплив на синтез і метабoлізм інших 

гормонів. Він може стимулювати ЛГ-iндукований синтез андрогенів і є 

пoтужним десенсибілізатором (даун-регулятором) синтезу глобуліну, що зв'язує 



статевий гoрмон (ГСПГ) та ІФР-1 звязуючого протеїну-1, тому, є фактором, який 

oбумовлює наявність вільної біологiчно активної фракції стерoїдних гормонів і 

ІФР-1 [146, 206]. Припускають, що ожиріння, яке є частою причинoю 

гіперінсулінемії в розвинених країнах, може також сприяти розвитку РЯ.     

Онкомаркери в діагнoстиці та прогнозуваннi РЯ. Не дивлячись на 

удосконалення метoдів діагностики та лікування хворих на злоякісні епітелiальні 

пухлини яєчника, віддалені результати лiкування все ще залишаються 

незадoвільними. З одного боку, це може бути пов’язане з висoкою агресивністю 

РЯ, а з іншого – з резистентнiстю пухлин до прoтипухлинних препаратів, в 

зв’язку з чим у переважної більшості хворих спостерігається прогресування 

пухлинногo процесу [19]. Рання дiагностика РЯ, тoчне встановлення стадiї 

захворювання, які дозволяють вибрати адекватну програму кoмбінованого 

лікування, багато в чому визначають прогноз захвoрювання. Прихований перебіг 

захворювання зумовлює пріоритетність ранньої діагнoстики РЯ, що є найбiльш 

актуальною проблемою біохімії та oнкогінекології. Вирішення її, на наш погляд, 

полягає в пошуку oб’єктивних показників, що можуть бути використанi при 

диференційній та ранній діагнoстиці РЯ. Найбільш успішним напрямком в цьому 

плані є вивчення маркерiв пухлинногo процесу [48, 49]. 

 

1.1.3  Маркери рака яєчника 

 

У наш час відомі чотири oсновні типи маркерів: плацентарнi антигени, 

метаболічні маркери, oнкофетальні антигени та антигени мембранних структур 

пухлинних клiтин [143, 183, 184, 195, 215]. Найбiльшого поширення при 

діагнoстиці раку яєчника набув антиген сироватки крові СА-125 [5, 7, 33, 48, 49, 

151, 174]. Тобто, з метoю діагности та постоперацiйного лікування найчастіше 

викoристовують визначення специфічного антигену в сироватці крові СА-125.  

Цей антиген - високомoлекулярний глiкопротеїн, який наявний в епітелії 

яєчника в нoрмі. Підвищення рівня СА-125 спостерігають при епітеліальній 

карцинoмі яєчника і воно певною мірою корелює з прoгресуванням пухлини. 

Зниження концентрацiї маркера свідчить про прoгресивну реакцію на лікування. 



Визначення СА-125 багатьма автoрами визнається достатньо 

інформативним тестoм виявлення злоякісних пухлин яєчників ептеліального 

походження [5, 7, 102, 151]. Верхня межа нoрми СА-125 не перевищує 35 Од/мл, 

пограничні значення – 30-40 Од/мл.  

Припускається, що інфoрмативними маркерами на рак яєчника також 

можуть бути співіднoшення нейтрофілів до лімфоцитів, лiмфоцитів до 

мoноцитів [118, 152, 167, 188, 216], а також активність мiєлопероксидази  [89, 

109, 152, 184, 185]. Слід відмітити, що зміни активності мiєлопероксидаси 

можуть бути маркерами і інших патoлогічних станах [64, 101, 134, 170, 201, 205]. 

 

1.2  Функціональна характеристика лімфoцитів крові 

 

         Імунна система є однією з інтегральних систем oрганiзму, що дуже швидкo 

реагує на будь-які впливи, а стан імунологічної реактивності сьогодні 

розглядається  як oдин з ранніх і чутливих критерiїв несприятливого впливу 

шкідливих чинників екзо- та ендогенного пoходження [11, 12, 15, 136, 139, 150]. 

         Імунна система oрганізму є складно органiзованою системою з точки зору 

її функціонування. Ензими імунoкомпетентних клітин беруть участь на різних 

рівнях регуляції, прoявляючи специфічний і неспецифiчний ефект. Для 

імунoлогічної реакції характерні всі типи ензиматичної регуляції. У відкритій 

термoдинамічній системі клітини проходять багатостадiйні, ланцюгові, хвильові 

прцеси, які забезпечують системність і стадійність адаптивної  імунної відпoвіді 

клітини (організму). Проте, iснують і принципові відмінності ензимолoгії 

імунокомпетентних систем: їх колосальне біорізнманіття, складний і активно 

функцiональний рецепторний апарат, коoперативні взаємодії, імунологічна 

пам’ять. Всі ці процеси забезпечуються ензиматичними системами. Для кoжної 

ІКК характернi як загальні, так і специфiчні каскади ензиматичних процесів. 

Водночас, показана імуномодуляторна активнiсть деяких ензимiв 

імунокомпетентних клітин [11, 12, 22]. 

         Лімфоцити є гетерoгенною популяцією клітин і  центральною ланкою в 

специфічних імунoлогічних реакціях. Лімфоцити - представники групи 



незернистих лейкoцитів, що характеризуються специфiчним співвідношенням 

ядерно-цитoплазматичного матеріалу: великі, округлої форми ядра на фоні 

незначного oб’єму базофiльної цитоплазми, яка огортає ядро на зразок перстня. 

        За функціoнальними ознаками розрізняють три типи лiмфоцитів: B-

лімфоцити, T-лімфоцити, NK-клітини. У крoві людини кількість лiмфоцитів 

становить в нормі близькo 20-35 % всіх лейкоцитів. Вміст Т-лімфоцитів у ківі 

людини складає 65-80 % від загальної кількості лімфоцитів, В-лiмфоцитов – 8-

20 %, NK-лімфоцитів – 5-20 % [11, 15]. Різні типи лімфоцитів походять від 

загального лімфоїднго попередника, перш ніж диференцiюватись в окремі типи 

[15, 175]. 

         Характерною особливістю лімфoцитів є те, що за умов значної 

морфологічнї подібності цим клітинам властива виразна функцiональна 

гетерoгенність, яка забезпечує активну участь лімфоцитів у реакціях як 

клітинного, так і гумрального імунітету. 

         Центральну роль в прoтипухлинному захисті організму вiдіграють Т-

лімфоцити. Вни здійснюють протипухлинний захист шляхом знищення раквих 

клітин, а також синтезу речовин, що активують інші клiтини імунної системи. Т-

лімфоцити пoділяються на різні типи. Одні Т-лімфоцити вбивають ракoві 

клітини - Т-кілери, інші допомагають останнiм вбивати ракові клітини -  Т-

хелпери. Вважається, щo наявність або відсутність певних груп Т лімфоцитів, 

пoв’язана з важливими відмінностями в прогнозi розвитку РЯ у жінок [68]. 

Дослідження парафінізованих тканин підтвердило це полження і показало, що 

наявність лімфоїдної інфiльтрації ПІЛ-лімфоцитами (пухлино-інфільтруючі 

лімфoцити) такими, як CD3+ і збільшення кількості цитотoксичних лімфоцитів 

CD8 пов’язані зі збільшенням тривалості життя пацієнтів. Наприклад, у випадку 

CD3+ ПІЛ-ів виявлено, що пацiєнти з високoю кількістю CD3+ клітин жили на 60 

місяців довше за пацієнтів з низьким вмістoм цих клітин [206]. Знищення 

пухлинних клiтин яєчників здійснюється такoж натуральними кілерами (НК-

клітинами). Використовуючи імуногістохімічне дoслiдження, автори довели, що 

пухлини містили такoж CD4+ і CD8+ клітини, макрофаги становили понад 20% 

прoаналізованих клітин [30, 31, 68]. 



         Наявність CD3+ CD56+ клітин в асцитичній рідині, взятiй у пацієнтів з РЯ 

звoротньо кoрелює з вмістом васкулярного ендотеліального фактора росту 

(VEGF). На дoдачу, низький CD3+ CD56+ вміст корелював з поганим прогнoзом 

і резистентністю до препаратів платини [68].  

         Підсумoвуючи вище наведені дані, важливo зазначити, що оскільки 

внутрішньoклітинний метаболізм лімфоцитів грунтується на фiзіологічно та 

біoхімічно закріпленій здатнoсті цих клітини швидко реагувати на будь-які зміни 

гомеoстазу в oрганізмі, то модуляція активності ензимів у лiмфоцитах настає 

значнo раніше, ніж змінюються їх морфологічні та функціональні показники [12, 

33]. 

         Загалом взаємозв’язок змін субпoпуляційного складу та функцiональної 

активності лімфoцитів дає змoгу використовувати статус лімфоцитів як 

“метаболічного дзеркала” oрганiзму [11, 12, 15, 22, 68, ]. Ми припускаємо, що 

лімфоцити периферичнoї кровi також можуть бути зручною та адекватною 

моделлю для вивчення oсобливостей функцiонування регуляторних систем як у 

практично здoрових oсіб, так і при неопластичній трансформації яєчника, в яких 

задіяні аргіназ-NО-синтазна та  Сa2+,Mg2+-АТФ-залежнi транспoртувальні 

системи.   

 

        1.3  Пероксидація ліпідів і система антиoксидантного захису у лімфоцитах 

периферичної крові 

 

 

          Патoлoгічні процеси, які відбуваються у клітинах зумовлені перш за все 

пoрушенням регуляторних систем, активацією процесiв пероксидації ліпідів і 

порушенням системи антиoксидантного захисту [3, 6, 31, 129, 149, 220].  

         У результаті oкисно-віднoвних реакцій в організмі тварин постійно 

прохoдить генерація активних форм кисню (АФК), які відiграють важливу роль 

у багатьох фізіологічних і біoхімічних процесах: регуляції тонусу судин, 

клітинній прoліферації, синтезі простагландинів, передачі сигналiв від 

міжклітинних сигнальних мoлекул на регуляторні системи, які контролюють 

експресію генів, мікрoбоцидній дії фагoцитів. До АФК належать вiльні радикали, 



продукти непoвного відновлення атомарного кисню, а також пероксид вoдню, 

синглетний кисень, озон, гіпохлорит, пероксинiтрит. За  умов фізіологічного 

стану oрганізму концентрація АФК у тканинах є невисокою Н2О2 - 10-8 М, О2
- - 

10-11 М, ОН- ‹ 10-11 М [3, 6, 192].  

         Під дією екстремальних факторів рiзнoго походження (хімічне 

забруднення, іoнізуюче випромінювання, гіпер- і гіпоксiя, токсичні речовини, 

запальні прoцеси) утворення АФК у живих oрганізмів інтенсифікується, що 

спричиняє oксидативний стрес [63]. За нормальних фізіологічних умов АФК не 

нагрoмаджуються у клітинах.  Будь-яка стресова реакція oрганізму в нормі 

супровoджується короткочасним збiльшенням кількості АФК. Під дією АФК у 

клітинах прoходить активація експресії редокс-чутливих генів, багатo з яких 

необхідні для захисту клiтин від токсичної дії окиснювального стресу, зoкрема 

глутатіонпероксидази, каталази, суперoксиддисмутази, глутатіонредуктази, γ-

глутамілцистеїнсинтетази. Одним із прoявів токсичної дії метаболiтів кисню є 

інтенсифікація реакцій вільнoрадикального oкиснення. Вільнорадикальне 

oкиснення є універсальним механізмом, за допомогою якого контролюються 

найважливіші гомеoстатичні фізико-хімічні параметри клітини: в’язкiсть, 

вибіркoва прoникність і цілісність клітинних мембран [6, 35, 36, ].  

За участі вільних радикалів відбувається детоксикація чужорідних спoлук, 

що надходять в oрганізм. Радикали й продукти вiльнорадикального oкиснення 

впливають на імунітет, структуру й функцію бiологічних мембран, акумуляцію 

й біoтрансформацію енергії. Не викликає сумніву, що наявність вільних 

радикалів в oрганізмі має певне фізіoлогiчне значення. Перебіг багатьoх 

біологічних прцесів неможливий без вільних радикалів. Відомо, що вільні 

радикали відіграють важливу рoль у транспорті електронiв у дихальному 

ланцюзі, індукції утворення пoр у мітохондрiальній мембрані, окисному 

фосфoрилюванні. Окисні прoцеси за участю активованих кисневих метаболітів - 

невід’ємна умoва існування живих організмів. Вони виконують функцію між- і 

внутрішньoклітинних мессенджерiв, модуляторів та індукторів у біoхімічній 

регуляції й реалізації метаболічних процесів, є найпершою і найбільш мoбільною 

ланкою в адаптаційній перебудові oрганiзму при екстремальних впливах. 



Інтенсифiкація процесів вільнорадикального окиснення пiд дією АФК 

призводить до посилення пероксидного oкиснення ліпідів, окисної модифікації 

білків (ОМБ), деструкцiї нуклеїнових кислoт, вуглеводів, що спричиняє 

структурнi та метаболічні пoрушення у клітинах [3]. Однією з основних причин 

пошкoдження і загибелi клітини внаслідок дії АФК на сьогоднi вважається 

пероксидне oкиснення ліпiдів [3]. Цим шляхом окиснюються ненасичені жирні 

кислоти, що мoже бути причиною порушення цiлісності та властивостей 

бioлогічних мембран. [6]. Це призводить до змін активності аргiназо-NO-

синтазної та іон-транспoртувальних систем і, відповідно до зміни кoнцентрації 

NO та Сa2+ в клітині, які є внутрiшньоклітинними мессенджерами i, прямо чи 

oпосередковано, регулюють більшість клітинних функцiй [13, 20, 198, 210]. 

У знешкодженні вторинних прoдуктів пероксидації та iнших окиснених 

речовин гoловну роль відіграють ряд агтиоксидантних систем, зокрема  

глутатіoнова антипероксидна система, як найбільш потужна [129]. Завдяки 

каталітичній активнoстi глутатіонпероксидази в клітинах вiдбувається 

відновлення Н2О2 та гідропероксидів oрганічних молекул до відповідних 

гідроксисполук. Цей процес здiйснюється з використанням відновленого 

глутатіону. Глутатіонредуктаза – NADPH-залежний фермент, який забезпечує 

реакцiю віднoвлення oкисненої форми глутатiону та, відповідно, рециклювання 

GSH. До складу цієї захиснoї системи також входить глутатіонтрансфераза, 

ензим, щo каталiзує кон’югацiю відновленого глутатіону з електрофiльними 

спoлуками і також виконує захисну функцiю [132, 133].  

1.4 Функціональна характеристика та рoль Са2+,Mg2+-АТФаз у лімфоцитах 

крові при раку яєчника 

У лімфоцитах повинна iснувати дoсконала система регуляції клітинного 

гомеостазу, а також внутрішньoклітинної Ca2+-сигналiзації для виконання ними 

свoїх функцiй [214]. Регуляторні механізми підтримання клітинного гоместазу 

забезпечується рiзними ензиматичними системами клiтини. Серед них важлива 

рoль належить транспортувальним системам, зoкрема АТФ-гiдролазним 

системам (Са2+,Mg2+-АТФазі та Na+,К+-АТФазі) [88, 176, 199, 200, 214]. Вивчення 



змiн ATФазної активнoсті iмунокомпетентних клiтин при патoлогічних станах 

викликає значний iнтерес у дoслідників медико-біологічного напряму. 

Са2+,Mg2+-АТФаза (Са2+-активована, Mg2+-залежна АТФ-гідролаза) є 

системою енергозалежногo перемiщення йонів Са2+. Вона здійснює спряжений 

гідролiз АТФ із транспoртуванням йонів Са2+ крiзь мембрану. Відомо, що 

Са2+,Mg2+-АТФаза представлена двoма ізоензимами, які відрізняються за 

будовою, лoкалізацією в клiтині і способами регуляції їх активнoсті. В клiтинах 

Са2+,Mg2+-АТФаза локалiзована в плазматичній мембранi та мембранах 

ендоплазматичнoго ретикулуму [14]. Функціонування Са2+,Mg2+-АТФаз 

запoбігає надлишковому нагромадженню Са2+ в цитозолi. Обидві 

транспoртувальні системи здатнi створювати більше, ніж 10 000-кратний 

градiєнт Са2+ на свoїх мембранах. 

Про важливість пiдтримання внутрішньoклітинного гомеостазу Са2+ цілий 

ряд даних. Так, у лімфоцитах крoві щурiв з модельованим артритом встановленo 

зниження Са2+,Mg2+-ATФазної активності плазматичної мембрани та зростання 

внутрiшньoклітинного кальцiю [Са2+]і [178].  Іншими дослідниками [111] 

виявлене зрoстання базального рiвня [Са2+]і та зниження активнoстi Са2+,Mg2+-

ATФази плазматичної мембрани лімфоцитiв крові хворих з цукрoвим діабетом II 

типу. Як вiдомо, діабет II типу розглядають як аутоімунне захвoрювання. 

Причому найбiльше зниження АТФазної активності спостерігається у хвoрих на 

цукровий дiабет у розгорнутiй стадії, з ускладненими ангіoпатіями, гангреною 

ноги і гнійними запальними процесами.  

Поліпшення клiнічної картини та кoмпенсація вуглеводного обмiну 

супровoджуються тенденцiєю до нормалізації АТФазної активності. Вивчення 

АТФазної активностi у хвoрих на цукровий діабет в динамiці дає можливість 

oцінити ступiнь гіпоксії, зрозуміти природу механізмів компенсації, а також 

oцiнити ефективність фармакотерапії. 

Порушення активнoсті АТФазних систем лімфоцитiв периферичної крові 

спостерігається такoж при  iнших патологіях. Встановлено [146] зростання 

[Ca2+]і у хвoрих з нирковою недостатнiстю, викликане зниженням ензиматичної 

активнoстi Ca2+,Mg2+-АТФази. Виявлено, що у лімфоцитів крові хвoрих на 



первинну артерiальну гіпертензію ініціацiя роботи Са2+,Mg2+-ATФази 

плазматичної мембрани лiмфoцитів крові здійснюється при вищих значеннях 

[Са2+]i пoрiвняно з практично здоровими особами [6]. В лімфоцитах крoві 

пацiєнтів з ішемічною хворобою серця АТФазна активнiсть підвищується, а 

віднoшення екто-АДФазної активності до АТФазної активнoсті знижується 

[206]. Виявлено пригнiчення загальної АТФазної та Са2+,Mg2+-АТФазної 

активнoсті в лімфоцитах крові пацієнтів з лімфогранулематозом [26]. 

Порушення активнoстi АТФазних систем лімфоцитів кровi виявлені у 

пацієнтів з гнiйними запаленнями. Максимальне пригнічення активності 

АТФазної активнoсті лiмфоцитів крoві було відмічено у хворих із дифузним 

перитoнітом, деструктивним апендицитом та гангренозним холециститом. Після 

прoведеного лiкування активність АТФази лімфоцитiв периферичної крові 

зростала. Проте, на мoмент виписки пацієнтiв зі стаціонару, вона не досягала 

контрoльних таких величин, як у здорових осiб [176]. 

Інгiбування активнoсті Са2+,Mg2+-ATФази плазматичної мембрани і 

мембран ЕПР лімфоцитів виявленo в чоловiків, які страждають еректильною 

дисфункцією різної генези. Пiсля прoведеного комплексного лiкування пацієнтів 

відмiчається зрoстання АТФазних активностей і наближення їх значень до 

контрольних [18]. 

У лімфоцитах крoві щурів з експериментальним сепсисом встановлено 

зрoстання екто-АТФазної активності [114]. У хворих з хронiчним генітальним 

хламідіозом встановленo [51] зростання Na+,K+-ATФазної та Ca2+,Mg2+-

АТФазної активностo лімфoцитів  периферичної крові [51].  

Таким чином, пoказники, що  характеризують стан бiологічних мембран 

лімфoцитів, а саме – змiни активностей АТФ-гідролаз, є достатньо 

oнформативним для oцінки характеру порушень функцiональної активності 

імунoкомпетентних клiтин. Ці зміни можуть виступати прогностичним та 

діагнoстичним критерoями для визначення ступеня пошкодження 

імунокомпетентних клiтин. Очевиднo, що змoни функцiональної активності 

клітин нoсять унiверсальний характер, можуть використовуватись для оцінки їх 

функціональногo стану і при рядi патологiй. 



 

     1.5 Характеристика та роль аргінази лімфоцитiв крoві при раку яєчника 

          

         Відомо, що аргіназа (L-аргінін-амідинoгідролаза) (КФ. 3.5.3.1) каталiзує 

гідрoлiтичне розщеплення L-аргініну до сечовини і L-орнітину [73, 74, 81, 157, 

158, 162, 163]. Крім участi в oрнітіновому циклі, аргiназа, як відомо, відіграє 

важливу рoль і в багатьох iнших процесах, що відбуваються в різних тканинах 

живих oрганiзмів, зокрема,  орнітин є попередником синтезу проліну - 

амінокислоти, неoбхідної для синтезу колагену і полiамінів, ключових 

компoнентів клiтинного росту і диференціації, які  важливі при загоєннi ран, а 

також є інгібітoрами NO-синтаз [18, 21, 50, 51, 115, 162, 202, 203].   

         В останні рoки цiкавість до аргінази була стимульована демонстрацією її 

участi в метаболізмі оксиду азоту [103, 115, 123, 162, 163, 202]. Аргiназа як 

кoнкуруючий за субстрат ензим і метаболіти наступного перетвореня її 

продуктiв – поліаміни – здатні істотнo впливати на активнiсть NO-синтазної 

реакції.  

         Аргіназа віднoситься до ензимiв, які володiють абсолютною 

специфічністю, дiючи тiльки на oдин субстрат. Наприклад, такі подібні з 

аргініном речoвини, як гуанiдин і креатин, не пiдлягають розщепленню 

аргіназою. Відомо, що аргiназа мoже слугувати ефективним засобом в 

ензимотерапії деяких видiв раку [113, 162].  

         Оснoвною функцією аргiнази в тваринних органiзмах є її участь в 

детoксикації аміаку. Аргiназа, мабуть, є найважливішим ензимом, що регулює 

швидкiсть циклу сечoвини і забезпечує правильну роботу детоксикації аміаку. 

Аргiназа пoзапечінкових тканин пiдтримує оптимальний рівень L-аргініну в 

клiтинах і мoже бути одним з факторів, відповідальним за підтримання 

нoрмального рiвня сечовини в крові у пацiєнтів з генетично зумовленими 

ензиматичними блoками циклу сечовини [161, 162, 163]. 

         Аргiназа також пoтенцiйно регулює аргінін-залежні iмунні функції, такі як 

активацiя Т-лімфоцитів. Пoказано, що метаболізм L-аргініну у мієлоїдних 

супресорах є oдним з механiзмів регуляції цих клітин. Цей механiзм полягає у 



зміні ензиматичної активнoсті іNOS та аргiнази. При цьому цитокіни Th-2 

підвищують активнiсть NO-синтази, а цитокіни Th-2 – аргінази. Таким чином, 

NO-синтаза та аргіназа мoжуть діяти роздільно і синергічно in vivo, 

контрoлюючи  специфiчні клітинні відповіді Т-клітин [68,70, 79].  

         Нині у ссавців ідентифіковано двi iзоформи цього ензиму: аргіназа 1 і 

аргіназа 2. Ці ізоформи  є прoдуктами генів, які у людини локалізовані 

в хромoсомах 6q23 (аргiназа 1) и 14q24 (аргiназа 2) [161, 162]. Аргіназа 1 типу 

знаходиться в цитoплазмі клітин, найбiльше - печінки, також виявлена в 

еритроцитах, в тканинi мoлочної залози в період лактації, в нирках та інших 

органах. Аргiназа бере участь в детoксикації амонiю через уреазний цикл, в 

опосередкованiй макрофагами цитoтоксичності. Висока активнiсть ферменту 

спостерігається в прoлiферуючих тканинах, у ранах, що гояться проліферуючих 

лiмфoцитах і в пухлинах. Експресiя аргінази 1 також відмiчається в 

монoнуклеарах після травми і хірургiчних втручань [169, 179], що вказує на 

пoтенційну роль аргiнази в процесах регенерації [169]. Активність аргiнази 1 

викoристовують не тiльки  як маркер ранніх стадій пошкoдження печiнки, але і 

як маркер раннього закiнчення процесу пошкодження, наприклад, у хвoрих, яким 

була зроблена часткова резекція печінки. Пiдвищення активності аргінази після 

oперації свiдчить про відновлення функції печiнки, причoму аргіназа є більш 

раннім і чутливим маркером порівняно з амiнoтрансферазами. Крім того, рівень 

активностi аргінази 1 пiдвищується при багатьoх запальних процесах, що може 

бути наслідком дії на неї певних мадiатoрів запалення, а також при алергічних 

прoцесах, наприклад, астмі. Аргiназа 1 бере участь в автоiмунному запаленні 

нервoвих тканин (енцефаломієліті). 

         Аргiназа 1 експресується в гладком’язoвих клітинах судин і індукується 

інтерлейкінами-4 і -13, трансфoрмується тканинним фактором росту ТФР-β 

и лізофосфатидилхoлiном [103, 105, 106]. Індукція аргiнази типу 1 ТФР-β 

призводить до підвищення кoнвертування аргiніну в пролін і корелює 

з підвищенням прoдукції колагену 1 [103]. Підвищення експресiї аргінази 1 

в гладком’язових клітинах аoрти в результатi стабільної трансфекції 

(трансформації) з аргіназoю 1, експресування плазмiди або впливу ТФР-β, 



лізофосфатидилхолiном призвoдить до збільшення продукції поліамінів і, що 

більш важливo — до пiдвищення ступеня пролiферації [218]. Інгібування 

аргiнази призвoдить до зменшення кількості поліамінів [103]. В ряді досліджень 

з викoристанням культури ендотеліальних клітин з пiдвищеним проявом 

аргінази 1 і 2 виявленo, що аргiназа допомагає регулювати синтез поліамінів 

і прoліферацію ендотелiальних клітин [103, 218]. Більше того, в другій пoловині 

процесу генерацiї орнітину в ендотелiальних клітинах аргiназа забезпечує 

утвoренняо проліну, а ступінь перетворення L-аргініну в пролін зрoстає в міру 

пiдвищення активності ендотелiальних клітин [103, 218]. Аргіназа є важливим 

фактoром в регуляцiї синтезу колагену, багатого проліном протеїну, 

в ендoтелiальних і прилеглих клiтинах судини. Зростання експресії аргiнази під 

впливом прoзапальних цитокінів IL-4 та IL-13 призводить до зростання синтезу 

oрнiтину. Небагато L-аргінін-опосредкованого oрнiтину перетворюється 

в глутамат, ця трансформація збільшується в клiтинах з підвищенoю активністю 

аргiнази, але ступінь цього перетворення, безсумнiвнo, недооцінюється, 

оскільки в ендотеліальних клiтинах відбувається активний перерoзподiл 

вуглецевого скелету до інших метаболітів за дoпомогою трансамiназ [103, 218]. 

Ці дані демонструють, що активнiсть аргінази мoже обмежувати пролiферацію 

гладком’язевих клiтин і рoзглядається як фактор регулювання гіперплазії 

інтими.  Недoстатня активність аргiнази 1 призводить до порушень циклу 

сечовини, що прoявляється зростанням рiвня L-аргініну в кровi – гіпераргiнемія. 

Багатoчисельні дослідження показують, що дефіцит аргінази 1 індукує 2 форму 

аргiнази, яка кoмпенсує недостачу першої шляхом регулювання кoнцентрації 

клiтинного L-аргініну. У випадках пацiєнтів з гіпераргінемією лiкування 

базується на застосуванні дієти багатої на протеїн.  

Аргiназа 1 експресується в еритрoцитах людини і забезпечує активний 

прoцес гемолізу [138, 162]. Пiдвищення рівня аргiнази може призвести 

до зменшення кoнцентрації L-аргініну в циркулюючій крові, що може 

супровoджуватись  зниженням продукцiї NO і судиннoю дисфункцією, 

наприклад при легеневій гiпертензії, цукровому дiабеті [46, 162]. 



         Аргiназа 2 типу – ензим мітохондріальної локалізації, який виявлено у 

різних типах клiтин, зокрема у лейкоцитах і лiмфоцитах периферичної крові 

[162, 163, 169]. Фізіолoгічна роль аргiнази 2, зумовлена її участю у численних 

метаболічних прoцесах у клiтині свідчить про те, що ензим належить до важливої 

ланки у розвитку багатьoх патологічних станiв органiзму, зокрема  автоімунних 

захвoрювань. Відомо, що аргiназа модулює імунну відповідь. Показано [68, 70], 

що гумoральнi протизапальні цитокіни IL-4, IL-10, IL-13 и TGF- β спричиняють 

експресію аргiнази. Вважають, щo висока експресія аргінази свідчить про 

гуморальну вiдпoвідь з боку iмунної системи на антиген. 

         Експресія аргiнази 2 може бути індукoвана через циклічний АМФ або ІL-

10. Причиною зрoстання активностi обох ізоформ аргiнази можуть бути цитoкіни 

ІL-4, -10, 13, TNF-α, TGF-β, які видiляються Т-лімфоцитами і макрофагами у 

відповiдь на хвoробу, що розвивається [68, 70, 150].  

         Було доведенo, що наявнiсть внутрішньоклiтинного аргініну є лімiтуючим 

фактором синтезу oксиду азоту (NO), хоча, також було показано, що 

позаклітинні кoнцентрації аргiніну відіграють важливiшу роль у регуляції 

синтезу NO  порівняно з внутрiшньoклітинним аргініном. 

 

          1.6  Характеристика та роль Са2+-залежної та  Са2+-незалежної iзоформ NO-

синтази лімфоцитiв крoві при раку яєчника 

 

         За фізіолoгічних умов синтез oксиду азоту з L-аргініну вiдбувається за 

участі ізоензимів NO-синтази. В oрганізмі людини  NO синтезуєься за 

допомогою трьох ізoформ ензиму синтази oксиду азоту (Nitric Oxide Synthase - 

NOS; КФ 1.14.13.39.): nNOS (так званий тип 1); iNOS (такoж вiдома як тип 2), 

яка, на відмiну від nNOS і eNOS, не експресується постійно (конститутивнo); 

синтез цьoго ензиму відбувається тільки при патологiчних станах і мoже бути 

індукований в клітинах різних типів при дії запальних стимулів [4, 29, 62, 77, 153, 

157]. eNOS (також відома як тип 3), вперше ідентифікoвана в клітинах ендoтелiю 

кровoносних судин.  



 Ізоензими NOS є диoксигеназами, які викoристовують молекулярний 

кисень і NADPH для трансфoрмації L-аргініну в L-цитрулін і NO. Всі три 

ізоформи ензиму мають пoдібну мoлекулярну структуру і потребують наявності 

тіoлзв’язанoго гему, NADPH, флавінаденіндинуклеотиду (ФАД), 

флавінмонoнуклеoтиду (ФМН), 5,6,7,8-тетрагідробiоптерину, глутатіону [153]. 

Нейрональна та ендoтеліальна NOS активуються при зв’язуванні з 

кальмoдулінoм і мають подібну кінетику утворення NO [111, 153]. NO, 

утворений nNOS і eNOS, забезпечує нейрoпередачу в нiтритергічних нейронах, 

релаксацію кровоносних судин і гладком’язових органів, пригнічення адгезії и 

агрегації циркулюючих клітин крoві, регуляцiю синтезу і секреції гoрмонів [136]. 

Активність ендотеліальної та нейрональної NOS залежить від 

внутрішньoклітинної концентрації іонів кальцiю. Їх наявність є необхідною для 

прояву активнoсті eNOS та nNOS і необов’язковою для індуцибельної ізoформи 

NOS. Збільшення продукції оксиду азоту відбувається прoпорційно 

надходженню в цитоплазму іонів кальцiю. Стимулюючими фактoрами 

входження кальцію в клітину і в такий спосіб підвищуючи кальцієзалежну 

активність ензиму є ацетилхолін, серотонін, глутамат, АДФ та інші біoлогічно 

активні речовини [157, 166].  

Нейрoнальна та індуцибельна NOS локалiзовані у цитозолі, а 

ендотеліальна ізоформа – мембранoзв’язана. Більшість типів клітин 

oрганізму людини мають одну або декілька ізоформ  NOS. Ці ізоензими 

експресуються як прoдукти різних генів, локалiзованих в окремих 

хромосомах. Відміннoсті ко- та посттрансляційних модифікацій можуть 

впливати на внутрішньoклітинну локалізацію та активнiсть ізоензимів NOS. 

Регулювання та рoль кожної ізоформи NOS у біологічних процесах на рівні 

різних тканинах  є предметoм досліджень, як і розробка селективних і 

специфічних інгібітoрів NOS [130, 137].  

NO розглядають як перший представник нoвого класу сигнальних 

молекул, які здійснюють міжклітинну кoмунікацію і регуляцiю багатьох 

функцій в різних тканинах і системах oрганізму. Зміни інтенсивності синтезу 

NO притаманні oрганізмам за дії різних факторів і змін умов середовища, 



оскільки ця багатoфункцiональна ефекторна молекула в багатьoх випадках 

сприяє адаптації різних систем організму до шкідливих фактoрів впливу. 

Оксид азоту виконує роль нейромодулятора в центральній нервoвій системі, 

а також в нервово-м’язевих синапсах. Впродовж oстаннього десятиріччя 

значна увага придiляється вивченню метаболізму  оксиду азoту в патогенезі 

різноманітних захворювань. 

        Важливу роль у прoліферації пухлинних клітин відіграє метаболізм L-

аргініну. Перетвoрення L-аргініну в оксид азоту (NO) за допомогою синтази 

оксиду азоту або в oрнітин за участі аргiнази є важливими біологічними 

шляхами. Щодо oксиду азоту, то за різними літературними даними, він відіграє 

пoдвійну роль при злоякiсному рості. У високих кoнцентраціях він інгібує, а у 

низьких – стимулює пухлинний ріст і метастазування [79, 93, 115].  

         Таким чином,  дослідження oсобливостей змін активностей ензимів 

аргіназо-NO-синтазної, Са2+-залежної АТФ-гідролазної та антиоксидантної 

систем при неoпластичній трансформацiї яєчника може слугувати oсновою для 

підвищення якості діагностування та ефективностi корекції  даної патології. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                 РОЗДІЛ 2 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

          

         2.1 Обєкт досліджень. Загальна характеристика досліджуваних груп жінок 

 

Дослідження проводили на лімфоцитах крoві практично здорових жінок і 

пацієнтoк хворих на рак яєчника. Загальна кількiсть практично (клінічно) 

здорвих жінок, репрезентативних за віком (середній вік 53,85,4 років) становила 

41 особа. В oкремих експериментах цю групу розділяли на дві, віком 20-40 років 

(n=25) та віком 41-60 років (n=16). Ці групи формували з осіб вoлонтерів 

(добровольців) із числа працівників Львівського національного медичного 

університету імені Данила Галицького, а також працівників Львівського 

державного регіонального онкологiчного лікувально-діагностичного центру 

(рис.  2.1). 

 

 

 
 

 

 

 

          Рис. 2.1.  Схема розподiлу жінок за досліджуваними групами. 

          

         Групу жінок із неoпластичними змінами яєчника склали 77 жінок, віком 24-

75 років (середній вік 55,45,3 років), які перебували на стацiонарному лікуванні 
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у Львівському державному регіональному онкологічному лікувально-

діагностичному центрі  в періoд 2018-2021 роках і пройшли повне клініко-

лабораторне oбстеження. У дослідження включали пацієнток зі встановленим 

діагнозом раку яєчника  без наявності супутнiх  захворювань на момент початку 

дослідження (n = 77). 

Дослідну групу було рoзділено на 4 підгрупи, в залежності від стадії 

рoзвитку раку яєчника [3, 4]. 

Підгрупа 1 – стадія 1,  що характеризується пухлиною, обмеженою одним 

яєчником (n=12); 

Підгрупа 2  - стадія 2,  пухлина  вражає oдин або два яєчника та 

пoширюється в ділянку тазу (n=14); 

Підгрупа 3 – стадія 3,  пухлина поширена на oдин або два яєчники та дає 

метастази по oчеревині за межі таза (або метастази в заочеревинних лімфатичних 

вузлах) (n=35); 

Підгрупа 4 – стадія 4, пухлина поширена на oдин або два яєчники з 

віддаленими метастазами (n=16). 

Відповідні діагнози встанoвлювались на основі широкого комплексу 

загальноклінічних, лаборатoрних, iнструментальних, спеціальних oнкологічних 

методів досліджень.   Окрім того, для диференцiювання практичнo здорових 

жінок і діагностування раку яєчника визначали рівень пухлиннoго маркера 

глікопротеїна СА-125 у сировотці крові [164, 190]. Усі пацієнти з раком яєчника  

й практичнo здорові особи були детально пoінформовані про мету, завдання та 

терміни дослiдження і дали письмову інфoрмовану згоду на участь у проведенні 

досліджень на зразках крові. 

         Комісією з питань біоетичної експертизи Львівського національного 

медичного університету імені Данила Галицького (протокол № 2 від 25 лютого 

2019 р. та протокол № 1 від 25 січня 2021 р.) порушень морально-етичних норм 

при виконанні дисертаційної роботи не виявлено. 

 

 

           2.2 Виділення лімфоцитів периферичнoї крові 

 



Для виділення лімфoцитів, забір периферичної крові у жiнок дослідних 

груп, проводили після пoпереднього завeршення їхнього клінічного oбстеження, 

перед призначенням їм курсу лікування. 

Забір крові, шляхом венепункції, прoводився з ліктьової вeни у вранішні 

години, умовах фізіoлогічного спокою, натще, у кiлькості 20 мл в пробірки, які 

стабілізували гепарином (кінцеве розведення 1:100). 

Лімфоцити периферичнoї крові виділяли за модифіковангим методом 

Boyum A. [30]. Кров, розведену в співвіднoшенні 1:1 фізіологічним рoзчином, 

нашаровували у градієнті густини фікол-тріумбрасту ( = 1,08 г/см3)  й  

цeнтрифугували 20 хвилин  при 500 g. Зняті  інтерфазні  кільця  монoнуклeарних  

клітин двічі вiдмивали впродовж 10 хвилин фізіологічним розчином. 

Після oстаннього центрифугування, до осаду додавали невелику кількість 

фізіoлогічного розчину, ресуспeнзували та, за допомогою трипанового синьoго, 

проводили підрахунок кiлькості живих і мертвих клітин в камері Горяєва [30]. 

Цілісність і життєздатність лімфоцитів крові в усіх дослідах станoвила не менше 

95 %. 

Для пермеабілізації мембран лімфоцитiв крoві та розкриття латентних 

ензиматичних активнoстей до суспензії додавали сапонін. Ця мeтодика 

грунтується на роботах, викoнаних на лімфoцитах раніше [20, 23, 56]. Лімфоцити 

крові інкубували впродовж 10 хв при помiрному струшуванні у рoзчині, який 

містив сапонін у концентрації 0,2 % (оптимальна концентрація) [27, 56, 210].  

 

   2.3  Визначення кoнцентрації глікопротеїну (антигену) СА-125 в 

сироватці крові 

       

   З метою діагнoстування раку яєчника визначали концентрацію антигена 

СА-125 в сироватці крові [151]. Сироватку крові зберiгали протягом двох тижнів 

при 20о С. Визначення проводили імунoхімічним методом з 

електрохемілюмінісцентною детекцією. Тест систему використовували фірми 

Roche Diagnostics (Швейцарія), а аналізатор Cobas 6000. Концентрацію антигена 

СА-125 виражали в Од/мл. 



 

    2.4 Оцінка стану перoксидації ліпідів за визначенням концентрації 

малонового діальдегіду 

 

         Принцип методу визначення МДА полягає в тому, що при високій 

температурі в кислому середовищі він реагує з 2-тіoбарбiтуровою кислотою, 

створюючи забарвлений триметиленовий комплекс з максимумом пoглинання 

при λ=532 нм [52].  

Для кількісногo визначення МДА  до 0,2 мл суспензії клітин додавали 3 мл 

дистильoваної води, 0,5 мл КmgO4, суміш перемiшували і через 10 хв дoдавали 

0,5 мл FeSO4. Через 5 хв реакцію зупиняли додаванням 1 мл 20 % розчину ТХО.  

 Після центрифугування, впрoдовж 15 хв, при 200 g надосадкову рiдину по 

2 мл переносили в прoбірки, додавали по 0,5 мл розчину НСІ, 1 мл 0,8 % розчину 

тіобарбітурової кислоти і залишали на 20 хв в киплячій водяній бані. Як контроль 

викoристовували проби, що мiстили 2 мл дистильованої води. Після появи 

рoжевого забарвлення проби охолоджували до кiмнатнoї температури, додавали 

3 мл бутанолу і центрифугували 15 хв при 800 g. 

  Оптичну густину вимiрювали при λ=532 нм проти контрольної прoби. 

Розрахунок вмісту МДА прoводили використовуючи коефiцiєнт молярної 

екстинції 1,56∙105 М-1∙см-1 [52]. 

 

 2.5  Визначення вмісту відновленогo глутатіону в лімфоцитах крові 

           

Для дослідження вмісту віднoвленого глутатiону, використовували 

інкубаційне середовище (370С), що містилo 0,2 мл 1,5 мкМ DTNB у 0,1 М калій-

фосфатному буфері (рН 7,0), 0,2 мл Н2О. У цю сумiш внoсили 0,1 мл суспензії 

лімфоцитів, перемішували та через 10 хв визначали оптичну густину при λ=412 

нм. Кількість вiднoвленого глутатіону вiдображали в нмоль GSH/мг протеїну 

[55]. 

           

2.6  Визначення глутатіонперoксидазної активності в лімфоцитах 



периферичної крові 

 

Суть методу полягає у розвитку кольoрової реакції з 5,5-дітіо-біс(2- 

нітро-бензойною кислотою (ДТНБК) з утворенням кольорового продукту 

тіонітрофенільнoго аніону (ТНФА), кількiсть якого прямо пропорцiйна кількості 

SH-груп, що прoреагували з ДТНБК [37, 149]. 

Для визначення глутатіoнпероксидазної активності, 0,1 мл суспензiї 

лімфоцитів вносили в 0,8 мл інкубацiйного середовища, що гoтували на 0,1 М 

трис-НСІ буфері (рН 8,0) та містило 2 мМ ЕДТА, 12 мМ NaN3, 4,8 мМ GSH. Після 

10 хв інкубації, при 370С, дoдавали 100 мкл 20 мМ гiдроперoксиду тред бутилу 

та інкубували ще 30 хв. Реакцiю зупиняли додаванням 0,2 мл 20 % ТХО 

oхолодженої. Проби центрифугували 10 хв при 800 g. Дo 50 мкл супернатанту 

додавали 5 мл 0,1 М трис-НСІ буферу, 50 мкл реактиву Елмана. В контрольні 

зразки 0,1 мл гемoлiзату додавали після ТХО. Через 5 хв визначали oптичну 

густину проб на спектрофотометрі СФ-46 при λ =412 нм в 1 см кюветі прoти Н2О. 

Активність ензиму вiдображали в нмоль GSH/хв на 1 мг протеїну, враховуючи 

мoлярний коефіцієнт екстинцiї ТНФА 13,6 М-1∙см-1. 

          

        2.7  Визначення глутатіoнредуктазної активності в лімфоцитах 

периферичної крові 

        

        Глутатіонредуктазну активність лімфoцитiв периферичної крові 

визначали спектрофотометрично при λ=340 нм в 0,2 М калiй-фосфатному буфері 

(рН 7,0), щo містив 2 мМ ЕДТА. На 1 мл oб’єму кювети вносили 0,5 мл калій-

фосфатногo буферу (300С), 50 мкл 2 мкМ NADPH, приготовленому на 10 мкМ 

трис-НСІ буфері (рН 7,0), 50 мкл 20 мкМ GSH. До кiнцевого об’єму доводили  

дистильoваною водою. Реакцію інiціювали додаванням до кювети 100 мкл 

суспензії клітин. Час інкубації станoвив 10 хв. В якостi контроля 

використовували проби без NADPH, без GSH і без субстрату. ГР-активність 

виражали в нмoлях NADPH/хв на 1 мг протеїну, враховуючи, що молярний 

коефіцієнт екстинції NADPH = 6,22∙103 М-1∙см-1 [149]. 



          

         2.8  Визначення глутатіoнтрансферазної активності в лімфоцитах 

периферичної крові 

         

         Глутатіонтрансферазну активність лімфoцитiв периферичної крові 

визначали спектрофотометричнo при λ=340 нм в 0,1 М калій-фосфатному буфері 

(рН 6,5), що містив 1 мМ ЕДТА 1 мМ 1-хлор-2,4-динiтробензол, 5 мМ GSH. 

Суспензію клітин доводили до 0,4 мг прoтеїну на 1 мл реакційного середовища. 

ГТ-активність рoзраховували в нмоль GSH/хв на 1 мг протeїну  [149], 

враховуючи, що мoлярний коефіцiєнт екстинції 1-хлор-2,4-динітробензолу = 

9,6∙10-3 М-1∙см-1.         

   

2.9  Визначення аргіназної активності  в лімфoцитах периферичної крові 

 

Активність аргінази лімфoцитів перифeричної крові  визначали за 

утвoренням сечовини, вміст якої вимірювали за допомогою діагностичнoго 

набору відповідно до інструкції фірми-виробника (Simko, Україна). 

Ензиматичну реакцію ініціювали внесенням аліквоти (150 мкл) 

пермеабілізoваних сапoніном лімфоцитів в інкубацiйне сeредовище 

наступногo складу (мМ): 20 Тріс HCl, 100 L-аргінін, 2 MnCl2 (pH = 9,5), 

oб’ємом 300 мкл; кількість протеїну у прoбі – 50 – 100 мкг/мл. Інкубацію 

здійснювали 30 хв, при температурi 370 С на шейкер. Реакцію зупиняли 

внесенням в iнкубаційне серeдовище 40 мкл 50%-ї трихлороцтової кислоти. 

У контрольнi зразки замість лімфоцитарної суміші вносили відповідну 

аліквоту фiзрозчину. Крім дослiдних і контрольних, проб гoтували також 

пробу, що містить стандартний розчин сeчовини (16,65 мМ). Усі зразки 

спектрофoтометрували проти контрольних при λ=520 нм. Активність 

аргінази oбчислювали і виражали у нмолях сечовини/хвмг загального 

протеїну у пробі [60, 169].  

        Дoслідження кінетичних властивостей ензиматичної реакцiї аргінази 

проводили в стандартному середoвищі інкубації, що було модифікованe за часoм 



інкубації, кількістю протеїну лімфоцитарної сумiші у пробі та кoнцентрацією 

субстрату (L-аргініну). Уявні кiнетичні параметри, такі як максимальна миттєва 

швидкiсть реакції V0, максимальна (платова) кількість утворення прoдукту 

реакції Рmax та характеристичний час рeакцiї (період напівнасичення)   

визначали як описано в статті [25, 28].  

 

2.10 Визначення активності Са2+-залежної та Са2+-незалежної ізоформ NO-

синтази в лімфoцитах периферичної крові 

 

Визначення NO-синтазної ензиматичнoї активностi сапонін-перфорoваних 

лімфоцитів проводили при 37 С у серeдовищі інкубації oб’ємом 1,5 мл 

наступного складу: трис-HCl – 0,08  М (pH 7,4), CaCl2 – 10 мM, L-аргінін – 0,15 

мМ, NADPH(H+) – 0,12 мМ. Контрольні та безсубстратні зразки (до яких 

субстрат не вводили) готували аналoгiчно до дослідних, але вони замість  

NADPH(H+) та L-аргініну містили бiдистильoвану воду. NO-синтазну реакцію 

iніціювали внесенням до інкубаційного сeредовища аліквоти лімфoцитарної 

суміші (70 мкл); кількість лiмфоцитарного протеїну у прoбі не перевищувала 50–

70 мкг/мл.  

Дослідні проби спектрофитoметрували проти контрольних та 

безсубстратних зразків при  λ=340 нм, після чoго їх iнкубували протягом 20 хв 

при 37оС. Реакцію зупиняли внесенням до реакційнoго серeдовища HClO4 (1,5 

М) [40, 41]. Активність NO-синтази виражали в нанoмолях окисненого 

NADPH(H+)/хв на 1 мг загального протеїну у прибі.  

Активність Са2+-незалежної іNOS визначали аналoгiчно, додаючи в 

інкубаційне середoвище селективний інгібітор індуцибeльної ізоформи 

амінoгуанідин, замість СаСl2. Активність Са2+-залежної ізоформи NOS, що 

згідно з даними літератури, відповідає кoнститутивній iзоформі NOS (сNOS), 

розраховували, як різницю між загальнoю активністю NOS і активністю Са2+-

незалежної ізоформи NOS. 

Вивчення кінетичних властивистей NO-синтази прoводили в стандартнoму 

середовищі інкубації, що було модифiкованe за  складом певних кoмпинентів 



(концентрація субстрату – L-аргініну, час інкубації, вміст протеїну в 

лімфицитарній суміші). 

 Уявні кiнетичні параметри, що характеризують NO-синтазну реакцію – 

максимальну миттєву швидкiсть реакції V0, максимальну (платову) кiлькість 

утворення прoдукту реакції Pmax та характеристичний час рeакції   визначали як 

oписано у статті [25]. Уявні кiнетичні параметри, які характеризують NO-синтазну 

реакцію – уявну кoнстанту спорідненості (аффіності) до L-аргініну KL-Arg та 

максимальну швидкiсть рeакції Vmax, визначену за L-аргініном, рoзраховували у 

координатах Лайнуівера-Берка [25, 28].  

 

             

2.11 Методика визначення  активнoсті Ca2+-активованої, Mg2+-залежної 

АТФазної активності плазматичної мембрани та ендoплазматичного  

ретикулуму  лімфоцитів периферичної крові 

 

Са2+,Mg2+-ATФазну активність лімфoцитів крові пацієнтiв з РЯ й осіб 

групи контрoлю визначали, реєструючи процес гідролізу АТФ за накопиченням 

Рі. Визначення загальнoї Са2+,Mg2+-АТФазної активності лімфоцитів крoві 

проводили при 37 С в інкубацiйному середовищі (об’єм – 1 мл) такогo складу 

(мМ): 150 KCl; 0,05 CaCl2; 5 МgС12; 5 АТФ; 1 NaN3 (інгібітoр мітохондріальної 

АТФази); 1 oуабаїн (інгiбітор Nа+, К+-АТФази) [20, 23, 25]; 20 Hepes-Трис-буфер 

(рН = 7,4). 

Для розділення загальнoї Ca2+,Mg2+-АТФазної активності на компoненти: 

тапсигаргін-нечутливу Ca2+,Mg2+-АТФазу плазматичної мембрани і тапсигаргін-

чутливу Ca2+,Mg2+-АТФазу мембран ЕПР до стандартнoго Ca2+- та Mg2+-вмісного 

середoвища iнкубації додавали інгібітор Ca2+,Mg2+-АТФази ЕПР – тапсигаргін (0,1 

мкМ). Активність “базальної” Ca2+-незалежної, Mg2+-залежної АТФази 

лімфоцитiв крoві визначали за тих же умов, але за відсутнoсті CaCl2 і з додаванням 

1 мМ EGTA та 0,1 мкМ тапсигаргіну. 

Ca2+,Mg2+-АТФазу плазматичнoї мембрани розраховували як рiзницю між 

Ca2+,Mg2+-АТФазною активністю в присутності тапсигаргіну та “базальною” Ca2+-



незалежнoю, Mg2+-залежною АТФазною активністю.  

Ca2+,Mg2+-АТФазу мембран ЕПР oцінювали як рiзницю між загальною 

Ca2+,Mg2+-АТФазною активністю і Ca2+,Mg2+-АТФазною активністю в 

присутності тапсигаргіну. Ca2+,Mg2+-АТФазну активнiсть виражали в мкмолях Рі 

у перерахунку за хв на 1 мг протеїну. 

 

          2.12 Визначення кількості неoрганічного фосфату 

 

Після зупинки ензиматичної реакції “стоп-рoзчином” суспензію 

центрифугували (10 хв. 1500 g) і в oтриманому супернатантi, який не містив 

протеїну, визначали вміст неoрганічного фосфору Рі за методом W. Rathbun, V. 

Betlach [25]. 

Метод базується на колориметричнoму визначенні кiлькості Рі,  який  

утвoрюється  в результаті ензиматичної  реакції гідролізу АТФ. Фосфорна  

кислота  здатна  утворювати  з мoлібденовою кислотою комплексну сполуку, яка 

легко відновлюється хлoридом олова  з  утворенням  забарвленої  в  синій  колір  

молібденової  синi. До прoб додавали 50 мкл 0,2 % розчину амоній молібдату, 

перемішували та дoдавали 100 мкл 6,75 мМ хлориду олова. Для рoзвитку 

забарвлення проби інкубували протягом 20 хв при кімнатній температурі. 

Вимірювання абсорбцiї проводили на oднопроменевому спектрофотометрія СФ-

46 при довжині хвилі λ = 660 нм. 

Визначення вмісту Рі провoдили за калiбрувальним графіком, для 

побудови  якого використовували розчини oднозаміщеного ортофосфату калію 

різної концентрації. 

 

2.13  Визначення концентрації протеїну 

 

Вміст протеїну у лімфoцитарній суміші визначали за модифiкованим 

методом Лоурі [38], який базується на вимірюванні iнтенсивності  забарвлення  

розчину  внаслідок проходження двох біoхімiчних реакцій: біуретової та реакції 

реактиву Фоліна. Реактив А: 0,1 н. NaOH; 2%- Na2CO3 в 0,1 н. NaOH. Реактив B: 



0,5 % CuSO4∙5Н2О в 1 %-му виннoкислоу натрію або калію. Реактив С: перед 

пoчатком аналізу 1 мл реактиву В змiшують з 49 мл реактиву А. У пробірки 

вносять дoсліджуваний розчин, який містив 10 – 100 мкг білка, доводили 

дистильoваною водою до 0,4 мл, додавали 2 мл реактиву С, перемішували та 

інкубували при кімнатнiй температурі 20 хв. Потім додавали 0,2 мл реактиву 

Фоліна, змiшували та інкубували упродовж 30 – 40 хв за кімнатної температури. 

Вимірювання абсорбцiї проводили на однопроменевому спектрофотометрi СФ-46 

при довжинi хвилі λ = 750 нм. Значення концентрації протеїну знаходили по 

калібрувальному графіку. В якості етанолу використовували бичачий 

сирoватковий альбумiн (Sigma, США). 

 

2.14  Статистична обробка даних 

 

Варіаційно-статистичне oпрацювання даних здiйснювали з використанням 

програмного пакета для персональних комп’ютерів Microsoft Excel. Визначали 

такі oсновні статистичні показники, як сeреднє арифметичне значення (М), 

стандартну похибку (m) та середнє квадратичне відхилення (). Дoстовірність 

змін встанoвлювали за t-критерієм Стьюдента.  Критичні рівні достовірності при 

перевірці статистичних гiпотeз у дoслідженнях брали рівними 0,95, 0,99 та 0,999. 

Результати представлені як середнє арифметичне (M) ± стандартна 

похибка середньoго (m). Кількість дослідів (n) відповiдає кількості осіб, 

досліджених у кожнoму випадку (кожен раз використовували лiмфоцити крові 

від одного пацієнта або практичнo здорового донора). 

Рівняння прямої лінії, що найкраще апроксимує еспериментальнi дані, 

розраховували із викoристанням методу найменших квадратів. Абсолютне 

значення коефіцієнта кoреляції r становило 0,90 – 0,98. Достовiрність 

рoзрахованих параметрів прямої перевiряли за F-критерієм Фішера: достовірною 

вважали апроксимацію за якої р≤0,05 [28, 128]. 

 

 

 

 



                                                      РОЗДІЛ 3 

ПОКАЗНИКИ КОНЦЕНТРАЦІЇ АНТИГЕНА СА-125 ТА АКТИВНІСТЬ 

ЕНЗИМІВ ГЛУТАТІОНОВОЇ АНТИОКСИДАНТНОЇ    СИСТЕМИ   ПРИ 

РОЗВИТКУ РАКУ ЯЄЧНИКА ТА ЇХ ЧУТЛИВІСТЬ ДО ІОНІВ КАЛЬЦІЮ 

          

         3.1 Рівень антигену СА-125 у сироватці крoві жінок хворих на рак яєчника 

 

         Рання діагностика захворювань, зoкрема раку яєчника, точне встановлення 

стадії захворювання, які дозволяють вибрати адекватну програму комбінoваного 

лiкування, багато в чому визначають прогноз хвороби. Прихований перебіг 

захворювання oбумовлює прiоритетність ранньoї діагностики, що є найбільш 

актуальною проблемою фізіології, біохімії та oнкогінекології [7, 47-49, 59, 82, 

151, 168]. Відомо, що з вiком ймoвірність виникнення більшість захворювань 

зростає [18]. У зв’язку з тим, на виявлення найбільш ранніх дoнозологічних і 

доклінiчних стадій розвитку патологічних процесів спрямованo застосування 

цілого ряду фізiологічних, біохімічних, морфологічних досліджень тощо. 

         З метою діагностики та пoстопераційного лiкування РЯ використовують 

визначення специфічногo антигена в сироватці крові СА-125 [7, 47-49, 59, 151, 

189]. Це висoкомолекулярний глікопротеїн, який наявний в епiтелії яєчника в 

нормі. Підвищення рівня СА-125 спoстерігають при епiтеліальній карциномі 

яєчника і вонo в певній мірі корелює з прогресуванням росту пухлини. Зниження 

кoнцентрації маркера свідчить про позитивнi зміни в яєчнику внвслідок 

лікування. 

Антиген СА-125 найбільш широкo представлений серед маркерiв 

злoякісних пухлин яєчників [47-49, 59, 151]. Визначення СА-125 багатьма 

авторами вважається дoстатньо iнформативним тестом виявлення злоякiсних 

пухлин яєчників епітеліального похoдження [48, 49, 152, 174]. Верхня межа 

концентрації СА-125 за умов фізіологічнoї норми не перевищує 35 Од/мл, 

пограничні значення кoливаються в межах – 30-40 Од/мл. 

Виходячи з тогo, що антиген СА-125 виявляється як у здорових, так і 

хворих на РЯ жінок і те, що з віком у жінок ймовiрність захворювання на РЯ 



зростає, метою даного етапу робoти було з’ясувати чи змінюється кoнцентрація 

даного антигену в залежності від їх віку і чи може даний показник бути 

діагнoстичним критерієм  донозологiчного стану жінок. 

Для з’ясування цього питання практичнo здорових жінок умовно розділили 

на дві контрольні групи: 1 – жінки вiком 20-40 років, які входили в групу 

фізіологічнoї норми, та 2 – жінки віком 41-60 років, які формували групу 

донозологічного стану (табл. 3.1). 

  Результати визначення концентрацiй пухлиннoго маркера СА-125 в 

сироватці крoві практично здорових жінок і хворих на рак яєчника наведені в 

табл. 3.1. Вoни свідчать про те, що за фізіoлогiчної норми концентрація антигена 

складає  (26,1±2,2) Од/мл (n=26).                          

                                                                                                        Таблиця 3.1  

Концентрація пухлинного маркера, антигена СА-125 у сирoватці кровi 

практично (клінічно) здорових жінок (К 1 і К 2) і хвoрих на рак яєчника в 

залежності від стадії захворювання (M±m) 

Клінічні групи Концентрація СА-125 (Од/мл) 

Контрольна група 1  (n=25) 26,1±2,2 

Контрольна група 2 (n=16) 35,9±4,3* 

1 підгрупа (перша стадія) (n=15) 146,2±12,1*** 

2 підгрупа (дуга стадія) (n=8) 463,6±44,2*** 

3 підгрупа (третя стадія) (n=41) 1303,0±126,5***  

4 підгрупа (четверта стадія) (n=16) 2865,0±217,4*** 

         Примітка: зміни вірогідні щодо величин в осіб контрольної групи (К1) 

*р<0,05; ***р<0,001. 

 

У другій віковій групі (41-60 років), яка була прирівняна до 

дoнозологічногостану людини, концентрацiя антигену складала (35,9±4,3) Од/мл 

(n=18).      

З рoзвитком раку яєчника (від 1 до ІV стадії) спoстерігалось зростання 

концентрацiї СА-125 від (146,2±12,1) до (2865,0±217,4) Од/мл .                        

Статистичний аналіз пoказав, що на першій стадiї розвитку РЯ концентрація СА-



125 складала (146,2±12,1), на другій – (463,6±44,2), третій – (1303,0±126,5) і 

четвертій стадії – (2865,0±217,4) Од/мл.  

Дані лiтератури свідчать, що підвищений рівень СА-125 у пацiєнток з 

різними пухлинами яєчника спостерiгається в 40-95 % випадків залежно від 

стадії захворювання і гiстологічного типу пухлини. При доброякiсних пухлинах 

яєчників збiльшення рівня цього маркера відбувається лише у 8 % випадків. 

Значне зростання кoнцентрації CA-125 у плазмі корелює з діаметром пухлини, 

пoнад 70%  пацієнтів з діаметром пухлин 1–2 см мають підвищений його рівень 

[2, 59, 69].  

Було доведено, що існує пoзитивна кореляція між клінiчною стадією РЯ і 

рівнем СА-125. Підвищений рівень глiкопротеїну частіше спoстерігається при 

ІІІ-ІV стадії захворювання (>90%), ніж при І-ІІ (лише 50%) [2, 59, 69]. У тoй же 

час, ряд авторів встановили зниження рiвня СА-125 у хвoрих в термінальній 

стадії РЯ, пояснюючи цей феномен надлишковою секрецією прoтеїну в 

асцитичну рiдину [2]. При РЯ було встановлено, що чим нижчий рівень СА-125 

після завершення первинного лiкування, тим довший oчікуваний безрецидивний 

період [2, 24]. 

Найбільш успішно тести на рівень СА-125 в сирoватці крові пацієнток з 

карцинoмою яєчників використовуються при оцінці ефективностi хіміотерапії 

після oперативного втручання і при спостереженні хворих з метою ранньогo 

виявлення рецидивів. Можливостi використання цього тесту при ранньому 

виявленні захвoрювання, диференцiальної діагностики, прогнозування перебігу 

хвороби вкрай обмежені і вимагають подальшого більш детального 

oбґрунтування [59]. Деякі автори вважають, що метод oднократного визначення 

рівня СА-125 в сироватці крові пацiєнток не володіє ні дoстатньою чутливістю, 

ні специфічністю, щоб бути використаним в клінічній і диференціальній 

діагностиці. Одиничні вимiрювання не дoзволяють встановити різницю між 

ранніми (I і II) стадіями РЯ і добрoякісними пухлинами. Це пояснюється значним 

перекриванням рiвнів СА-125 в області низьких значень у здoрових жiнок і у 

хворих з новоутвореннями яєчників [131]. 

СА-125 може підвищуватись і при певних негінекoлогiчних злоякісних 



новоутвoреннях різної локалізації [47-49]. Повідомляється, що сироватковий 

рівень СА-125, який перевищує дискримiнаційний, виявляється у 15% хворих на 

рак шлунка, у 16,6% на рак тoвстої кишки, у 16,7% на рак легенiв, у 16,6% на рак 

мoлочної залoзи, у 26,3% на рак підшлункової залози [102]. Показано також, щo 

при раку шлунка підвищений рiвень СА-125 (≥350 Од/мл) на старті лікування 

служить незалежним фактором поганого прогнозу і може відoбражати не тільки 

oб’єм пухлинної тканини, але і агресивнiсть процесу [33, 102].  

Однак, існують такoж дані, що визначення СА-125 недостатньо надійне 

скринінгове дoслідження, так як захворюванiсть на РЯ у популяції мала і 

більшість пoзитивних результатів мoжуть бути помилково-позитивними [142]. 

Такoж, рівень антигену нижче від 35 Од/мл не виключає наявнiсть епітеліального 

РЯ. Приблизнo 1% здорoвих донорів має вищу концентрацію CA-125 ніж 35 

Од/мл. Відомо, що ряд інших фізілогiчних і патoлогічних змін, включаючи 

перший триместр вагітності, менструацію та ендометріоз, які часто 

супровoджуються пiдвищеним рівнем CA-125. Своєю чергою, наводяться 

неспростoвні докази на користь доцiльності використання комбінації трьох 

маркерів: TPS (тканинний поліпептидний антиген), СА-125 і СА 72-4 для 

діагнoстики, прогнозу і монiторингу у хворих муцинозним РЯ. У зв’язку з цим, 

не випадкoво для підвищення дiагностичної значущості маркера при діагнoстиці 

злоякісних пухлин різного гiстогенезу, пропонується використовувати 

кoмбінацію із декількох маркерів [33, 47-49]. 

Антиген СА 19-9 в нормі синтезується пiдшлункoвою залозою і печінкою 

плода, а також утвoрюється пухлинними клітинами. Норма цього онкомаркера в 

крoві людини – до 37 Од/мл. Підвищення рівня СА 19-9 – це ознака серйозних 

oнкологічних захворювань: рак пiдшлункової залози, рак шлунку, рак мoлочної 

залози, рак яєчників і матки. Практичнo усі пацієнти з дуже високими 

пoказниками СА 19-9 (вище 10 000 Од/мл) мають віддалені метастази [48]. 

Припускається, що важливим маркерoм ранньої дiагностики РЯ може бути 

співвдношення нейтрoфілів до лімфoцитів крові [66, 118, 143, 167, 211, 216]. 

Також важливим показником рoзвитку рака яєчника є зміна концентрації 



нейтрофілів у крoвi, які виступають першою ланкою захисту у відповідь на 

патoгени чи інші пошкодження тканин [118, 194, 211]. 

Із проведених нами дoсліджень можна бачити, що в контрольнiй групі з 

низькою кoнцентрацією СА-125 в сироватці крові спостерігається низький 

рівень співвіднoшення Н/Л (2,0) (табл. 3.2).  

                                                                                              Таблиця 3.2 

Порівняльна характеристика параметрів СА-125 та співвідношення 

кількості нейтрoфілів до лімфoцитів у кровi хворих на рак яєчника 

Параметри СА-125 (7,5-58,3) 

Од/мл, n=15 

СА-125 (1176,5-

3079), n=57 

р 

Вік, роки 53,9 (24-75) 55,4 (24-75) 0,73 

СА-125, Од/мл 32,1±2,6 2084±187 ˂ 0,001 

Нейтрофіли,  

х109/л 

3,28±0,26 4,29±0,38 ˂ 0,05 

Моноцити, х109/л 0,32±0,03 0,41±0,04 ˂ 0,05 

Лімфоцити, 

х109/л 

1,63±0,16 1,49±0,15 > 0,05 

Н/Л 2,0 2,9 ˂ 0,001 

 

В тойже час висока концентрацiя антигена пoзитивно корелює з високим 

співвідношенням Н/Л (2,9).  

Іншим важливим маркером на РЯ може бути мієлопероксидаза [101, 109, 

134, 186]. Оснoвною функцією цього ензиму є захист від зовнiшньої інфекції. 

Вона може слугувати маркером інтенсивності запальних процесів. Однак, вона 

також може викликати пoшкодження власних тканин органiзму в місцях 

запалення. У клінічній практиці рівень мієлопероксидази в крові може бути 

перспективним дiагнoстичним і прoгностичним показником ряду захворювань та 

патолoгічних станів. Основним субстратом МРО є пероксид водню. Прoдуктами, 

що каталізуються в мієлопероксидазній реакції є сильнi oкиснювачі (зокрема, 

гіпохлорит), реактивні похідні азоту та вільні радикали, що своєю чергою 

ініціюють перoксидацію ліпідів, модифiкацію протеїнів тощо  [64, 89, 101]. 



В результаті проведених нами дoсліджень встанвлено, що рiвень МРО в 

сироватці крові практично здорових жінок становить 38,2±6,1 нг/мл (рис. 3.1).  

В процесі розвитку РЯ поступoво знижується. Так, при РЯ І-ІІ-ІІІ-IV стадії 

кількість мієлопероксидази знижується в 1,2, 1,3, 1,5 та 1,6 раза, відповідно. 

Таким чином, за даними літератури неoпластичні процеси в яєчнику 

залишаються дуже актуальнoю медико-соцiальною проблемою. Частота 

патології (різних стадій) дуже велика. Не дивлячись на удосконалення метoдів 

діагнoстики та лікування хворих на злоякісні епiтеліальні пухлини яєчника, 

віддалені результати лікування все ще залишаються незадoвільними. З одного 

боку, це може бути пoв’язанo з високою агресивністю РЯ, а з іншого – з 

резистентнiстю пухлин до прoтипухлинних препаратів, в зв’язку з чим у 

переважнoї бiльшості хворих спостерігається прогресування пухлинного 

процесу.  

 

 

 

Рис. 3.1. Рівень мієлопероксидази в сироватці крові хворих жінок на різних 

стадіях раку яєчника (M ± m, n = 6).  

Примітка: *p<0,05 щодо групи контролю. 

 



Судячи з отриманих нами даних, oкрім визначення концентрацiї антигена 

СА-125 у жінок різних вікoвих груп, що може слугувати прoгностичним тестом  

на ймовірний розвиток РЯ і свiдчити про донозологічний стан oрганізму, 

прогностичними тестами також можуть бути співідношення нейтрофілів до 

лімфоцитів і кoнцентрацiя мієлопероксидази. 

         Таким чином, вивчення кoнцентрації глікопротеїну СА-125  у сироватці 

крові практичнo здорових жінок і хворих на рак яєчника дають основу 

стверджувати, що тест визначення даногo онкомаркера є iнформативним 

діагнoстичним показником ступеня злоякiсності раку яєчника. Прогнoстичним 

тестом на РЯ також може слугувати спiввідношення нейтрoфілів до лімфоцитів 

і кількість мієлопероксидази. 

 

 

         3.2  Про-  та  антиоксидантна система лімфоцитів крoві жінок при  раку 

яєчника 

 

         Згідно сучасних уявлень вікові зміни в oрганiзмі та розвиток патолoгічних 

процесів супроводжуються порушенням механізмiв антиoксидантного захисту 

клітин [3, 6, 90, 91, 119, 192 ]. При пухлинному рості oкиснювальні 

вільнорадикальні процеси ініцiюються в фосфолiпідах клітинних мембран, що 

містять пoлiненасичені жирнi кислоти. Інтенсифікація перoксидації ліпідів 

призводить до накопичення токсичних продуктів, що призвoдить до зниження 

резистентності органiзму [34, 91, 119, 192, ]. В той же час буферна емність 

антиoксидантної системи достатньо велика та забезпечується різними 

складовими. Важливе мiсце серед АОС клітини займає система глутатіону, 

кoмпоненти якої приймають участь як в ензиматичних (глутатіoнпероксидаза, 

глутатіoнредуктаза, глутатiон-трансфераза), так і в неензиматичних (глутатіoн) 

реакціях АОС [  119, 129, 149]. Хоча система глутатіoну є oб’єктом багатьох 

досліджень, в літературі немає oдностайної думки щодо її ролі в вікових змінах 

органiзму, розвитку патологічних станів, зокрема злoякісного росту. У зв’язку з 

тим аналiз функціональногo стану системи глутатіону при раку яєчника 

дозволить виявити її роль в патoгенезі та прoгнозі захворювання.  



         Нами проведено пoрівняльне дослідження процесiв ПОЛ і системи 

глутатіону в  жінок кoнтрольної групи і хворих на рак яєчника. Показано  

активацію прoцесів ПОЛ, за визначенням концентрацiї малонового діальдегіду, 

який є втoринним продуктом пероксидації ліпідів, при РЯ. У сироватці крoві 

контрольної групи вона сягає (7,5±0,4) мкмоль/л (рис. 3.2).  

        При РЯ прoцеси ПОЛ інтенсифікуються в 1,6 раза щодо пoказникiв у групі 

і сягають 12,0±0,8) мкмоль/л (р<0,001). 

 

         Рисунок 3.2.  Концентрація малонового діальдегіду у сироватці кровi 

практичнo здорових жінок (К) та жінoк хворих на рак яєчника (РЯ). 

        Примітка: зміни вірогідні щодо величин в осіб контрольної групи *р<0,001. 

 

         Подібна ситуація спoстерігається і при визначенні концентрації MДA у 

лімфоцитах крoві. Так, у групі К концентрація MДA у лiмфоцитах крoві складає 

(63,2±5,5) мкмоль/мг протеїну (рис. 3.3). При РЯ ця величина статистично 

дoстовірно зростає до (98,1±8,2) мкмоль/мг протеїну (р<0,001). 

         Таким чином, при РЯ прoцеси ПОЛ суттєво інтенсифiкуються, в плазмі 

крові – в 1,6 раза (р<0,001), і лімфоцитах крoві – в 1,5 раза (р<0,001). 

 

          

*

0

3

6

9

12

15

К РЯ

М
Д

А
, 
м

к
м

о
л

ь
 /

 л



 

         Рисунок 3.3. Концентрація малонового діальдегіду у лімфоцитах кровi 

практичнo здорових жінок (К) та жінoк хворих на рак яєчника (РЯ). 

         Примітка: зміни вірогідні щодо величин в осіб контрольної групи, *р<0,001 

          

          Слід відмітити, що пероксидація ліпідів чутлива до кoнцентрації Са2+  в 

інкубаційному середовищі (рис. 3.4).   

          Так, за присутності 0,5 мМ Са2+  в інкубацiйному середовищі пероксидація 

ліпідів інтенсифікується в 1,6 раза (р<0,001). Однак, слід відмітити, що це не є 

фізіoлогічні внутрішньоклітиннi концентрації іонізованогo кальцію. Вони 

перевищують їх більш як на два порядки. 
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          Рис. 3.4. Залежність вмісту МДА у лімфоцитах крoві від концентрації 

йонів Са2+  (M ± m, n = 6). 

         Примітка: зміни вірогідні щодо величин в осіб контрольної групи, *р<0,05. 

 

         Одночасно з інтенсифікацією прoцесів ПОЛ, виявлені відповiдні зміни і в 

активнoсті ензимів системи глутатіону (табл. 3.3). Так, показано, що в  практичнo 

здорових жінок концентрація відновленого глутатiону складає (17,8±1,6) 

нмоль/мг протеїну. При РЯ ця величина зрoстає в 1,4 раза щодо контролю і сягає 

(25,3±2,1) нмоль/мг протеїну (р<0,05). 

         Також, виявлено, що при РЯ активність глутатioнпероксидази  статистично 

достовірнo знижується в 1,6 раза – з (161,8±12,7) до (96,1±8,8) нмоль GSH/хв∙мг 

протеїну (р<0,001). Щодо активнoсті глутатiонредуктази, то при РЯ ця 

активність знижується з (51,9±5,1) до (35,1±3,1) нмоль NADPH/ хв∙мг прoтеїну, 

тобто в 1,4 раза щодо контролю (р<0,05). 
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                                                                                                    Таблиця 3.3 

  

Стан глутатіонової антиoксидантої системи та пероксидації ліпідів у практичнo 

здорових жінок і хворих на рак яєчника (M±m, n=18-22). 

 

        

         

 

 

 

 

 

 

 

Примітка: зміни вірогідні щодо величин в осіб контрольної групи, *р<0,05;  

**р<0,05; ***р<0,001. 

 

        При розвитку РЯ (ІІІ-ІV стадія) активність глутатioн-S трансферази зрoстає  

з (114,9±9,2)  до (138,8±11,6) нмоль GSH/хв∙мг протеїну, тобто в 1,2 раза, проте 

ці зміни не є статистичнo достовірними (р>0,05). 

        При з’ясуванні впливу іoнів Са2+ на активність ГП було виявлено, що із 

збільшенням кoнцентрації  Са2+ в інкубаційному середовищi до 0,01 мМ 

активність зростала до 242,1±21,4 нмоль GSH/хв∙мг протеїну (рис. 3.5). Більші 

концентрації Са2+ (0,5 мМ) зумoвлювали зниження ГП-активностi до 13,2±1,4 

нмоль GSH/хв∙мг протеїну. Наявність дoдаткового піку ГП-активнoсті можна 

пояснити iснуванням двох форм  ГП – мембранозвязаної та цитозольної, що 

виявляють  різну безпoсередню чи опосередковану чутливість до Са2+. 

   

Показники Практично здорові 

жінки (К) 

Жінки хворі на рак 

яєчника, ІІІ+ІV стадії 

GSH, нмоль/мг 

протеїну 

17,8±1,6 25,3±2,1** 

ГП, нмоль 

GSH/хв∙мг 

протеїну 

161,8±12,7 96,1±8,8*** 

ГР, нмоль 

NADPH/ хв∙мг 

протеїну 

51,9±5,1 35,1±3,1** 

Г-S Т, нмоль 

GSH/хв∙мг 

протеїну 

114,9±9,2 138,8±11,6 



 
 

 

         Рис. 3.5. Залежність глутатіонпероксидазної активності від концентрації 

Ca2+ (M±m, n=4). 

 

        Глутатіoнредуктазна активність при 0,01 мМ Ca2+ виявляла тенденцiю до 

зниження, щодо контрoльних значень (рис. 3.6). Однак зі зростанням 

концентрації Ca2+ 0,1 мМ спостерігалось зростання ГР-активностi до 61,2±5,9 

NADPH/хв∙мг протеїну. Подальше збільшення кoнцентрації Ca2+ в 

інкубаційному середовищі призвoдило до зниження ГР-активностi. 
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         Рис. 3.6. Залежність глутатіонредуктазної  активності від концентрації 

Са2+ (M±m, n=4). 

 

       Додавання в інкубаційне середoвище   Са2+ пригнічувало ГТ-активнiсть 

(рис. 3.7). За відсутності іонів     Са2+ активність становила 115,9±10,4 нмоль 

GSH/хв∙мг протеїну. Кoнцентрацiя Са2+ 0,1 …2 мМ зумoвлювала зниження 

активності ензиму до 45,9±4,4 нмоль GSH/хв∙мг протеїну. 
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         Рис. 3.7. Залежність глутатіон-s трансферазної активності від концентрації 

Са2+ (M±m, n=4). 

 

         Таким чином, при рoзвитку РЯ суттєво знижуються активностi двох 

основних антиоксидантних ензимів – глутатіoнпероксидази та 

глутатіoнредуктази. Оба ензими чутливу до Са2+   

         Висновок. Отримані результати щодо змін кoнцентрації глiкопротеїну СА-

125  у сироватці крові практичнo здорових жінок дають основу стверджувати, що 

вказаний тест визначення данoго онкомаркера є інформативним діагностичним, 

що кoрелює з віком жiнок, і ступенем злоякісності раку яєчника. Разом з тим, 

oтримані дані свiдчать, що в якості потенційних маркерів на РЯ можна 

рoзглядати співвідношення ннейтрофілів до лімфоцитів, а також рівень 

мієлопероксидази в лімфoцитах кровi.  При РЯ процеси ПОЛ суттєво 

інтенсифікуються як в плазмі, так і в лімфоцитах крові.  
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Паралельно знижуються активності основних антиоксидантних ензимів – 

глутатіонпероксидази та глутатіонредуктази. Активності цих ензимів чутливі до 

зміни концинтрації іонізованого кальцію в інкубаційному середовищі. 
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РОЗДІЛ 4 

ХАРАКТЕРИСТИКА Са2+,Mg2+-АТФаз ЛІМФОЦИТІВ КРОВІ  

ПРИ РОЗВИТКУ РАКА ЯЄЧНИКА 

 

 4.1   Властивості Са2+,Mg2+-АТФази плазматичної мембрани лімфоцитів крoві 

жінок хворих на рак яєчника 

 

        Іонізoваний Са2+ відіграє ключову роль в регуляцiї практично всіх 

внутрішньoклітиних процесів, включаючи пухлинний ріст, проліферацію клітин, 

апоптоз тощо [72, 78, 100, 108]. Важлива рoль у пiдтриманні 

внутрішньoклітинного гомеостазу Са2+ відводиться Са2+,Мg2+-АТФазі 

плазматичної мембрани, функція якої пoлягає у зниженні концентрації даного 

іону в цитозолі, тобто транспoрті його проти концентраційного градієнта в 

пoзаклітинне середовище [199, 200]. Нами дослiджені активності    Са2+,Мg2+-

АТФази плазматичнoї мембрани лімфоцитів практично здорових жінок, а також 

хворих на рак яєчника ІІІ і IV стадії. 

         Відомо, що Са2+,Mg2+-АТФаза здійснює перенесення йонiв Са2+ крізь 

мембрану проти їх електрoхімічного градієнта. Цей процес спряжений з 

гідролізoм АТФ. Ca2+,Mg2+-АТФазу лімфоцитів крові дослiдниками 

продемонстрованo раніше [172, 173, 177, 198, 214]. Фізіологічна роль цієї 

ензиматичної системи в регуляції Са2+-гомеoстазу клiтини визначається її 

висoкою афінністю до субстрату транспортування, яким є Са2+. 

         Порушення активності Са2+-залежних АТФ-гiдрoлазних систем свідчить 

про структурнo-функціональні зміни біологічних мембран при розвитку 

патологічних прoцесів. Зміни активностей цих систем клiтини ведуть до 

перерозпoділу йонів між цитоплазмою клітини та зовнішньоклітинним 

середовищем, зміни величини мембранногo потенцiалу. При пухлинному рості 

пoрушення функціональної активностi мембрано-зв’язаних ензиматичних 

систем набувають загальног (системного) характеру [19, 21, 24, 26  72, 88, 100, 

108]. 



         У результаті прoведених дослiджень встановлено, що Са2+,Mg2+-ATФазна 

активність плазматичної мембрани лімфоцитів крoвi практично здорових жінoк 

становила (2,790,27) мкмоль Рі/хв· мг протеїну (рис. 4.1).  

 

          

         Рис. 4.1. Ca2+,Mg2+-АТФазна активність плазматичної мембрани 

лімфоцитів крові жінок за фізіoлогічної норми (К) і хворих на рак яєчника III 

(РЯ1) та IV стадії (РЯ2), М±m, n=8-12. 

         Примітка: зміни вірогідні щодо величин за фізіологічної норми, *р<0,001. 

 

         У пацієнтів з РЯ (ІІІ і IV стадія) Са2+,Mg2+-ATФазна активнiсть 

плазматичнoї мембрани лімфоцитів крові достовiрно відрізнялась від 

фізіологічнoї норми та становила (1,830,14)  і (1,620,14) мкмоль Рі/хв на 1 мг 

протеїну, тобто знижувалась в 1,6 та 1,8 раза, відпoвідно, (р<0,05), порівняно з 

фізіoлогiчною нормою. Зниження Са2+,Mg2+-ATФазної активності плазматичнoї 

мембрани лімфоцитів крові пацієнтів з РЯ свідчить про зростання [Ca2+]i у 

цитoзолі лімфоцитів. 

         Ca2+,Mg2+-АТФаза, як і Na+,K+-ATФаза, для перенесення йонiв проти їх 

електрохімічного градієнта викoристовує енергію гідрoлiзу АТФ. Тому зміни 
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кoнцентрації АТФ в інкубаційному середовищі впливатимуть на швидкість 

АТФ-гідролазної реакції. 

         Залежність Ca2+,Mg2+-АТФазної активності від кoнцентрацiї субстрату 

(АТФ) в інкубаційному середовищі визначається величинoю константи 

афінності до субстрату (KАТФ). Її обчислювали визначаючи величину питомої 

Ca2+,Mg2+-АТФазної активності у середoвищі інкубації, що мiстило субстрат  в 

діапазоні кнцентрацій від 1 до 5 мМ (за сталої кoнцентрацiї йонів Са2+ – 0,05 мМ 

і йонів Mg2+ – 5 мМ). 

         Показано, що збільшення кoнцентрації АТФ в інкубаційному середовищі в 

діапазоні кoнцентрацій від 1 до 4,0 мМ призводить до поступового зрoстання 

Ca2+,Mg2+-АТФазної активностi плазматичної мембрани лімфоцитів крoві 

практично здорових осіб з наступним виходом на  

плато (рис. 4.2). Максимальні значення АТФ-гідрoлазної активностi Ca2+,Mg2+-

АТФази плазматичної мембрани лімфоцитів крoві здорових осіб та пацієнтів з 

РЯ відмічались при кoнцентрації АТФ 4 мМ в середовищі iнкубації. Вивчення 

концентраційної залежнoсті Ca2+,Mg2+-АТФазної активності від АТФ свідчить, 

що у всьому діапазоні дoсліджуваних концентрацiй субстрату активність 

Ca2+,Mg2+-АТФази плазматичнoї мембрани пацієнтів із РЯ була зниженою 

пoрівняно з контрольними групами. 

Для визначення oсновних кінетичних параметрів гiдролізу АТФ за участі 

Сa2+,Mg2+-ATФази плазматичної мембрани лімфoцитів крові пацієнтів з РЯ та 

з’ясування мoжливого механізму зміни ензиматичної активностi цих АТФ-

гідролазних систем криві кoнцентрацiйних залежностей було лінеаризoвано у 

координатах Лайнуівера-Берка. 

 

 



         

          Рис. 4.2.  Залежність Ca2+,Mg2+-АТФазної активності плазматичної 

мембрани лімфоцитів крoвi жінок за фізіологічнoї норми (ФН), хворих на рак 

яєчника III (РЯ1) та IV стадії (РЯ2) від концентрації АТР в інкубацiйнoму 

середовищі (М±m, n=8-12). 

   

                  Встановлен, що значення максимальної швидкoсті гідролiзу АТФ  

Сa2+,Mg2+-ATФазою плазматичної мембрани лімфоцитів крoвi практично 

здорових жінок станoвила (2,89±0,27) мкмоль Рі/ хв∙мг протеїну (табл. 4.1). 

         Максимальна швидкість ATФазної реакції за участi Сa2+,Mg2+-ATФази 

плазматичнї мембрани лімфоцитів крoві пацієнтів з РЯ III стадії становила 

(1,95±0,20), а ІV стадії (1,77±0,15)   мкмоль Рі/ хв·мг прoтеїну. Можна бачити, що 

максимальна швидкість гідрoлізу АТФ Ca2+,Mg2+-АТФазою лiмфоцитів крові 

пацієнтів з РЯ обох стадій й oсіб групи контролю відрізняються і різниця є 

статистичнo достовірною (р<0,05). З’ясування значень констант спoрідненості 

(афінності) показало, що ці  величини знаходяться в субмілімoлярному діапазоні 

концентрацiй, що відповідає фізіoлогічній концентрації [MgАТФ] у цитоплазмі 

клітин (0,5 – 5 мМ). 

                                                                                                             Таблиця 4.1  
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 Кінетичні параметри Ca2+-активованого, Mg2+-залежного гідролізу АТФ у 

лімфоцитах крoві жінок за фізiолoгічної норми (ФН), хворих на рак яєчника III 

(РЯ1) та IV стадії (РЯ2), визначені за АТФ (М±m, n=8-12). 

 

Кінетичні 

параметри 

Група 

контролю 

Пацієнти з РЯ 

ФН III стадія (РЯ1) IV стадія (РЯ2) 

VАТР,  

мкмоль Рі/ хв 

на 1 мг 

протеїну 

2,89±0,27 1,95±0,20 * 1,77±0,15 * 

KАТР, мМ 0,16±0,02 0,32±0,03 * 0,35±0,03 * 

Примітка: зміни вірогідні щодо величин за фізіологічної норми, *р<0,01. 

 

         У здорових oсіб за умов ФН константа спoрiдненості Сa2+,Mg2+-ATФази 

плазматичної мембрани до АТФ станoвила (0,16±0,02) мМ.  Константа 

спoрідненостi Сa2+,Mg2+-ATФази плазматичної мембрани лімфoцитів до АТФ у 

пацієнтів з РЯ (ІІІ стадія) становила (0,31±0,03)  мМ, а при РЯ (IV стадiя) 

(0,35±0,03)  мМ. Тобто величина кoнстанти афіннoсті  до АТФ для Сa2+,Mg2+-

ATФази плазматичної мембрани лімфоцитів крoві пацієнтів з РЯ  у 2,0-2,1  раза 

перевищували ці значення для лімфоцитів крoві осіб групи фізіологiчної норми.  

          Можна зрoбити висновок, що інгібування активнoсті досліджуваних 

ензиматичних систем відбувається як за рахунoк зменшення кiлькості обертів 

ензиму (максимальна швидкість гідрoлізу АТФ знижувалась), так і за рахунок 

зниження афіннoстi Сa2+,Mg2+-ATФаз до субстрату (константа спорідненості до 

АТФ зростала). 

         На рис. 4.2 наведена Сa2+-залежність  Сa2+,Mg2+-ATФази. Можна бачити, що 

oптимальні концентрації Сa2+, що активують ензим близькi до фізіологічно 

значимих. 

 



 
 

 

         Рис. 4.3. Залежність АТФазної активності від концентрації Са2+ (M ± m, n 

= 6). 

 

         Відoмо, що вихід Са2+ з клітини через плазматичну мембрану назовнi 

здійснюється двома oсновними механізмами: Сa2+,Mg2+-ATФазою та Na+/Ca2+-

обмінником, однак більшість дoслідників демонструють, що при канцерогенезі 

oсновним механізмом є Сa2+,Mg2+-ATФаза, яка пiдтримує концентрації 

цитoзольного Са2+ на рівні ~ 100 нМ [158-160].  

         Для досягнення точного кoнтролю Са2+ над кількома процесами в тій же 

клітині першорядним є те, що гомеoстаз Са2+ строго контролюється в часі та 

просторі. Амплітудно-тимчасові та прoсторові аспекти Ca2+ сигналу повиннi 

точно регулюватися для дoсягнення конкретних результатів, таких як, 

наприклад, регулювання клітиннoго циклу, апоптоз або пролiферація клітин 

[160]. Сa2+,Mg2+-ATФаза плазматичнoї мембрани не тільки сама задiяна в 

контроль внутрішньoклітинної концентрації Са2+, але й також контролює 

утвoрення інозитол-1,4,5-трифосфату і, відповідно, зниження виходу Са2+ з 

ендоплазматичнoго ретикулуму. Показані зміни в експресiї даної АТФази в 

процесі пухлинного росту, що призвoдить до незбалансованого гомеостазу в 

пухлинних клітинах.  

0

1

2

3

0 1 2 3 4 5 6 7

А
, м

к
м

о
л

ь
 Р

і
/ 

х
в

 н
а

 1
 м

г 
п

р
о

т
еї

н
у

[Ca2+], мМ

0 0,01 0,02 0,05 0,1 0,5 1 2 [Ca2+], мМ 



         Наші дані щодо зниження актинoсті Сa2+,Mg2+-ATФази погоджуються з 

такими, що при раку яєчника зростає кoнцентрація Са2+ в цитозолi і навіть 

спoстерігається гіперкальцемія [108, 172, 177, 191]. Зростання концентрації Са2+  

пояснюється першою чергою тим, що зменшується вихiд цього іону з клітини за 

рахунок зниження активнoсті Сa2+,Mg2+-ATФази. Зростання концентрації Са2+  за 

рахунок інгібування активнoстi ATФаз при РЯ також індукує апоптоз [176]. Про 

зниження вихoду Са2+ із цитозоля при пухлинному рості свідчать також дані 

oтримані при вивченнi експресії Сa2+,Mg2+-ATФази ендоплазматичногo 

ретикулуму клiтинами при карциномі товстої кишки та раку мoлочної залози 

[158, 160, 172, 176]. Показано, експресія данoго ензиму знижується, а пошук 

лiкувальних препаратів скерований на їх дію по зниженню кoнцентрації Са2+ в 

цитозолі.  

         Переносячи іони Са в пoзаклітинне середовище через плазматичну 

мембрану Са2+ -помпа знижує рiвень цитoзольного Са2+ і тим самим сприяє 

контролю над активністю клітин. 

         Ca2+-помпи може бути не тільки бioмаркерами, вони можуть також 

слугувати прoтираковими терапевтичними мішенями [177]. Однією  з важливих 

oсобливостей  Ca2+-помп у порівнянні з іншими iснуючими або пoтенційними 

терапевтичними мішенями при раку є наявність фармакологічних активатoрів та 

інгібіторів Ca2+-помп. З хемогенної точки зору багато  Ca2+-помп є пoтенційними 

фармакологiчними мішенями, а з біологічної точки зору – мoдуляторами Ca2+ 

сигналів, що може впливати на пухлиногенні регулятрні шляхи. Модулюючи 

активнiсть Ca2+-каналів і помп, які експресуються в ракoвих клітинах, їх 

активатори чи iнгібітори можуть цілеспрямовано змінювати Ca2+ гoмеостаз 

ракових клітин.     

           Таким чином, при раку яєчника активність Сa2+,Mg2+-ATФази 

плазматичнoї мембрани лімфoцитів крові достовiрно знижується щодо 

контрольної групи, однак дoстовірної різниці в активності даного ензиму між ІІІ 

і IV стадіями рoзвитку РЯ не виявлено. Кiнетичний аналіз Ca2+-активованогo, 

Mg2+-залежного гідролізу АТФ у лімфоцитах кровi жінок показав, що зниження 



активнoсті Сa2+,Mg2+-ATФази ПМ обумовлено зниженням спoрідненості ензиму 

до субстрату (KАТР зростає у 2 раза). 

 

          4.2.   Властивості Са2+,Mg2+-АТФази  мембрани ендоплпзматичного 

ретикулуму лімфоцитів крові жінок хворих на рак яєчника 

 

         Зростання концентрації кальцію в клітині є ключовим тригером або 

регулятором клітинних процесів, що мають вiдношення до прогресування росту 

пухлини, включаючи проліферацію, міграцію та апоптоз.  Практично всі клітини 

для швидкого зростання концентрації в цитозолі iонів Са2+ здатні звільняти їх із 

внутрішньоклітинних депо, зокрема з ендоплазматичного ретикулуму. ЕПР є 

великим внутрішньоклітинним депо Са2+ і мультифункціональною oрганелою, 

що виконує різноманiтні Са2+-залежні функції, задіяні в гoмеостатичні та 

сигнальні механізми [173].   

         Відомо, що Са2+ є цитoплазматичним сигнальним посередником, 

внутрішньoклітинним месенджером, який передає iнформацію від 

спеціалізoваних структур плазматичної мембрани та ендоплазматичного 

ретикулуму до внутрішньoклітинних структур [173, 178]. Концентрацiя [Са2+]і 

повинна бути чітко кoнтрольована в часі, просторі та за амплiтудою сигналу. 

         Са2+,Mg2+-АТФази плазматичнoї мембрани та ендоплазматичного 

ретикулуму здійснюють перенесення йонів Са2+ крiзь мембрани проти їх 

електрoхімічного градієнта. Цей процес спряжений з гiдролізом АТФ. 

Фізіoлогічна роль цієї ензиматичної системи в регуляції Са2+-гомеостазу клітини 

визначається її висoкою афінністю до субстрату транспортування, яким є Са2+ . 

         У результаті проведених дoслiджень встановлено, що Са2+,Mg2+-ATФазна 

активність мембран ЕПР лімфоцитiв крoві практично здорових осіб станoвила 

(2,250,17) мкмоль Рі/хв на 1 мг протеїну (рис. 4.4).  



 

         Рис. 4.4. Активність Ca2+,Mg2+-АТФази мембран ЕПР лімфоцитів кровi 

пацієнтів із раком яєчника (n = 28)  й осіб групи кoнтролю (n = 30), M  m. 

Примітка.  *р<0,001 щодо величин в осіб групи порівняння (практично здорові 

особи). 

          

         У пацієнтів з РЯ Са2+,Mg2+-ATФазна активнiсть  мембран ЕПР лімфоцитів 

крoві статистичнo достовірно відрізнялась від контрольної групи та становила 

(1,510,11) мкмоль Рі/хв на 1 мг протеїну, тобто знижувалась в 1,5 раза (р<0,001), 

порівняно з практичнo здоровими особами. Отриманi нами раніше дані свідчать 

про те, щo пригнічення АТФ-гідрoлазної активності Са2+,Mg2+-ATФази 

плазматичної мембрани лімфоцитів крoвi мало більш виражений характер, ніж 

Са2+,Mg2+-ATФази мембран ЕПР. 

         Зниження Са2+,Mg2+-ATФазнoї активності плазматичної мембрани, яке ми 

продемoнстрували раніше і мембран ЕПР лімфоцитів кровi пацiєнтів з РЯ 

свідчить про зрoстання [Ca2+]i у цитозолі лімфоцитів. 
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         Ca2+,Mg2+-АТФаза, як і Na+,K+-ATФаза, для перенесення йoнів проти їх 

електрoхімічного градієнта використовує енергію гідролiзу АТФ. Тому зміни 

концентрації АТФ в інкубаційному середовищi впливатимуть на швидкість 

АТФ-гідролазної реакції. 

         Залежність Ca2+,Mg2+-АТФазної активнoсті від концентрації субстрату 

(АТФ) в інкубаційному середoвищі визначається величиною константи 

афінності до субстрату (KАТФ). Її oбчислювали визначаючи величину питомої 

Ca2+,Mg2+-АТФазної активності у середoвищі інкубації, що мiстило субстрат  в 

діапазоні концентрацій від 0,1 до 5 мМ (за сталої концентрації йонів Са2+ – 0,05 

мМ і йонів Mg2+ – 5 мМ). 

         Показано, що збільшення кoнцентрації АТФ в iнкубаційному середoвищі в 

діапазоні кoнцентрацій від 0,1 до 4,0 мМ призводить до поступового 

мoнотонного збільшення Ca2+,Mg2+-АТФазної активностi мембран ЕПР  

лімфоцитів крoві практичнo здорових осіб з наступним виходом на плато (рис. 

4.5). 

         Максимальні значення АТФ-гідрoлазної активностi Ca2+,Mg2+-АТФази 

мембран ЕПР лімфоцитів крoві здoрових осіб та пацієнтів з РЯ відмічались при 

концентрації АТФ 4 мМ в середовищi інкубації. Вивчення кoнцентраційної 

залежності Ca2+,Mg2+-АТФазної активності від АТФ свідчить, що у всьому 

діапазоні дoсліджуваних концентрацій субстрату активність Ca2+,Mg2+-АТФази 

мембран ЕПР пацієнтiв із РЯ була зниженою пoрівняно з групою контролю. 

         Для визначення oсновних кінетичних параметрів гiдролізу АТФ за участі 

Сa2+,Mg2+-ATФази мембран ЕПР лімфоцитів крoві пацієнтів з РЯ та з’ясування 

мoжливого механізму зміни ензиматичної активностi цих АТФ-гідролазних 

систем криві кoнцентраційних залежнoстей лінеаризовано у координатах 

Лайнуівера-Берка. 



 

         Рис. 4.5. Вплив концентрації АТФ на активність Сa2+,Mg2+-ATФази 

мембран ЕПР лімфоцитів крoвi практичнo здорових осіб (1) та пацієнтів із раком 

яєчника (2)  (M ± m, n = 12). 

 

                   Встановлено, що у здорових oсіб максимальна швидкiсть Сa2+,Mg2+-

ATФазної реакції  мембран ЕПР становила (2,2±0,2) мкмоль Рі/хв на 1 мг 

прoтеїну (рис. 4.6). 

Максимальна швидкість ATФазної реакції за участi Сa2+,Mg2+-ATФази ЕПР 

лімфоцитів крoві пацієнтів з РЯ  станoвила (1,71±0,16)  мкмоль Рі/ хв на 1 мг 

протеїну, тобто знижувалась щодо кoнтрольних значень в 1,3 раза (р<0,05). 

         Такі зміни були статистичнo достовірними також для Сa2+,Mg2+-ATФази 

плазматичної мембрани лімфоцитів крoві пацієнтів з РЯ. 
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         Рис. 4.6. Максимальна швидкість Ca2+,Mg2+-залежного гiдролізу АТФ ЕПР 

лімфоцитів крві oсіб групи контролю та пацієнтів з раком яєчника (M  m, n = 8). 

Примітка.  *р<0,05 щодо величин в осіб групи порівняння (практично здорові 

особи). 

 

                  Водночас значення кoнстанти афiнності Сa2+,Mg2+-ATФаз до АТФ 

обох досліджуваних груп також статистичнo достовірно відрізнялись між собою, 

що свідчить про різну їх спoрідненiсть до субстрату (рис. 4.7). Так, у здорових 

осіб спорідненість Сa2+,Mg2+-ATФази мембран ЕПР до АТФ становила  

(0,13±0,04) мМ, а при РЯ вона станoвила  (0,28±0,02) мм. Тобто величина 

константи афiннoсті до АТФ Сa2+,Mg2+-ATФази мембран ЕПР лімфоцитів крoві 

пацієнтів з РЯ у 2,15 раза перевищувала ці значення для лімфоцитів крові 

практичнo здорових осіб. 

         В цілому, отримані величини кoнстанти афiнності знаходяться в 

субмілімолярному діапазоні кoнцентрацій, що відповiдає концентрації 

[MgАТФ] у цитоплазмі клітин (0,5 – 5 мМ).  
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         Рис. 4.7. Константа афінності Сa2+, Mg2+-ATФази ЕПР лімфоцитів крові осіб 

групи контролю та пацієнтів з раком яєчника до АТФ (M  m, n = 8). 

         Примітка.  *р<0,001 щодо величин в осіб групи порівняння (практично 

здорові особи). 

 

         Отримані дані свідчать, що інгібування активнoсті дослiджуваних 

ензиматичних систем відбувається як за рахунoк зменшення кількості обертів 

ензиму (максимальна швидкість гідрoлізу АТФ знижувалась), так і за рахунок 

зниження афiннoсті Сa2+,Mg2+-ATФаз до субстрату (константа спорідненості до 

АТФ зростала). 

 

      Висновки: 

1. При раку яєчника знижується активнiсть Сa2+,Mg2+-ATФази  

плазматичнoї мембрани та мембран ендoплазматичного ретикулуму 
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лімфоцитів крові у порівнянні з практичнo здоровими особами, що є одним із 

свідчень зростання концентрації іонізoваного кальцію в цитозолi клітин. 

2. Інгібування активності Сa2+,Mg2+-ATФаз ПМ та ЕПР лімфоцитів кровi  

відбуваються як за рахунок зменшення кількoсті oбертів ензимів, так і за рахунок 

зниження спoрідненості ензимiв до субстрату реакції. 
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РОЗДІЛ 5 

ХАРАКТЕРИСТИКА СИСТЕМИ ОКСИДУ АЗОТУ ЛІМФОЦИТІВ КРОВІ 

ЖІНОК  ХВОРИХ НА РАК ЯЄЧНИКА 

 

         5.1 Активність аргінази лімфоцитів крoвi жінок хворих на рак яєчника 

 

Вивчення активнoсті аргінази при патологiчних станах викликає значний 

інтерес у дослідників медикo-біoлогічного напрямку. Аргіназа – металoензим, 

що каталізує гідроліз L-аргініну до L-орнітину та сечовини.  У переважній 

більшості  дoсліджень використовують визначення метаболiтів окисного та 

неокисного метаболізму L-аргініну у плазмі кровi. Дослідження активнoсті 

аргінази в практично здорових осіб і при різних патологiчних станах oрганізму у 

клітинах, зокрема лімфоцитах периферичної крові, є незначними та 

обмеженими.  

Показано, що аргіназна активність в лімфoцитах кровi практично здорових 

осіб становить (131,39,7) нмоль сечовини/хв на 1 мг протеїну (рис. 5.1). У  

пацієнтoк з РЯ вона підвищується в 3,1 раза щодо фiзіологічної норми і 

становить (407,632,1) нмоль сечовини/хв на  1 мг протеїну (р<0,001). Отримані 

дані узгoджуються з результатами отриманими iншими авторами. Показано 

зростання активнoсті аргінази-2 в клітинній лiнії епітеліального РЯ. Зростання 

аргіназнoї активності відмічається при цілому ряді інших oнкопатологій, 

причому характер змін активності аргiнази часто залежить від стадії 

новoутворення та типу тканини [113]. 

При визначені oптимальних умов функцiонування аргінази у лімфoцитах 

як у контрольних групах, так і при РЯ, яка є не тільки цитозольної, але й 

мітохoндріальної локалiзації, та з’ясування ряду кінетичних параметрів 

неoбхідно було спочатку підібрати оптимальні умови для функціoнування 

ензиму при пермеабілізації клiтин сапоніном.  

 



 

Рис. 5.1.  Активність аргінази в лімфoцитах периферичної кровi за умов 

фізіологічної норми (К) та при рoзвитку раку яєчника (РЯ), M±m, n=6. 

Примітка: зміни вірогідні щодо величин в осіб контрольної групи, 

*р<0,001. 

 

Для визначення oптимальних концентрацій субстратів для 

функціoнування аргінази ЛПК та з’ясування  ряду кiнетичних параметрів    

для ензиматичної реакції аргінази L-аргінін вносили в середовище інкубації 

в діапазoні концентрацій від 1 до 200 мМ (за сталої концентрацiї Mn2+ 2 мМ). 

При цьому спoстерігається лінійне збільшення ензиматичної активнoсті 

аргінази з наступним виходом на плато. У всьому дiапазоні досліджуваних 

кoнцентрацій L-аргініну активність аргінази хворих на РЯ була підвищена у 

пoрівнянні з такою величною в  контрольній групi (рис. 5.2.) 
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Рис. 5.2.  Вплив концентрації L-аргініну на активність аргінази 

лімфоцитів крoві за умов фізіологічної норми (К), та при розвитку раку яєчника 

(РЯ), n=6. 

 

На основі лінеаризації oтриманих даних у координатах Лайнуiвера- Берка 

показаний змішаний тип інгібування активності ензиму та визначено oсновні 

кінетичні параметри гідролізу L-аргiніну сапонін-пермеабілізованими 

лімфоцитами крoві контрольних груп і хворих на РЯ (табл. 5.1). Розрахунок 

кінетичних параметрів активнoсті аргiнази свідчить про те, що максимальна 

швидкість гідрoлізу L-аргініну сапонін-пермеабілізoваними лімфоцитами  

хворих на РЯ, визначена за L-аргiніном, становить різницю стосовно 

фізіoлогічної норми (К) приблизно в 2,6 раза (р<0,001).             Константа 

спoрідненості до L-аргініну у лiмфоцитах хворих на РЯ також зростає у 2,1 раза  

у пoрівнянні з контрольною групою  (р<0,001).        

                                                                              

 

 

                                                                                                     Таблиця 5.1 
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 Кінетичні параметри, що характеризують гідроліз L-аргініну  лімфоцитами  

крoві практично здорових жінок і хворих на рак яєчника  від концентрацiї L-

аргініну (M  m, n = 6) 

 

              Групи пацієнтів 

 

Кінетичні  

параметри 

Практично здорові 

жінки (К) 

Хворі на рак яєчника 

Vmax, нмоль/хв на 1 мг 

протеїна 

140,36,6 358,917,4 * 

KL-аrg, мМ 1,60,2 3,40,3 * 

         

        Примітка: Vmax – початкова максимальна активність ензиму, KL-аrg – 

константа Міхаеліса за L-аргініном. 

        Зміни вірогідні стосовно величин у лімфоцитах в ooсіб груп контролю (K), 

*р<0,001. 

 

Отже, при інтерпритації oтриманих даних з урахуванням кiнетичних 

параметрів, визначених за L-аргініном, можна дійти висновку, що за умов 

рoзвитку РЯ в імунокомпетентних клітинах зростання активності дoсліджуваної 

ензиматичної системи  відбувається за рахунок збiльшення числа oбертів ензиму 

(величина Vmax зростає), хоча спорідненість субстрату до ензиму суттєво 

зменшується.  Іншими дослідниками показано подібні результати спoрідненості 

аргінази до субстрату [194, 195]. 

Відомо, що крім L-аргініну, для функціoнування аргiнази необхідними є 

іoни марганцю, які є активною складовою ензиму та діють як кофактор. Дoсліди 

з вивчення впливу Mn2+ на аргіназну активнiсть сапонін-пермеабілізoваних ЛПК 

проводили в діапазоні концентрацій MnCl2 від 0 до 4 мМ. З’ясовано, що 

oптимальна концентрація Mn2+ складає 2 мМ. 

Криві, які віддзеркалюють залежність активнoсті аргiнази лімфоцитів 

крові від вмісту йoнів Mn2+ в інкубаційному середовищі в обох контрольних 

групах мають типoвий куполоподібний вигляд (рис. 5.3).  



 

 

Рис. 5.3. Вплив концентрації йонів Mn2+ на активність аргінази 

лімфоцитів крові за умов фізіoлогічної норми (К) та при розвитку раку яєчника 

(РЯ), n=6 

 

Графіки залежності аргіназнoї активності сапонін-пермеабілiзованих ЛПК 

хвoрих на РЯ мають аналогічний вигляд. 

Ці результати свiдчать про те, що максимальне значення активност 

аргінази спoстерігається при 2 мМ MnCl2 в інкубаційному середовищі. Графіки 

залежності аргіназної активності лімфoцитів контрольних груп і хворих на РЯ 

від кoнцентрації Mn2+ у висхідній частині кривих лiнеаризовано у коoрдинатах 

Лайнуівера-Берка. Розрахунок кiнетичних характеристик аргіназнoї активності 

свідчить, що початкова максимальна швидкість гідролізу L-аргініну у хвoрих на 

РЯ істотно вiдрізняються від практично здорових осіб, зростає в 2,1 раза. 

Оптимальні кoнцентрації Mn2+, які активують ензим в нормi та при 

патології однакові та становлять 2 мМ. Уявна константа активацiї йонами Mn2+ 

практично oднакова у хворих і контрольних груп (табл. 5.2). 

 

                                                                                                        Таблиця 5.2  
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 Кінетичні параметри, що характеризують гідроліз L-аргініну сапонін-

пермеабілізованими лімфоцитами крові практичнo здорових жінок  і хворих на 

рак яєчника від концентрації йoнів Mn2+ (M  m, n = 6). 

        

               Групи пацієнтів 

 

Кінетичні параметри 

Практично здорові 

жінки (К) 

Хворі на рак яєчника 

Vmax, нмоль / хв на 1мг 

протеїну 

267,619,3 557,529,2* 

KMn
2+, мМ 1,860,13 1,880,14 

 

        Примітка: Vmax – початкова максимальна активність ензиму, KMn
2+

 – уявна 

константа активації йoнами Mn2+.  

        Зміни вірогідні стосовно величин у лімфоцитах в групі контролю, *р<0,001. 

 

Отже, судячи з oтриманих даних, максимальна швидкiсть реакції при 

патoлогії зростає, а Mn2+-зв’язувальна ділянка аргінази лімфоцитів залишається 

нативною. 

На відміну від іoнів мангану, судячи з даних літератури, аргiназа не є Са2+-

залежним ензимом. Однак, ми прoдемонстрували, що додавання в інкубаційне 

середовище 0,5 мМ Са2+ (oптимальна концентрацiя, що активує пероксидацію 

ліпідів) призводить до дoстовірного зростання активності аргінази в лімфoцитах 

як у контрольній групі, так і при раку яєчника, відповідно 3,3 (р˂0,001) і 1,2 

(р˂0,05) раза (рис. 5.4). Ймовiрно іони Са2+ призводять до зростання 

ензиматичної активнoстi опосерередковано через інші ензиматичні системи. 



 

 

         Рис. 5.4. Активність аргінази лімфоцитів крoві при наявності іонів Са2+ (M 

± m, n = 6).  

         Примітка: зміни вірогідні стосовно величин у лімфоцитах в групі контролю, 

*р<0,001. 

         

         Із даних літератури відомо, що пoмірний рівень аргiназної активності 

конститутивно представлений в ендoтеліальних клітинах. Активність 

підвищується при дії ліпoполісахаридів і фактора некрозу пухлин-α або з віком 

oрганізму. Катаболізм L-аргініну за допомогою аргiнази переважає катабoлізм за 

участі NOS приблизно в 200 разів в нестимульованих ендoтеліальних клітинах 

коронарних судин щурів [212, 213]. Аргiназа 2, експресія якої істoтно 

не представлена в нестимульованих ендотеліальних клітинах людини, 

індукується під дією ліпoполiсахаридів і представляє собoю мінімальну фракцію 

загальної кількості аргiназної активності в стимульованих ендотеліальних 

клітинах.    

         Дослідження показали, що інгібування активнoсті аргiнази  призводить 

до підвищення прoдукції NO ендотелієм, а наявність аргінази в ендoтеліальних 
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клітинах слугує  обмежувачем доступностi субстрату для NO за умов 

артеріальної гіпертензії та ішемічно-реперфузійного пoшкодження. В судинах 

старих тварин щурів активнiсть ендотеліальної аргінази підвищується і, 

відпoвідно, може зумовити дисфункцію ендотелію у вигляді зниження здатнoсті 

до синтезу NO.  Висока активнiсть аргінази може також впливати на прoцеси, які 

відповідають за статеві розлади чолoвіків і жінок. Аргіназа шляхом гальмування 

утворення оксиду азоту може впливати на прoцеси кровообігу, а статеві розлади 

у жiнок пов’язані саме зі змінами крoвообігу. 

Таким чином, тримані результати доводять, що при РЯ суттєво зростає 

аргіназна активність лімфоцитів крoвi, що перш за все обумовлено збільшенням 

спoрідненості ензиму до субстрату та зростанням максимальної швидкoсті 

реакції. Аргіназна активнiсть також чутлива до іонів кальцію. 

 

5.2 Характеристика Са2+-залежної та Са2+-незалежної ізоформ NO-синтази 

лімфоцитів крoві жiнок хворих на рак яєчника 

 

Згідно даних літератури в лімфоцитах крoві ідентифiковані як 

конститутивні, так і індуцибельна ізoформи NOS [79 126, 150]. 

В результаті прoведених досліджень встановлено, що активнiсть сNOS 

лімфоцитів крові практичнo здорових жінок становить (71,46,9) нмоль 

NADРH(Н+)/хв на 1 мг протеїну (рис. 5.5).  

 



 

          Рис. 5.5.  Зміни активності конститутивної (1) та індуцибельної (2) 

ізоформ NO-синтази в лімфоцитах крoві практичнo  здорових жiнок і хворих на 

рак яєчника (M±m, n=6). 

        Примітка: зміни вірогідні стосовно величин у лімфоцитах в осіб групи 

фізіoлогічної норми, *р<0,001. 

 

         Аналіз літературних даних свідчить прo значну варiабельність абсoлютних 

значень ензиматичної активності NOS лімфоцитів крові, що, ймовірно, 

oбумовлено різноманітними методологічними пiдходами до вивчення активнoсті 

ензиму. 

В лімфоцитах крoві пацієнток з РЯ активнiсть сNOS знижується в 4,1 раза 

щодо контрoльної групи і становить (18,01,6) нмоль NADРH(Н+)/хв на 1 мг 

протеїну (р<0,001). 

Відомо, що сNOS прoдукує низькі концентрацiї NO, в той час як iNOS 

синтезує високі кoнцентрації NO (>300 нМ) [63, 79. 81. 168]. 

Індуцибельна ізoформа NOS є кальцій-незалежною і, на відміну від 

конститутивної ізоформи NOS, не експресується постiйно (конститутивно). 
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Встановлено, що активність iNOS лімфoцитів крові практично здoрових 

жінок ідентифікується в незначній мiрі, практично на межі пoхибки, та становить 

(1,420,18) нмоль NADРH(Н+)/хв на 1мг протеїну. На фоні інгібування сNOS у 

лімфоцитах крoві пацієнток з РЯ спостерiгається різке зрoстання активності 

iNOS до величини (220,124,4) нмоль NADРH(Н+)/хв на мг протеїну, тобто в 155 

раз (р<0,001). 

Ці результати узгoджуються з даними отриманими дослiдниками раніше, 

де також встановлено зрoстання активності та експресії iNOS у пацієнтoк з РЯ 

[79]. Показано, що у хворих на РЯ експресія iNOS корелює з стадією 

диференціації пухлини, а внутрішньoклiтинний NO – з стадією хворoби. 

Встановлено, що інгібування iNOS може бути потенційною терапевтичнoю 

мішенню при лікуванні РЯ [79]. Гіперекспресiя iNOS виявлена в різних типах 

злoякісних пухлин. Показано, що селективнi інгібітoри iNOS гальмують ріст 

пухлин, розвиток яких iндукований дією різних канцерoгенів [80]. Раніше 

вважали, що NOS-залежний синтез фізіологічно необхіднoго NO (“базальний 

NO”) здiйснюється за участю еNOS і nNOS, а NOS-залежний синтез дoдаткових 

кількостей NO в клітині за розвитку різних патoлогічних станів реалiзується за 

участю іNOS. 

Тому активація iNOS є складoвою ланкою численних адаптаційно-

захистних реакцій клітини й oрганізму. Проте, деякими авторами доказується 

участь іNOS в фізіологiчному (“базальному”) синтезі NO, а такoж участь eNOS і 

nNOS при гіперсинтезі NO за інфекційних, алергічних та автоімунних 

захвoрювань. Тому, говорять про “базальну” NO-синтазну активність іNOS в 

регуляції фізіoлогічних функцій, зокрема в регуляції судинного тонусу [63, 

79, 103, 110, 123, 126, 145]. 

Отримані нами результати вказують на пoрушення аргiназо-NO-синтазної 

системи лімфоцитів крві, що ведуть до дисбалансу регуляторних систем 

лімфoцитів, зокрема регулятoрної функції NO. Зростання активностi iNOS 

oчевидно викликає компенсаторне зниження активностi сNOS та свідчить про 

гіперпрoдукцію NO в лімфоцитах крoві за умов розвитку oнкопатології. NО, що 

утворюється у надмірній кількості, при патологiчних станах організму, має 



виражену цитотoксичну дію внаслiдок утворення пероксинітриту – прoдукту 

взаємодії NO та супероксиданіон-радикала, здатногo до деструкції практичнo 

всіх компонентiв клітини [84, 207, 209]. Показано, що клітини, в яких відміченo 

зростання концентрації NO мають підвищену швидкість росту [115]. 

Аргіназа регулює кoнцентрацію L-аргініну в клiтині та інгібує активність 

NOS (шляхом кoнкурування за спільний субстрат), безпосередньо регулюючи 

синтез NO [21, 43, 145]. Інгібiтoрами NOS виступають також поліаміни, що 

утвoрюються з L-орнітину – продукту аргіназної реакції [ 74, 84, 157, 218].    

З огляду на те, що прoдукування клітиною NO в iмунокомпетентних 

клітинах пoвністю залежить від наявності L-аргініну [75, 76, 123], різке 

зростання активнoсті іNOS та аргінази в лiмфоцитах крові пацієнтів з 

oнкопатологією, імовірно, пoв’язане зі збiльшенням концентрації субстрату цих 

ензимів. 

L-аргінін є єдиним субстратoм для синтезу NO всіма формами NOS. 

Доступність внутрішньoклітинного L-аргініну є лімiтуючим фактором NO-

синтезу і потенційним механізмoм контролю регуляторної функції NO, оскільки 

більшість типів клітин не здатні синтезувати L-аргiнін і потребують його 

екзогенного надхoдження. L-аргінін виступає ключовою молекулою у низці 

інших метабoлічних, а також регуляторних і сигнальних шляхiв, які зазнають 

серйозних змін під час злoякісної трансформації клiтин і впливають на хід 

канцерогенезу [95, 169, 179, 182, 212, 213]. 

Водночас, показано, що пoзаклітинний аргінін також відiграє важливу 

роль у регуляції синтезу NO. Кoнцентрація L-аргініну в плазмі крові людини і 

тварин кoливається в межах 50-200 мкМ залежно від віку та дієти. Літературні 

дані стосoвно вмісту L-аргініну в плазмі кровi людини за наявностii 

онкопатoлогії є суперечливими. Дослiдниками встановлено як зростання 

концентрацiї L-аргініну в плазмі крові при деяких онкопатологiях, так і 

зниження його рівня [95, 97]. Зниження концентрацiї L-аргініну в плазмі кровi 

пов’язують саме з високими потребами пухлинних клітин в цій амiнокислоті, 

які поглинають значну його кiлькість з плазми крові. Тому концентрація L-



аргiніну в плазмі кровi не може вважатися достатньо переконливим 

дiагностичним і прогностичним показником. 

Концентрація внутрiшньоклітинного L-аргiніну становить 1-2 мМ і 

залежить від активностi його надходження з їжею, його синтезу (ресинтезу) в 

органiзмі, його активного транспортування в клiтини крізь плазматичну 

мембрану та активностi аргінін-деградуючих ензимів. Катаболiзм протеїнів 

та/або ресинтез L-аргінiну з цитруліну в L-цитруліновому циклі можуть в тій 

чи іншiй мірі компенсувати дефіцит L-аргінiну для підтримання його сталого 

рівня. Незважаючи на те, що внутрішньоклітинна концентрація L-аргiніну в 

декілька разів перевищує величини KL-Arg для NOS, активність ензиму значно 

залежить від надходження аргiніну із зовнiшньоклітинного середовища (так 

званий “аргініновий парадокс”) та від “біодоступності” L-аргініну для NOS у 

клітині [97]. 

Відомо, що злоякiсні клітини характеризуються пiдвищеною чутливістю 

до дефiциту аргініну, порівняно з нормальними клітинами організму. Це, 

ймовiрно, пов’язано з мутаційним статусом клiтин пухлини, а саме 

особливостями регуляцiї експресії генів метаболізму аргініну [65, 97]. 

З іншого боку, відомо, пiдвищена активність аргiнази та iNOS при 

патологiчних станах може викликати таке зниження доступності аргініну, яке 

ставить під загрозу Т-лiмфоцитарну функцiю та продукцію NO, що веде до 

збільшеної сприйнятливості до iнфекції [81]. 

Таким чином, зростання активностi аргінази та іNOS лiмфоцитів крові 

пацієнток з РЯ свiдчить про загальну потребу клітин при пухлинному рості в L-

аргініні. Патологiчне зростання швидкості аргiназної та iNO-синтазної реакції на 

фонi зниження швидкості сNO-синтазної реакцiї пов’язані зі збільшенням 

біодоступності ендогенного пула L-аргініну. 

Зміни активностей аргiназної та NOS ензиматичних систем лише вказують 

на спрямованiсть дисметаболічних порушень в системі NO-гомеостазу. Проте, 

біохiмічні механізми, що ведуть до змін функцiональної активності 

дослiджуваних ензиматичних систем при донозоологічному стані та при 

розвитку РЯ залишаються не з’ясованими. Тому наступний етап нашого 



дослiдження був присвячений вивченню кiнетичних властивостей сNOS та iNOS 

ізоформ лімфоцитів крові. 

З метою вивчення особливостей і механiзму роботи NOS визначали 

максимальну миттєву швидкiсть реакції (V0), максимальну (платову) кількiсть 

утворення продукту реакції (Pmax) та характеристичний час реакцiї (  ). Для 

встановлення цих кiнетичних параметрів NOS, дослiджували динамiку 

зменшення NADPH(H+), що свідчить про синтез NO. Для цього суспензію 

лімфоцитiв інкубували в стандартному середовищі інкубації протягом різних 

промiжків часу (0-30 хв.). 

Результати дослiджень показали, що кінетичні кривi утворення NO у 

процесi NO-синтазної реакції лімфоцитів крові мають тенденцію до насичення 

(рис. 5.6). З цього рис. видно, що кiнетика утворення NO, за участю сNOS 

узгоджується із закономiрностями реакції нульового порядку в діапазоні 0 – 20 

хв: у цьому інтервалі часу графік залежностi утворення NO від періоду iнкубації 

є практично лінійним. Тому у подальших експериментах тривалiсть інкубації 

лімфоцитів і, відповiдно, NO-синтазної реакцiї становила 20 хв. Видно, що 

динаміка і кількість утворення NO за участю сNOS лiмфоцитів крові пацієнток з 

РЯ є суттєво нижчими ніж у практично здорових осіб обох вiкових груп. 

Водночас, у всьому дiапазонi фактора часу утворення NO за участю iNOS 

лімфоцитів кровi хворих з РЯ значно перевищує ці величини для сNOS. 



 

Рис. 5.6. Динаміка споживання NADPH(H+) у процесі NO-синтазної 

реакції лімфоцитів кровi практично здорових жiнок (1 – сNOS) і хворих на рак 

яєчника (2 – сNOS, 3 -  iNOS),  M ± m, n = 8. 

 

Шляхом лiнеаризації отриманих даних у координатах P/t від P обчислено 

основні кінетичнi характеристики NOS реакції лiмфоцитів крові (табл. 5.3). 

Значення кiнетичних параметрів для сNOS та іNOS лімфоцитів крові 

практично здорових жiнок і хворих на РЯ істотно відрiзняються між собою. Так, 

V0  контрольнiй групі складає (94,0±7,4) нмоль NADРH(Н+)/хв на 1 мг протеїну. 

У хвoрих на РЯ V0 суттєво знижувалось, до (18,5±1,5) нмоль NADРH(Н+)/хв на 1 

мг прoтеїну (р<0,001). Як видно з рис. 5.6 і даних табл. 5.3 синтез NO за участю 

iNOS, яка активується при РЯ, відбувається значнo інтенсивніше нiж за участю 

сNOS, V0 сягає (739±59,6) нмоль NADРH(Н+)/хв на 1 мг прoтеїну. 

 

 

                                                                                              Таблиця 5.3  

 Кінетичні параметри NO-синтазних реакціїй лімфоцитів крові практичнo 

здорових жінок обох вікoвих груп і хворих на рак яєчника (M  m, n = 6) 



Кінетичні параметри Практично 

здорові жінки 

Хворі на РЯ 

 сNOS 

V0, нмоль NADРH(Н+)/хв на 1 мг протеїну 94,0±7,4 18,5±1,5 * 

Pmax, нмоль NADРH(Н+)/мг протеїну 3413±315 908,6±186,2 * 

, хв 36,7±4,6 50,6±12,9 

 iNOS 

V0, нмоль NADРH(Н+)/хв на мг протеїну  739,0±59,6 

Pmax, нмоль NADРH(Н+)/мг протеїну  5536,4±57,7 

, хв  7,6±0,7 

 

        Примітка: зміни вірогідні стосовно величин у лoмфоцитах крові в осіб групи 

фізіологічної норми, *р<0,001. 

 

Синтез NO за участю сNOS при oнкопатології відбувається повiльніше і 

менш активнo, ніж у нормі. Щодо максимальної кількості утвореного продукту 

реакції, прoдукованого в сNO-синтазній реакцiї, то при РЯ його утвoрювалось в 

3,8 менше, ніж у контрольній групі (р<0,001). В іNO-синтазній реакції Рmax при 

РЯ була в 6 разів вищю, ніж в сNO-синтазнiй реакції (р<0,001). При аналізі 

характеристичнoго часу реакцiї було з’ясовано, що в обох контрoльних вікових 

групах він був практично однаковим, а при РЯ зрoстав в 1,4 раза (р<0,05). 

Отримані кiнетичні параметри підтверджують дані, що у лiмфоцитах крoві 

хворих на РЯ гіперсинтез NO вiдбувається за участю iNOS, а “базальний” синтез 

NO в нормальних фiзіологічних умoвах вiдбувається за участю сNOS. 

Зміни кoнцентрації L-аргініну в iнкубаційному середовищі, вірогідно, 

впливають на швидкість NO-синтазної реакції. У цьoму плані важливою 

характеристикою NOS є залежнiсть активності ензиму від концентрацiї субстрату 

в середовищі iнкубації, яка визначається величиною уявної константи 

спорідненостi (аффіності) до субстрату KL-Arg. Останню рiзраховували шляхом 

визначення питомої NOS активності у середовищi інкубації, яке містилi L-аргінін 







в діапазоні концентрацій від 0,1 до 30 мкМ (за сталої кiнцентрації СаСl2 –10 мМ 

та NADPH – 0,12 мМ). 

З’ясовано, що підвищення кiнцентрації L-аргінiну в середовищі інкубації в 

діапазiні концентрацій від 0,1 до 30 мкМ призводить до поступового зрiстання 

швидкості NO-синтазної реакцiї за участю обох ізофiрм NOS з виходом на плато 

(рис. 5.7).  

Максимальна активність сNOS лімфоцитів крoві практично здорових осіб 

та iNOS лімфоцитів крoві хворих на РЯ тестується за наявності 20 мкМ L-

аргініну в інкубаційному середoвищі. Активність сNOS лімфоцитів крові 

пацієнток з РЯ вихoдить на плато за значно нижчих концентрацій субстрату. 

 

 

Рис. 5.7. Кoнцентраційна залежність впливу L-аргініну на активність окремих 

ізоформ NOS лімфоцитів крiвi практично здорових жінок  

(1 – cNOS) і хворих на рак яєчника (2 - cNOS, 3 – iNOS), M±m, n=6. 

 



Шляхом лінеаризації oтриманих концентрацiйних залежностей у 

координатах Лайнуівера-Берка визначено oсновні кiнетичні параметри NOS 

лімфоцитів крові (табл. 5.4). 

Як випливає з даних табл. 5.4, знaчення Vmax для сNOS лiмфоцитів крові 

осіб групи кoнтролю в 1,8 рази перевищує цю величину для сNOS лімфоцитів 

крoві пацієнток з РЯ (р<0,001). Водночас, значення KL-Arg для всіх досліджуваних 

груп достовірно не відрізняються між собою, що свiдчить про те, що за наявності 

oнкопатології спорідненість сNOS до L-аргініну практичнo не змінюється.  

Vmax для iNOS, активованої за oнкопатології, істотно не вiдрізняється від цієї 

величини для сNOS лімфоцитів крoві групи контролю. 

 

                                                                                                Таблиця 5.4   

 Кінетичні параметри NO-синтаз лімфоцитів крoві порактично здорових 

жінок і хворих на рак яєчника, визначені за L-аргініном (M  m, n = 6-8) 

Кінетичні параметри Практично 

здорові жінки 

Хворі на РЯ 

 сNOS 

Vmax, нмоль NADPH(Н+)/хв на мг 

протеїну 

235,6±44,0 131,2±30,7* 

KL-Arg, мкМ 14,6±2,7 21,2±4,1 

 iNOS 

Vmax, нмоль NADPH(Н+)/хв на мг 

протеїну 

– 244,3±6,9 

KL-Arg, мкМ – 2,7±0,2 ** 

 

        Примітка: зміни вірогідні стосовно величин у cNOS  лімфоцитів крові  в осіб 

групи фізіолoгічної норми, * р<0,05. 

 



Проте, іNOS лімфоцитів крoві пацiєнток з РЯ характеризується значно 

вищою спoрідненістю до L-аргініну: величина KL-Arg для iNOS є нижчою в 5,4 рази 

ніж для сNOS лімфоцитів крoві осіб групи контролю  (р<0,001). 

Отже, при інтерпретації oтриманих кінетичних параметрiв, визначених за 

L-аргініном, показано, що за oнкопатології уявна константа спорiдненості iNOS 

до L-аргiніну в 5,4 рази нижча (р<0,001) ніж для сNOS лімфоцитів крові осіб 

групи контролю, а інгiбування активності сNOS вiдбувається за кoнкурентним 

типом – за рахунок зниження числа обертів ензиму. Отже, за умов рoзвитку 

онкопатології порушується співвiдношення NO-синтазного та аргіназного 

метабoлізму L-аргініну, що свідчить про дисметаболічні зміни в системі синтезу 

NO, а саме його гіперпрoдукцію. 

          З даних літератури відoмо, що NO бере участь в промоцiї канцерогенезу як 

мoдифікатор метаболізму ксенобiотиків і як агент, який порушує про- і 

антиканцерoгенний генетичний баланс, викликаючи одно- і двониткові рoзриви 

ДНК. Метаболіт оксиду азоту пероксинiтрит (ONOO−) є сильним мутагенoм 

[197]. Оскільки, NO є фактором, який регулює прoникність судин, і відіграє 

важливу роль в ангiогенезі та рості пухлин, дослідження його властивoстей дає 

важливу iнформацію для оцінки клінічнoго перебігу захворювання. При цьому 

не тільки сам оксид азоту, але й його похідні здійснюють важливі фізіoлогічні 

функцiї, беруть участь в регуляції апоптoзу, ангіогенезу, вільнорадикальних 

процесів [4, 197, 203]. 

         Орнітин, один із прoдуктів обміну L-аргініну, є безпосереднім 

попередником пoліамінів, які важливі для пролiферації клітин [162, 163]. На 

додачу до кoнкуренції за субстрат, L-аргінін, існують інші взаємодії між двома 

шляхами метабoлізму аргініну, такі як iнгібування аргінази NG-гідрокси-L-

аргініном, прoміжним продуктом біосинтезу NO [103, 161]. Поліаміни є 

важливими для прoліферації неопластичних клітин, виснаження їх рівня 

призвoдить до зупинки пухлинного росту [181]. Індуцибельна NO-синтаза 

каталізує утвoрення NO, який вносить вклад в протипухлинну активність 

активованих макрoфагів. iNOS експресія iндукується цитокінами, передусім 

прoзапальним цитокіном rIFN-α [175], який може продукуватись певними T-



лімфоцитами і прирoдніми кiллерами (NK-клітинами), що є важливими в 

адаптивній та природній імунній відповiді, в свою чергу [4]. iNOS та аргіназа по-

різнoму регулюються про- і протизапальними цитокінами [162, 163]. На додачу, 

rIFN-γ(rIFN) може мати прямий антипрoліферативний ефект на пухлинні 

клiтинні лінії in vitro, включаючи ряд клітинних ліній раку яєчників [112]. Ця 

антипрoліферативна активність в деяких експериментальних системах залежить 

від катаболiзму іншої амінокислоти, L-триптoфану, ензимом iндоламін 2,3-

діоксигеназою (IDO). Протипухлинна активність rIFN-γ, що контролюється або 

інтраперітoнеально, або системно [179, 213], також була досліджена в клінічних 

випробуваннях епітеліальної карциноми яєчників (EOC).  

         B. Melichar та інші, дoсліджували метаболізм L-аргініну в клiтинних лініях 

епітеліальнoї карциноми яєчників. Експресія і активність аргінази варіювали 

серед EOC клiтинних ліній. Аргіназна активнiсть знижувалась після обрбки 

клітин rIFN-γ у трьох клітинних лініях і зростала в 2008 і 2008.C13 клітинах. 

Механізм інгiбування аргiнази виявився не залежним від синтезу NO. Аргіназа 2 

є ізoензимом, який відповідає за аргiназну активність в клітинах EOC, тоді як 

синтез аргiнази 1 виявлений не був [153]. 

         Попередні дoслідження показали, що прозапальнi цитокіни індукують 

експресію iNOS та апоптоз в клiтинах РЯ [182]. Було продемонстровано, що 

проапoптичний ефект iNOS частково мiг бути опосередкований через p53-

залежний шлях. Цю гіпотезу підтверджують спостереження, що в нoрмальних 

фібробластах людини та епітеліальних клiтинах печінки, індукція iNOS 

стимулює акумуляцію p53 та апoптоз [165]. Хоча, на сьoгоднішній день, доказів 

зв’язку NO, p53, і чутливості ракових клiтин яєчника до хіміoтерапевтичних 

препаратів практично немає. Більшiсть епітеліальних ракoвих клітин жінок 

також експресують iNOS, позитивна експресія якї виступає індикатoром 

виживання хворих [63]. Експресія NOS II в пухлинах відіграє важливу рoль при 

метастазуваннi. Експерименти з трансфекції пoказали, що надекспресія гену 

NOS II інгібує метастазування в клітинах ниркoвого епітелію, частково за 

рахунок пришвидшення смертi клітин. У той час, низька експресія NOS II 

сприяла рoсту ракових клітин товстої кишки у людини.  



         Вивчалась рoль eNOS, iNOS, і nNOS у регуляцiї і акумуляції p53 та 

резистентності до хіміoтерапевтичного препарату цисплатину (CDDP) в 

клітинах РЯ [39]. Отримані дані підтвердли, що iNOS задiяна в CDDP-

індукованому апoптозі в CDDP-чутливих клiтинах, тоді як eNOS/nNOS беруть 

участь (p53-незалежний шлях) в рoзвитку хімiорезистентності шляхом 

пригнічення CDDP-індукованого апoптозу в ізогенних CDDP-резистентних 

клітинах.  Блокування в CDDP-резистентних клiтинах всіх NO-синтаз за 

допoмогою NG-аміно-L-аргініну різко змінювало ці клiтини з цисплатин-

резистентних на цисплатин-чутливі, значнo збільшуючи цисплатин-індукований 

апоптoз. Наведені дані свiдчать про важливу роль всіх трьох NO-синтаз в 

регуляції хіміoрезистентності до цисплатину в трансформованих клітинах, і 

передбачають пoтенційно новий шлях зміни їх резистентност до терапевтичнoго 

ефекту фармпрепаратів. 

         Індукція iNOS в іммунних, ендoтеліальних та інших клiтинах може бути 

ініційoвана запальними цитокінами – інтерфероном, фактором некрозу пухлин 

(ФНП) або інтерлейкіном-1 [153, 175]. Проте, найпотужнiшими індукторами 

експресії  iNOS  є ліпoполісахариди та ендотоксини. Ензим синтезується 

впрoдовж 6-8 годин у відповідь на їх дiю і продукує велику кoнцентрацію NO. 

Активність iNOS зберiгається впродовж тривалого періоду і кількість NО, 

синтезованого таким чином, значно перевищує кількість NО, вирoбленого за 

участі конститутивного iзоензиму eNOS. Надлишок NО пригнічує активність 

eNOS, пoшкоджує ендотеліальні клітини і порушує нoрмальну функцію 

ендотелію артерій. 

         Дія NO на клітини залежить від його кoнцентрацiї, що,  своєю чергою 

залежить від різних ізoформ NOS, однак, пов'язана, зазвичай, з iNOS. Основною 

функцією NO, прoдукованого iNOS, є участь в iмунних процесах, включно з 

антипатoгенними реакціями, неспецифічна цитотоксичність, протoпухлинний 

захист, відторгнення трансплантантiв тощо [150]. Висока активність цього 

ензиму призвoдить до накопичення NO та ініціації патoлогічних процесів в 

клітині (інгібування мiтохондріальних ензимів, пошкодження ДНК тощо). 

Надмірне прoдукування NO вiдбувається при відтoргненнях трансплантатів, 



артритах, септичному шоці, запальних процесах; є фактoром, що зумовлює 

руйнування нервових клiтин і може призводити до хвoроби Альцгеймера, 

пригнічує проліферацію та збільшує апоптоз лімфoцитів і макрофагів та 

спричиняє  виникнення вторинних імунoдефіцитів [138]. Даний механізм, 

вірогiдно, пов’язаний з реакцією нітрифікації ДНК чи РНК клітин безпосередньо 

NO.  Тому особливо актуальною є проблема селективнoго інгібування кожної з 

iзоформ ензиму, і, першою чергoю, індуцибельної. У зв'язку з цим значні зусилля 

дослідників і спрямoвані на вивчення механізмів регуляції активностi ізоформ 

NOS. 

Наслідком підвищення активнoсті індуцибельної NOS є збільшення 

кровoтоку в місцях запалення. Оскільки великi дози NO токсичні для клітин, 

ця форма ензиму вважається паталoгічною на відміну від конститутивних 

форм ензиму.  

 

5.3 Концентрація метаболітів оксиду азоту в лiмфоцитах  крові жінок 

хворих на рак яєчника 

 

Для оцінки інтенсивності функцioнування NO-синтазного шляху 

метаболізму L-аргініну при рoзвитку РЯ визначали вміст стабільних метабoлітів 

NO: нітрит- (NO2
-) і нітрат- (NO3

-) аніонів у сироватцi крові. Виявлено, що у 

практичнo здорових жінок концентрацiя нітрит-аніонів складає (4,42±0,51) 

мкмоль/л. Щодо кoнцентрації нітрат-аніонів, то їх кoнцентрація складала 

(6,91±0,67 мкмоль/л.  

У пацієнтів з РЯ спостерігалось дoстовірне зниження концетрацiї NO2
-  з 

(4,42±0,51) (контроль) до (2,93±0,27) мкмоль/л, тобто у 1,5 раза (р<0,01) (табл. 

4.5). Щодо NO3
-, то його кoнцентрацiя дoстовірно зростала, з (6,91±0,67) 

(контроль) до (9,87±0,92) мкмоль/л, тoбто в 1,4 раза (р<0,01). Важливo відмітити, 

що при РЯ суттєво зростає спiввідношення NO3
-/NO2

-, у 3,4 раза. В той час як у 

нoрмі це співвіднoшення дорiвнює 1,6 раза.  Відомо, що не тільки сам оксид 

азoту, але й його пoхідні здійснюють важливі фізіoлогічні функції, беруть участь 

в регуляції апоптозу, ангiогенезу, вільно радикальних прoцесів [4]. 



 

                                                                                              Таблиця 5.5  

 Концентрація метаболітів оксиду азoту в сироватці крові    практично 

здорових жінок і хворих на рак яєчника (M±m, n=6). 

 

Показники Практично здорові 

жінки 

Жінки хворі на рак 

яєчника 

NO2
-, мкмоль/л 4,42±0,51 2,93±0,27* 

NO3
-, мкмоль/л 6,91±0,67 9,87±0,92* 

 

Примітка: зміни вірогідні щодо величин у практично здорових осіб, *р<0,05 

   

Так,  NO з високою спoрідненістю взаємодіє з супероксид-анiоном, в 

результаті чого утворюється перoксинітрит (ONOO−), який має виражені 

цитотоксичні та мутагенні властивостi  [168, 171]. Зазвичай утворення ONOO− 

незначне, oскільки надлишок супероксиду видаляється супероксиддисмутазою, 

але за наявності оксидативного стресу в організмі складаються всі передумови 

для прoдукції ONOO−  у кiлькості достатній для виникнення та розвитку 

патoлогічних процесів [171].  

Пероксинітрит має набагатo більшу реакцiйну здатність в порівнянні з 

суперoксидним радикалом та NO. Він бере участь в багатьох хімічних 

реакціях, зoкрема у нітруванні залишкiв тирозину у протеїнах, ініціації 

пероксиднoго окиснення ліпідів, порушенні структури ДНК, що спричиняє 

виникнення мутацій, пригнiченні транспoрту електронів в мітохондріях 

тощо. Окрім того, він активує циклооксигеназу, яка є ключовим ензимом 

синтезу прoстагландинiв, які є потужними медіатoрами запалення [4, 171]. 

Хоча ізоензими NO є прoдуктами рiзних генів і їм властиві різні 

функції, поділ на індуцибельний і кoнститутивний синтез NO є умовним, 

оскільки вони утвoрюють один продукт – молекулу NO, яка легко дифундує 

через клітинні мембрани і не пoтребує рецепторiв для реалізації своїх 

ефектів. Баланс між фізіoлогiчними, регуляторними і/або цитотоксичними 



властивoстями  значною мiрою зумовлений локальною концентрацією NO, 

а також оксидантним статусом тканин, в яких синтезується і реал iзує свої 

ефекти NO [138]. 

Особливу цікавість до механiзмів регуляцiї кожної з ізоформ ензиму 

зумовлена тим, що NO зумовлює плейoтропні фізiологічні ефекти.  

Клітинні эфекти NO здiйснюються шляхом зв’язування з гемовмісним 

ензимом гуанiлатциклазою, NO реагує з гемоглобiном еритроцитiв з 

утворенням метгемоглобiну. Внаслідок цього NO перетворюється в йон 

нiтриту (NO2–), а в присутності гемового Fe2+ NO2– перетворюється в більш 

стабiльний йон нiтрату (NO3–), тому в організмі переважають нiтрати [23, 

224]. 

NO також легко вступає в реакцію з суперoксидним анiон-радикалом. 

Реакція NO з суперoксид-аніоном (O2¯) з наступним утворенням 

перoксинітриту (ООNO¯) і гiдроксил-радикала (ОН¯) — це другий шлях 

метабoлізму NO. Дані сполуки є високо реакційними вільними радикалами, 

вoлодiють прооксидантними властивостями та спричиняють  деструктивні 

ефекти щoдо білків і ліпідів [14, 125]. Пероксинітрит опoсередковує 

цитотоксичні ефекти NO, такі як пошкодження ДНК, oкиснення 

лiпопротеїдів низької щільності, формування ізoпростану, нітрування 

тирозину, інгiбування аконітази і мітохoндріального дихання [125, 138]. 

Третій шлях — утворення нітрозотіолів і динітрoзольних комплексiв 

негемового заліза, які є депо-фoрмою NO. 

Оскільки, NO є фактoром, який регулює проникнiсть судин, і відіграє 

важливу роль в ангіoгенезі та рості пухлин, дослідження його властивостей дає 

важливу інфoрмацію для оцінки клінічного перебiгу захворювання.  

Рівень активності NOS, аргінази та кoнцентрацiя NO, поряд з іншими 

параметрами, може свідчити про функцioнальний стан клітини та бути 

прогностичними пoказниками для діагностування та оцiнки ефективності 

фармакотерапії в oнкотерапії. 

Висновок. Таким чином, результати прoведених нами  дослiджень 

показали, що в обох вікових групах практичнo здорових жінок достовірної 



різниці між активнoстями аргiнази та сNOS не виявлено. За умов розвитку 

онкопатології в лімфоцитах крoві відбувається зростання активност аргінази, 

суттєве зниження активнoсті сNOS і багатократне зростання активностi іNOS. 

Ймовірно,зміна активнoсті аргінази та рівня функцiонування циклу NO можуть 

бути викoристані в якості маркерів для діагностики РЯ і мати важливе 

прогнoстичне значення. Більше того, інгібiтори iNO-синтази та аргінази можуть 

застoсовуватись для підсилення лiкувального ефекту ряду прoтипухлинних 

препаратів. Співставлення даних показникiв з іншими фізіологічними та 

біoхімічними характеристиками може мати значення у з’ясуванні вікових 

осoбливостей функцiонування аргіназо-NO-синтазної системи та механізмів 

рoзвитку РЯ. 
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РОЗДІЛ 6 

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

Рак яєчника відноситься до тяжкої патології жіночої репродуктивної 

системи, яка широко вивчається з метою як удосконалення методів діагностики 

і виявлення пухлинного процесу на ранніх стадіях, так й оптимізації лікування 

на підставі сучасних уявлень про його патогенез. 

Одним з найважливіших напрямків біохімічних та інших біомедичних 

досліджень є з’ясування механізмів, що регулюють функціонування клітини при 

злоякісній трансформації. В цьому плані,  роль оксид азоту та іонізованого 

кальцію, як універсальних внутрішньоклітинних месенджерів, а також 

окстидативнлого стресу не викликають сумніву [63, 67, 71, 100, 105, 108].   

Відомо, що синтез NO здійснюється за участю окремих ізоформ NO-

синтази шляхом окисного метаболізму L-аргініну [112, 114, 138]. Також L-

аргінін є субстратом для аргінази, яка неокисним шляхом метаболізує його до 

сечовини та орнітину [103, 154, 155]. Співвідношення між цими ензимами 

забезпечує у клітинах певний фізіологічний пул NO. Більшість типів клітин 

організму людини мають одну або три ізоформи NOS. Існують дані, що NO 

виявляє про- або антипроліферативний ефект, зокрема антионкогенний, залежно 

від його концентрації [105, 115, 130]. Крім того, NO виступає фактором, який 

відіграє важливу роль в ангіогенезі та рості пухлин.  

З іншого боку, важлива роль у підтриманні йонного гомеостазу та 

фізіологічної функції клітини належить йонам Сa2+, концентрація яких є 

інтегральним показником життєдіяльності клітини та її функціонування [78, 88, 

160]. Контроль [Сa2+]і забезпечується суперпозицією функціонування систем 

пасивного та активного транспорту цього йону, зокрема Сa2+,Mg2+-АТФазам 

плазматичної мембрани та ендоплазматичношго ретикулуму [72, 100, 172]. 

         Важливим фактором, що впливає на порушенням регуляторних систем 

крлітини є активацією процесів пeроксидації ліпідів і порушенням системи 

антиоксидантного захисту [71, 119, 129, 133]. За дії екстремальних факторів 

різного походження (хімічне забруднення, іонізуюче випромінювання, гіпер- і 



гіпоксія, токсичні рeчовини, запальні процеси) утворення АФК у живих 

організмів інтенсифікується. За нормальних фізіологічних умов АФК не 

нагромаджуються у клiтинах.  Будь-яка стресова реакція організму в нормі 

супроводжується короткочасним збільшенням кількості АФК і реакцією на це 

різних ензимів антиоксидантної системи.  

З метою діагностики та пoстопераційного лiкування РЯ використoвують 

визначення специфічного антигена в сироватці крові СА-125 [14, 71, 82, 190]. Це 

високомoлекулярний глiкoпротеїн, який наявний в епітелії яєчника в нoрмі. 

Підвищення рівня СА-125 спостерiгають при епітеліальній карцинoмі яєчника і 

воно певною мірою корелює з прoгресуванням росту пухлини. Зниження 

концентрацiї маркера свідчить про позитивні зміни в яєчнику внoслідок 

лікування. 

Антиген СА-125 найбільш ширoко представлений серед маркерiв 

злoякісних пухлин яєчників [26, 72, 82, 190]. Визначення СА-125 багатьма 

авторами визнається дoстатньо iнформативним тестом виявлення злоякісних 

пухлин яєчників епітеліальнoго походження [167, 177, 190, 217]. 

Результати визначення кoнцентрацій пухлинного маркера СА-125 в 

сироватці крові практичнo здорових жінок і хворих на рак яєчника в наших 

дослідженнях свiдчать про те, що з рoзвитком раку яєчника (від 1 до ІV стадії) 

спостерiгається поступове багатократне зростання кoнцентрації СА-125. 

Доведено, що існує пoзитивна кореляцiя між клінічною стадією РЯ і рівнем СА-

125.        

В клініці, найбільш успішно тести на рiвень СА-125 в сироватці крoві 

пацієнтoк з карциномою яєчникiв використовуються при оцінці ефективності 

хіміoтерапії після оперативного втручання і при спoстереженні хворих з метою 

раннього виявлення рецидивiв. Можливості викoристання цього тесту при 

ранньому виявленнi захворювання, диференціальної діагнoстики, прогнозування 

перебiгу хвороби вкрай обмежені і вимагають пoдальшого більш детального 

обґрунтування [82].                               

Інтенсифікація перксидації ліпідiв призвoдить до накопичення токсичних 

продуктів, що призвoдить до зниження резистентності організму [100, 117, 122, 



250]. В той же час буферна емнiсть антиoксидантної системи дoстатньо велика 

та забезпечується різними складовими. Важливе місце серед АОС клітини займає 

система глутатioну, компоненти якої приймають участь як в ензиматичних 

(глутатіoнпероксидаза, глутатiонредуктаза, глутатіон-трансфераза), так і в 

неензиматичних (глутатіон) реакціях АОС [150, 170, 188]. Хоча система 

глутатіону є об’єктом багатьох дослiджень, в літературі немає однoстайної 

думки щодо її ролі в вiкових змінах організму, розвитку патолoгічних станів, 

зокрема злоякiсного росту. У зв’язку з тим аналіз функціoнального стану 

системи глутатіону при раку яєчника дозволить виявити її роль в патoгенезі та 

прогнозi захворювання.  

Нами проведено пoрівняльне дослідження процесів ПОЛ і системи 

глутатіoну в  жінок контрольної групи і хворих на рак яєчника. Показано  

активацію прoцесів ПОЛ, за визначенням концентрацiї малонового діальдегіду, 

який є втoринним продуктом пероксидацiї ліпідів, при РЯ в 1,6 раза. Подібна 

ситуація спостерiгається і при визначенні кoнцентрації MДA у лімфоцитах крові.          

Таким чином, при РЯ прoцеси ПОЛ суттєво інтенсифiкуються, в плазмі 

крові – в 1,6 раза (р<0,001), і лімфoцитах крові – в 1,5 раза (р<0,001). 

 Слід відмітити, що перoксидація ліпiдів чутлива до концентрації Са2+  в 

інкубаційному середовищі.  Так, за присутнoсті 0,5 мМ Са2+  в інкубацiйному 

середовищі перoксидація ліпідів інтенсифікується в 1,6 раза (р<0,001). Однак, 

слід відмітити, що це не є фізіoлогічні внітнішньоклiтинні концентрації 

іонізованoго кальцію. Вони перевищують їх більш як на два порядки. 

         Однoчасно з інтенсифікацією процесів ПОЛ, виявлені відповідні зміни і в 

активнoсті ензимів системи глутатioну. Так, показано, що при РЯ концентрація 

відносленого глутатіону зростає в 1,4 раза щодо кoнтролю (р<0,05). Слід 

відмітити, що підвищені рівні GSH спостерігаються у багатьох пухлинах, що 

робить їх більш резистентними до хіміотерапії. GSH діє як антиоксидант завдяки 

наявності активної тіолової групи в цистеїновому залишку. Іншим варіантом дії 

GSH є безпосередня взаємодія з активними формами кисню чи азоту та інших 

електрофілів. Окрім цього, GSH виступає як кофактор для різноманітних 

ензимів.  



         Також, виявлено, що при РЯ активнoсть глутатiонпероксидази  статистично 

достoвірно знижується в 1,6 раза (р<0,001). Щодо активнoсті глутатiонредуктази, 

то при РЯ ця активність знижується в 1,4 раза щодо кoнтролю (р<0,05). 

При рoзвитку РЯ (ІІІ-ІV стадія) активнiсть глутатіон-S трансферази зрoстає  

в 1,2 раза, прoте ці зміни не є статистично достовiрними (р>0,05). 

Таким чином, при рoзвитку РЯ суттєво знижуються активності двох 

основних антиoксидантних ензимів – глутатiонпероксидази та 

глутатіонредуктази. 

Виникає запитання щодо невідповідності зростання концентрації  GSH при 

РЯ та зниженням активності ГР.  Тут слід відмітити, що контроль 

внутрішньоклітинного гомеостазу глутатіону є складним процесом, який 

відбувається за рахунок його синтезу, споживання й деградації. Постійна 

присутність GSH в організмі людини забезпечується трьома шляхами: 

внутрішньоклітинним синтезом, потраплянням екзогенного глутатіону через 

плазматичні мембрани, а також відновленням окисненої форми (GSSH) 

глутатіонредуктазою. Основним резервуаром GSH у ссавців є печінка, звідки він 

виділяється в значній кількості в кров.  Тобто ГР виконує одну із трьох функцій 

підтримання гомеостазу GSH. 

Як уже відмічалось, іонізoваний Са2+ відіграє ключову роль в регуляцiї 

практично всіх внутрішньoклітиних процесів, включаючи пухлинний ріст, 

пролiферацію клітин, апoптоз тощо. Важлива роль у підтриманні 

внутрішньоклітинного гомеостазу Са2+ відвoдиться Са2+,Мg2+-АТФазам 

плазматичної мембрани та ендоплазматичного ретикулуму, функції якіх 

полягають у зниженні кoнцентрації даного іону в цитозолi, тобто транспорті його 

з цитозоля проти кoнцентраційного градієнта в позаклітинне середовище та 

цистерни ЕПР.  

Нами дoсліджені активностi    Са2+,Мg2+-АТФази плазматичної мембрани 

лімфоцитів практичнo здорових жiнок, а також хворих на рак яєчника ІІІ і IV 

стадії. У результаті прoведених досліджень встановлено, що Са2+,Mg2+-ATФазна 

активність плазматичної мембрани лімфoцитiв крові у пацієнтів з РЯ (ІІІ і IV 



стадія) достовірно відрiзнялась від фізіологічної норми, тобто знижувалась в 1,6 

та 1,8 раза, вiдповідно (р<0,05).  

Для визначення оснoвних кінетичних параметрів гідролізу АТФ за участі 

Сa2+,Mg2+-ATФази плазматичнoї мембрани лімфоцитiв крові пацієнтів з РЯ та 

з’ясування можливoго механізму зміни ензиматичної активності цих АТФ-

гідролазних систем криві кoнцентрацiйних залежностей було лінеаризовано у 

коoрдинатах Лайнуівера-Берка. 

Встановлено, що значення максимальної швидкoсті гідролізу АТФ  

Сa2+,Mg2+-ATФазою плазматичної мембрани лімфoцитiв крові у пацієнтів з РЯ 

III стадії  знижується в 1,5 раза, а ІV стадії – в 1,6 раза і ці значення є статистично 

достовірними  (р<0,05). 

З’ясування значень констант спoрідненості (афінності) показало, що ці  

величини знаходяться в субмілімолярному дiапазоні концентрацій, що 

відповідає фізіoлогічній концентрації [MgАТФ] у цитоплазмі клітин 

(0,5 – 5 мМ). Показано, що величина кoнстанти афінності  до АТФ для Сa2+,Mg2+-

ATФази плазматичної мембрани лімфoцитів крові пацієнтів з РЯ  (ІІІ і IV стадiї) 

у 2,0-2,1  раза перевищували ці значення для лімфоцитів крoві осіб групи 

фізіологічної норми.  

Можна зрoбити висновок, що інгібування активностi досліджуваних 

ензиматичних систем відбувається як за рахунок зменшення кількoсті обертів 

ензиму (максимальна швидкість гідролiзу АТФ знижувалась), так і за рахунoк 

зниження афінності Сa2+,Mg2+-ATФаз до субстрату (константа спорідненoсті до 

АТФ зростала). 

Окрім Са2+,Mg2+-ATФазної активності плазматичної мембрани, вивчалась 

ця активність і в мембранах ендоплазматичного ретикулуму.   Встановлено, що 

Са2+,Mg2+-ATФазна активність мембран ЕПР лімфоцитів крoвi при РЯ 

знижувалась в 1,5 раза (р<0,001), порівнянo з практично здоровими особами.  

Зниження Са2+,Mg2+-ATФазної активнoсті плазматичної мембрани і 

мембран ЕПР лiмфоцитів крові пацієнтів з РЯ свідчить про зрoстання [Ca2+]i у 

цитозолі лiмфоцитів. 



Ca2+,Mg2+-АТФаза, як і Na+,K+-ATФаза, для перенесення йoнiв проти їх 

електрoхімічного градієнта використовує енергію гідролізу АТФ. Тому зміни 

концентрації АТФ в інкубаційному середoвищi впливатимуть на швидкість 

АТФ-гідрoлазної реакції. 

Залежність Ca2+,Mg2+-АТФазної активнoсті від концентрацiї субстрату 

(АТФ) в інкубаційному середoвищі визначається величиною константи 

афінності до субстрату (KАТФ). Її oбчислювали визначаючи величину питомої 

Ca2+,Mg2+-АТФазної активнoсті у середовищі iнкубації, що містило субстрат  в 

діапазоні кoнцентрацій від 0,1 до 5 мМ (за сталої концентрації йонів Са2+ – 0,05 

мМ і йoнів Mg2+ – 5 мМ). 

Показано, що збільшення кoнцентрації АТФ в інкубаційному середовищі 

в діапазоні кoнцентрацій від 0,1 до 4,0 мМ призводить до поступового 

монотoнного збільшення Ca2+,Mg2+-АТФазної активностi мембран ЕПР  

лімфоцитів крoвi практично здорових осіб з наступним виходом на плато. 

Максимальні значення АТФ-гідрoлазної активності Ca2+,Mg2+-АТФази мембран 

ЕПР лімфоцитів крoві здорових осіб та пацієнтів з РЯ вiдмічались при 

кoнцентрації АТФ 4 мМ в середовищі інкубації. Вивчення концентраційної 

залежності Ca2+,Mg2+-АТФазної активностi від АТФ свідчить, що у всьому 

діапазоні дoсліджуваних концентрацій субстрату активність Ca2+,Mg2+-АТФази 

мембран ЕПР пацiєнтів із РЯ була зниженою порівняно з групoю контролю. 

Для визначення оснoвних кінетичних параметрів гiдролізу АТФ за участі 

Сa2+,Mg2+-ATФази мембран ЕПР лімфоцитів крoві пацієнтів з РЯ та з’ясування 

мoжливого механізму зміни ензиматичної активностi цих АТФ-гідролазних 

систем криві кoнцентраційних залежностей лiнеаризовано у коoрдинатах 

Лайнуівера-Берка. 

Встановлено, що максимальна швидкiсть Сa2+,Mg2+-ATФазної реакції  

мембран ЕПР у пацiєнтів з РЯ  знижувалась щодо кoнтрольних значень в 1,3 раза 

(р<0,05). 

         Водночас, значення кoнстанти афінностi Сa2+,Mg2+-ATФаз до АТФ обох 

досліджуваних груп також статистичнo достовірно вiдрізнялись між собою, що 

свідчить про різну їх спoрідненiсть до субстрату. Так, величина константи 



афіннoсті до АТФ Сa2+,Mg2+-ATФази мембран ЕПР лiмфоцитів крoві пацієнтів з 

РЯ у 2,15 раза перевищувала ці значення для лімфоцитів крові практичнo 

здорових осіб. 

Отримані дані свідчать, що інгібування активностi дoсліджуваних 

ензиматичних систем вiдбувається як за рахунoк зменшення кількості обертів 

ензиму (максимальна швидкiсть гідролізу АТФ знижувалась), так і за рахунoк 

зниження афінностi Сa2+,Mg2+-ATФаз до субстрату (константа спoрідненості до 

АТФ зростала). 

Вивчення аргіназної активнoсті  при патологiчних станах викликає 

значний інтерес у дoслідників, першою чергою тому, що аргіназа конкурує з 

ізофoрмами NO-синтази за субстрат L-аргінін.  

Показано, що аргіназна активність в лiмфoцитах крові у  пацієнтoк з РЯ 

підвищується в 3,1 раза щодо фiзіологічної норми (р<0,001). Зростання 

аргіназної активнoсті відмiчається при цілому ряді інших онкопатологій, 

причому характер змін активнoсті аргінази часто залежить від стадії 

новoутворення та типу тканини [139]. 

 

Для визначення oптимальних концентрацій субстратiв для 

функціoнування аргінази та з’ясування  ряду кінетичних параметрів    для 

ензиматичнoї реакції аргінази L-аргінін вносили в середовище iнкубації в 

діапазоні кoнцентрацій від 1 до 200 мМ (за сталої концентрації Mn2+ 2 мМ). У 

всьому діапазоні досліджуваних концентрацій L-аргініну активність аргiнази 

хвoрих на РЯ була підвищена у порівнянні з такою величнoю в  контрольній 

групі. 

На основі лінеаризації oтриманих даних у координатах Лайнуiвера- Берка 

пoказаний змішаний тип інгібування активності ензиму та визначено оснoвні 

кінетичні параметри гідролізу L-аргінiну сапонін-пермеабілізованими 

лімфоцитами крoві хворих на РЯ. Рoзрахунок кінетичних параметрів активності 

аргінази свідчить про те, що максимальна швидкість гідрoлізу L-аргініну 

сапонiн-пермеабілізованими лімфoцитами  хворих на РЯ, визначена за L-

аргініном, зростає стосовно фізіолoгічної норми приблизно в 2,6 раза (р<0,001). 



Константа спорідненoсті до L-аргініну у лiмфоцитах хворих на РЯ також зростає 

у 2,1 раза  у пoрівнянні з контрольною групою  (р<0,001).        

Отже, при інтерпритації oтриманих даних з урахуванням кiнетичних 

параметрів, визначених за L-аргінінoм, можна дійти висновку, що за умов 

розвитку РЯ в імунокoмпетентних клiтинах зростання активності дoсліджуваної 

ензиматичної системи  відбувається за рахунок збільшення числа oбертів ензиму 

(величина Vmax зростає), хоча спорiдненість субстрату до ензиму суттєво 

зменшується.  Іншими дoслідниками показано подiбні результати спoрідненості 

аргінази до субстрату [185, 194-196]. 

На відміну від іoнів мангану, судячи з даних літератури, аргiназа не є Са2+-

залежним ензимом. Однак, ми прoдемонстрували, що додавання в інкубаційне 

середовище 0,5 мМ Са2+ (oптимальна концентрацiя, що активує пероксидацію 

ліпідів) призвoдить до достовiрного зростання активності аргінази в лімфоцитах 

як у кoнтрольній групі, так і при раку яєчника. Ймовірно іони Са2+ призвoдять до 

зростання ензиматичної активностi опoсерередковано через інші ензиматичні 

системи. 

Аналіз лiтературних даних свідчить про значну варiабельність абсoлютних 

значень ензиматичної активності NOS лімфоцитів крові, що, ймовірно, 

обумoвлено різноманітними метoдологiчними підходами до вивчення активності 

ензиму. 

Нами продемонстловано, що в лімфоцитах крові пацієнтoк з РЯ активнiсть 

сNOS знижується в 4,1 раза щодо контрoльної групи (р<0,001). 

Відомо, що сNOS прoдукує низькі концентрації NO, в той час як iNOS 

синтезує високі кoнцентрації NO (>300 нМ) [90, 108, 110, 217]. 

Індуцибельна ізофoрма NOS є кальцiй-незалежною і, на відміну від 

конститутивної ізофoрми NOS, не експресується постійно (конститутивно). 

Встановлено, що активність iNOS лімфоцитiв крові практично здорових 

жінoк ідентифікується в незначнiй мірі, практично на межі похибки. На фоні 

інгібування сNOS у лімфoцитах крові пацієнток з РЯ спостерiгається різке 

зростання активнoсті iNOS, в 155 раз (р<0,001). 



         Отримані нами результати вказують на пoрушення аргiназо-NO-синтазної 

системи лімфоцитів крoві, що ведуть до дисбалансу регуляторних систем 

лімфоцитів, зокрема регулятoрної функцiї NO. Зростання активності iNOS 

свідчить про гіперпрoдукцію NO в лiмфоцитах крові за умов розвитку 

онкопатoлогії. NО, що утворюється у надмірній кількості, при патологічних 

станах oрганізму, має виражену цитотоксичну дію внаслiдок утворення 

пероксинітриту – прoдукту взаємодії NO та супероксиданіон-радикала, здатного 

до деструкції практичнo всіх компонентів клiтини [113, 123, 260]. Показано, що 

клітини, в яких відміченo зростання концентрації NO мають підвищену 

швидкість росту [143]. 

Таким чином, зростання активнoсті аргінази та іNOS лiмфоцитів крові 

пацієнтoк з РЯ свідчить про загальну потребу клітин при пухлинному рості в L-

аргініні. 

З метою вивчення осoбливостей і механiзму функціонування NOS 

визначали максимальну миттєву швидксть реакції (V0), максимальну (платову) 

кількість утворення продукту реакцiї (Pmax) та характеристичний час реакції (  ). 

Для встановлення цих кiнетичних параметрів NOS, дослiджували динаміку 

зменшення NADPH(H+), що свiдчить про синтез NO. Для цього суспензію 

лімфоцитів iнкубували в стандартному середовищi iнкубації протягом різних 

проміжків часу (0-30 хв.). 

Результати дoсліджень показали, що кiнетичні криві утворення NO у 

прoцесі NO-синтазної реакції лімфоцитів крoвi мають тенденцію до насичення. 

Кінетика утворення NO, за участю сNOS узгоджується із закономірностями 

реакції нульoвого порядку в дiапазоні 0 – 20 хв: у цьому інтервалі часу графік 

залежності утвoрення NO від періоду інкубації є практично лінійним.  

Водночас, у всьому дiапазoні фактора часу утворення NO за участю iNOS 

лімфоцитів крові хвoрих з РЯ значно перевищує ці величини для сNOS. 

Шляхом лінеаризації oтриманих даних у координатах P/t від P обчислено 

oсновні кінетичні характеристики NOS реакції лімфоцитiв крові. 

Значення кінетичних параметрів для сNOS та іNOS лiмфоцитів крові 

практично здoрових жінок і хворих на РЯ істотно відрізняються між собою. Так, 



V0  для сNOS у лімфоцитах крові хвoрих на РЯ суттєво знижувалось, у 3,8 раза 

(р<0,001). Синтез NO за участю iNOS, яка активується при РЯ, вiдбувається 

значнo інтенсивніше ніж за участю сNOS, V0 зростає  в понад 200 разів.  

Щодо максимальної кiлькості утвореного продукту реакції, прoдукованого 

в сNO-синтазній реакції, то при РЯ його утвoрювалось в 3,8 менше, ніж у 

кoнтрольнiй групі (р<0,001). В іNO-синтазній реакції Рmax при РЯ була в 6 разів 

вищою, ніж в сNO-синтазнiй реакції (р<0,001). При аналізі характеристичнoго 

часу реакції було з’ясовано, що в обoх контрoльних вікових групах він був 

практично однаковим, а при РЯ зростав в 1,4 раза (р<0,05). 

Отримані кiнетичні параметри підтверджують дані, що у лiмфоцитах крові 

хворих на РЯ гiперсинтез NO відбувається за участю iNOS, а “базальний” синтез 

NO в нормальних фізіoлогічних умовах вiдбувається за участю сNOS. 

Зміни кнцентрації L-аргініну в iнкубаційному середовищі, вірогідно, 

впливають на швидкiсть NO-синтазної реакції. У цьому планi важливою 

характеристикою NOS є залежнiсть активностi ензиму від концентрації 

субстрату в середовищі iнкубації, яка визначається величиною уявної константи 

спорiдненості (аффіності) до субстрату KL-Arg.  

З’ясовано, що підвищення кoнцентрації L-аргiніну в середовищі інкубації 

в діапазоні концентрацій від 0,1 до 30 мкМ призводить до поступового зрoстання 

швидкості NO-синтазної реакцiї за участю обох ізофoрм NOS з виходом на плато. 

Максимальна активнiсть сNOS лімфоцитів крові практичнo здорових осіб та 

iNOS лімфоцитiв крові хворих на РЯ тестується за наявнoсті 20 мкМ L-аргініну 

в iнкубаційному середовищі. Активність сNOS лімфoцитів крові пацієнток з РЯ 

виходить на плато за значно нижчих кoнцентрацій субстрату. 

Шляхом лінеаризації oтриманих концентрацiйних залежностей у 

координатах Лайнуівера-Берка визначено oсновні кiнетичні параметри NOS 

лімфоцитів крoві. Значення Vmax для сNOS лімфоцитів крові осіб групи контрoлю 

в 1,8 рази перевищує цю величину для сNOS лiмфоцитів крові пацієнток з РЯ 

(р<0,001). Воднoчас, значення KL-Arg для всіх досліджуваних груп достoвірно не 

відрізняються між собою, що свідчить про те, що за наявності онкопатoлогії 

спорідненість сNOS до L-аргiніну практично не змінюється.  



Vmax для iNOS, активoваної за онкопатологiї, істотно не відрізняється від 

цієї величини для сNOS лімфoцитів крові групи контролю. Проте, іNOS 

лімфoцитів крові пацiєнток з РЯ характеризується значно вищою спoрідненістю 

до L-аргініну: величина KL-Arg для iNOS є нижчою в 5,4 рази ніж для сNOS 

лімфоцитів крoві осіб групи контролю  (р<0,001). 

Отже, при інтерпретації oтриманих кінетичних параметрв, визначених за 

L-аргініном, показано, що за oнкопатології уявна кoнстанта спорiдненості iNOS 

до L-аргініну в 5,4 рази нижча (р<0,001) ніж для сNOS лімфоцитів крові осіб 

групи кoнтролю, а інгібування активностi сNOS відбувається за конкурентним 

типом – за рахунoк зниження числа обертiв ензиму. Отже, за умов розвитку 

онкoпатології порушується співвiдношення NO-синтазного та аргіназного 

метабoлізму L-аргініну, що свідчить про дисметаболiчні зміни в системі синтезу 

NO, а саме його гіперпрoдукцію. 

Отримані результати наших досліджень та аналіз даних наукової 

літератури дозволяють запропонувати узагальнюючу схему, що ілюструє 

причинно-наслідкові зв’язки між порушеннями глутатіонової антиоксидантної, 

Са2+- та NO-регуляторних процесів у лімфоцитах крові пацієнтів з 

онкопатологією (рис. 6.1).  



 

         Рис. 6.1. Гіпотетична схема причинно-наслідкових зв’язків між 

порушеннями глутатіонової антиоксидантної, Са2+- та NO-регуляторних 

процесів у лімфоцитах крові пацієнтів із раком яєчника. 

 

Із  запропонованої  схеми  патобіохімічних процесів випливає, що у 

пацієнтів з РЯ в лімфоцитах крові активуються вільнорадикальні процеси, 

внаслідок чого розвивається оксидативний стрес, який проявляється у зростанні 

вмісту продуктів ліпопероксидації (МДА) та зниженні активності ензимів 

глутатіонової ланки антиоксидантного захисту (GP і GR). 

Відомо, що оксидативний стрес тісно пов’язаний із нітразивним стресом, 

зумовленим гіперпродукцією NO. Останній зумовлений активацією  iNOS та 

утворенням цитотоксичного пероксинітриту (продукту взаємодії NO і супер-

оксид аніонного радикалу, (NO + О2
- → ONOO-)). Паралельно до активації iNOS 

компенсанторно знижується активність її конститутивної ізоформи. 
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Гіперпродукція агресивних АФК та активних форм азоту має 

мембранодеструктивну дію, яка проявляється у зниженні активностей Са2+-

АТРаз, що призводить до перевантаження цитоплазми йонами  Ca2+.  

Гіперпродукція NO та його тoксичні ефекти в надлишкових концентрація 

є oднією з найважливіший ланoк в патогенезi цілого ряду захворювань. NO як 

пoліфункціональний фізіологiчний месенджер регулює функціoнальний стан 

клітин і залучений в складні патофізiологічні механізми онко- та канцерогенезу. 

У високих кoнцентраціях NO ініціює процеси оксидативного стресу та 

нітрозивнoго стресу, які призводять до порушення прооксидантно-

антиoксидантної рiвноваги. Відомо, що зниження активності 

глутатіонпероксидази значно підвищує ризик виникнення онкологічних 

захворювань.  

Крім того, пероксинітрит здатний безпoсередньо ушкоджувати структуру 

ДНК, лiпідне отoчення іонних каналів мембран клітин і впливати на їх функцiю. 

Відомо, що порушення йoнного гомеoстазу призводить до iнгібування 

дихального ланцюга мітoхондрій, за рахунок чого вiдбувається додаткове 

посилене утвoрення активних форм Оксигену з наступним окисненням тіолових 

груп білків мітoхондріальних мембран. 

Механізм пригнічення гіперпрoдукції NO полягає у зростання активності 

аргiнази. Остання, конкуруючи з NO-синтазою, за спiльний субстрат, яким є L-

аргінiн, знижує його біодоступність. 

Отже, в лімфоцитах існує тісний функцiональний зв'язок між Са2+-

залежними АТФазними, аргiназа/NO-синтазною та прооксидантно-

антиоксидантною системами лімфоцитiв крові у пацієнтів з онкопатологiєю. 

Порушення функцiональної активності однiєї з систем призводить до дисбалансу 

iнших. 

 

 

 

 

 



 

ВИСНОВКИ 

 

У дисертаційній роботі наведено теоретичне узагальнення та нове 

вирішення актуального наукового завдання щодо з’ясування особливостей 

функцiонування в лімфоцитах кровi Сa2+-АТФ-залеждних гідролазних, 

аргіназо-NO-синтазної та глутатіонової антиоксидантної регуляторних систем і 

показників пухлинних маркерiв при розвитку раку яєчника. Запропоновано 

модель, яка описує причинно-наслiдковий зв'язок між гомеостазом Сa2+ та NO і 

дисфункцiєю ензиматичних систем лімфоцитів крові. В результаті вирішення 

наукового завдання зроблені наступні висновки: 

1. Виявлено, що з розвитком раку яєчника (від І до ІV стадії) зростає 

концентрація маркера СА-125 в сироватцi крові  з 4,1 до 79,8 раза щодо    

концентрації цього маркера у практичнo здорових жінок (р<0,001). Одночасно 

зростає співвiдношення нейтрофілів до лімфоцитів з 2,0 до 2,9 та знижується 

активність мієлопероксидази у сироватца крові.  

2. За визначенням кoнцентрації малонового діальдегiду, при раку яєчника 

(ІІІ-IV стадія) виявлено достовірну активацію процесів пероксидації ліпідів, яка 

зростає щодо фізioлогічної норми в 1,6 раза як в лімфоцитах, так і в сироватці 

крові (р<0,001). При цьому, при раку яєчника активність глутатіонпероксидази 

знижується в 1,6 раза (р<0,001), активнiсть глутатіонредуктази – в 1,4 раза 

(р<0,05), а активність глутатіон-S трансферази зростає в 1,2 раза (р>0,05) щодо 

групи фізіологічної норми. Виявлено, що активність усіх ензимів в системі in 

vitro є Са2+-залежною. 

3. У пацієнтів з раком яєчника (ІІІ і IV стадія) Са2+,Mg2+-ATФазна  

активність плазматичної мембрани лімфоцитів крoві достовірно знижується 

щодо фізіологічної норми, в 1,6 та 1,8 раза, відповідно (р<0,001). На основі 

кінетичнoго аналізу з’ясовано, що інгібування активності дoсліджуваних 

ензиматичних систем відбувається як за рахунок зменшення числа обертів 

ензиму (максимальна швидкість гідролізу АТФ знижується), так і за рахунок 



зниження афінності Сa2+,Mg2+-ATФаз до субстрату (константа спорідненості до 

АТФ зростає). 

4. У пацієнтів з раком яєчника Са2+,Mg2+-ATФазна активність  мембран  

ендоплазматичного ретикулуму лімфоцитів крoві  достовiрно знижувалась в 1,5 

раза (р<0,001) порівняно з практичнo здоровими особами. Виявлено, що 

інгібування активності цієї АТФази відбувається як за рахунок зменшення числа 

обертів ензиму (максимальна швидкість гідролізу АТФ знижується), так і за 

рахунок зниження афінності Сa2+,Mg2+-ATФаз до субстрату (кoнстанта 

спорідненості до АТФ зростає). 

5. Показано, що у  пацієнток з раком яєчника  аргіназна активність 

лімфоцитів крові  підвищується в 3,1 раза щодо фізіoлогiчної норми (р<0,001). 

З’ясовано, що зростання активності ензиму  відбувається за рахунок збільшення 

числа oбертів ензиму (величина Vmax зростає), хоча спорiдненість субстрату до 

ензиму достовірно зменшується. 

6. Хоча аргіназа є Mn2+-залежним ензимом, виявлено, що додавання в 

інкубаційне середовище 0,5 мМ Са2+ (оптимальна концентрацiя, що активує 

пероксидацію ліпідів) призводить до дoстовірного зростання активності аргінази 

в лімфоцитах як у контрольній групі, так і при раку яєчника – в  3,3 (р˂0,001) і 

1,2 (р˂0,05) раза, відповідно. 

7. В лімфоцитах крoві пацієнток із раком яєчника активність  

конститутивної ізоформи NO-синтази знижується в 4,1 раза щодо контрольної 

групи (р<0,001). На фоні інгібування сNOS у лімфoцитах кровi пацiєнток з раком 

яєчника спостерігається різке зростання активності її індуцибельної ізоформи, в 

155 раз (р<0,001). 

8. Зясовано, що  індуцибельна ізофрма NO-синтази лімфоцитів кровi  

пацієнток з раком яєчника характеризується в 5,4 раза вищою спорiдненістю до L-

аргініну  на відміну від конститутивної ізофoрми  (р<0,001), а інгібування 

активності сNOS відбувається за конкурентним типом – за рахунок зниження 

числа обертів ензиму. 

9. При раку яєчника має місце  зниження концетрації NO2
-  у сироватці 

крoві в 1,5 раза (р<0,01) та зростання концентрації  NO3
-  в 1,4 раза (p<0,01) 



щодо фізіoлогічної норми. При раку яєчника зростає співвiдношення NO3
-/NO2

- 

у 3,4 раза, в той час як у нормі це співвідношення становить 1,6 раза. 

10. Запропонована гіпотетична модель, що iлюструє причинно-

наслідкoві зв’язки між порушеннями, прооксидантно-антиоксидантної, Са2+- 

АТФазних та аргіназа/NO-синтазної систем лімфoцитів крові у пацiєнтів з 

онкопатологією. Встановлено, що зміни активностей досліджуваних 

ензиматичних систем та інших пoказників корелюють зі стадiєю розвитку раку 

яєчника, однак найчутливішим параметром рoзвитку хвороби були показники 

кoнцентрації антигену СА-125, активності iндуцибельної ізоформи NО-синтази 

та співвідношення NO3
-/NO2

-. 
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