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Оксидативний стрес є неодмінним фактором, що супроводжує перебіг абсолютної більшості патологічних станів та захворювань людини. Зокрема, зростання продукції активних форм кисню спостерігається при запальних процесах, вірусних захворюваннях, а при бактеріальних інфекціях саме АФК є основним діючим фактором, що знищує чужорідні елементи у лізосомах фагоцитів та макрофагів. Не менше значення активні форми кисню відіграють і при перебігу злоякісних захворювань. Як відомо, усі без виключення злоякісні клітини характеризуються зниженням рівня окисного фосфорилювання та функціонування мітохондрій, що супроводжується підвищеним рівнем продукції АФК. Однак саме ця особливість злоякісних клітин водночас є і їх ахіллесовою п’ятою, оскільки будь-яке подальше зростання рівня АФК призводить до неминучої загибелі пухлинних клітин. Не дивно, що більшість протипухлинних препаратів, які застосовуються у клінічній медицині, вбивають злоякісні саме цим шляхом. Не менш небезпечною є роль АФК у перебігу вірусних захворювань, зокрема ВІЛ/СНІД, де надмірна продукція інтерферону-гамма призводить до продукції неоптерину моноцитами, оксидативного стресу та деградації триптофану, які і є основними чинниками різкої втрати ваги, анемії та імунодефіциту. В обидвох випадках необхідний ретельний контроль за продукцією АФК, що дозволить суттєво поліпшити ефективність лікування цих гетерогенних захворювань.
Саме тому розробка новітніх методів моніторингу рівня активних форм кисню в організму, а також пошук та впровадження у клінічну медицину новітніх біосумісних нанокомпозитів з антиоксидантною активністю, здатних знижувати надмірно високий рівень продукції активних форм кисню за дії хіміотерапії та/чи вірусних захворювань, є важливим завданням сучасної біохімії та медицини.

Відомо, що до числа найбільш чутливих параметрів, що застосовуються для інтегральної оцінки функціонального стану клітин, відносять величини трансмембранних потенціалів – клітинного (ΔΨр) і мітохондріального(ΔΨm) (Graf J., 1996; Shapiro H.M., 2000), які не тільки пов’язані із загальним рівнем метаболічної активності клітини, але їх зміни також можуть відображати динаміку клітинної активації при дії агоністів (Lee S. et al, 1992).

Використаний метод оцінки локальних змін флуоресценції зондів (потенціал-чутливого карбоцианінового барвника DiOC2) дозволив безпосередньо вимірювати потенціал поодиноких клітин і мітохондрій in situ. Доведено, що застосування спеціальних методів флуоресцентної мікроскопії для розрахунку абсолютних значень плазматичного потенціалу (ΔΨр = -39.9 ± 2.63 mV) із допомогою зонда не відрізняється від даних, отриманих іншими дослідниками (Terasaki M. et al., 1984; Sawanobori T. et al., 1989).

Показано, що мікрофлуориметрична оцінка накопичення агрегатів зонду JC-1 та їх руйнування під впливом протонофора FCCP в мітохондріях гепатоцитів in situ є чутливим параметром, який можна використовувати для оцінки функціональної активності мітохондрій.

Різноманітність процесів в біомембранах значною мірою визначається фізичними властивостями ліпідного бішару – поверхневим зарядом, ступенем гідратації, плинністю, здатністю до фазових переходів, дипольним потенціалом. У свою чергу ці властивості змінюються в залежності від складу компонентів мембрани, їх співвідношення і взаємодії на молекулярному рівні. Оскільки спектрально-люмінесцентні характеристики обраних поліметинових зондів чутливі до змін мікрооточення хромофора, оцінка флуоресцентних властивостей барвників при зв’язуванні з клітинними мембранами дозволяє судити про переважну молекулярну локалізацію хромофорної частини молекули зонду, а також про можливі структурно-функціональні перебудови біомембран в процесі адаптації клітин до зовнішніх впливів.

Використання поодиноких гепатоцитів для отримання спектрів флуоресценції барвників (DiOC2, SqSС4 і JC-1) дозволило позбавитися ансамблевого усереднення та виявити особливості змін мембранного потенціалу клітин у часі. Такий підхід дозволив оцінити за допомогою потенціал-чутливих зондів не тільки абсолютні значення плазматичного потенціалу гепатоцитів, але і його зміни в процесі клітинної відповіді на дію зовнішніх чинників. 
Показано, що використана клітинна тест-система поодиноких гепатоцитів щура дозволяє проводити моніторинг стану клітин при зміні параметрів іонної провідності, оцінювати збереження ланок у ланцюзі внутрішньоклітинної сигналізації і може бути використана для оцінки функціонального стану клітин після дії різних зовнішніх факторів та виявлення сублетальних (на рівні сприйняття і передачі сигналу) пошкоджень клітин.

Вивчено вплив кріопротекторів та кріоконсервування на динаміку агоніст-індукованих змін потенціалів поодиноких гепатоцитів та показано, що значення ΔΨр знижуються під впливом кріопротекторів із зростанням їх концентрації у середовищі інкубації клітин. Показано, що використання середовища заморожування не впливає, а в разі використання 10% ДМСО дозволяє зберігати мітохондріальну функцію при кріоконсервуванні. 

Оцінку відновлення функції мітохондрій після впливу кріопротекторів і низьких температур було проведено із застосуванням агоністу, що дозволило зробити висновок про пошкодження в механізмах внутрішньоклітинної сигнальної передачі, зниження чутливості адренорецепторів гепатоцитів, що проявлялося у відсутності відповіді на внесення 10-5 М фенілефрину. Відповідь на збільшену концентрацію гормону (10-4 М), свідчив про те, що ці порушення не носили тотального характеру. 

Однією з причин зниження метаболічної активності та загибелі гепатоцитів є оксидативний стрес, якого зазнають клітини як на етапі виділення, так і під час гіпотермічного зберігання. Не виключено, що цей фактор відповідає за можливі порушення структур мітохондрій і відповідне зниження чутливості мітохондрій до регуляторних впливів. Зниження пошкодження клітин за допомогою антиоксидантів є одним з підходів до підвищення стійкості клітин до стресу, у тому числі при кріоконсервуванні. Тому перед кріоконсервуванням клітини інкубували з антиоксидантами для відновлення мітохондріальної чутливості до гормональної регуляції після розморожування.

Чутливість розробленої тест-системи до змін окислювального статусу клітин була показана нами із застосуванням прооксидантів у різних концентраціях. За допомогою даного підходу також показано захисний ефект глутатіону, який запобігає порушенню мітохондріальної функції під впливом окислювачів. 

Такий ефект може бути пояснений визначальною роллю редокс потенціалу GSH у характері змін ΔΨм. Відомо, що редокс статус GSH впливає на швидкість утворення АФК мітохондріями, зміни абсолютної концентрації GSH і GSSG, а також їх співвідношення GSH/GSSG відіграють важливу роль у механізмах регуляції оборотних змін ΔΨм або запуску його незворотного зниження. Мітохондріальними мішенями, регуляція яких пов’язана із змінами редокс статусу глутатіону, є аденіннуклеотидтранслоказа (ANT), іонні канали (IMAKiPTP). Тому стабілізація ΔΨм під впливом екзогенного глутатіону після заморожування-відігрівання клітин сприяє більш повному відновленню функціональної активності мітохондрій. З іншого боку регуляторний вплив відновленого глутатіону за рахунок захисту іон-транспортних систем плазматичної мембрани, що є чутливими до дії оксидативного стресу, відновлює всі ланки процесу передавання сигналу з плазматичної мембрани до ефекторних систем клітини, у тому числі мітохондрій.

Оскільки відомо, що саме мітохондрії крім енергетичного забезпечення клітини, приймають участь у клітинних реакціях вродженого антивірусного імунітету у ссавців, зокрема каскадної відповіді, завершальним етапом якої є продукція інтерферонів І типу, було досліджено вплив сполук на стан мітохондрій. Активація класичного шляху інтерферонової відповіді пов’язана з різким зростанням функціональної активності білка MAVS та запуском сигнального каскаду реакцій через активацію IRF-3 та NF-κB, кінцевою ланкою якого є продукція інтерферону І типу. Гіперекспресія MAVS індукує експресію ІФН-α/β, посилюючи таким чином антивірусний захист. Для максимального антивірусного захисту організму необхідні одночасні запуски MAVS на пероксисомах та мітохондріях, при чому передача сигналу від органел відбувається незалежно одна від одної.

Проведені дослідження зміни мітохондріального мембранного потенціалу клітин, що свідчить про активацію MAVS-залежного внутрішньоклітинного шляху під впливом похідних дифенілу виявили істотне зростання мембранного потенціалу мітохондрій ΔΨм впродовж перших 30 хв. Інкубації, а через 120 хв. після обробки клітин сполуками ΔΨм значущо не відрізнявся від контрольних значень. Тобто активація MAVS та запуск антивірусного сигнального каскаду реакцій відбувається на ранніх етапах взаємодії сполук та клітини.

Виявлено стимулюючий вплив сполук на зростання мітохондріального мембранного потенціалу, що є необхідною умовою функціонування мітохондріального антивірусного сигнального шляху, кінцевим етапом реалізації якого є продемонстрована продукція інтерферону І-го типу.

MAVS є основним елементом рецепторної системи RLR, яка забезпечує мітохондріально-опосередковану антивірусну відповідь. Функціонування олігомерного комплексу MAVS призводить до активації транскрипційних факторів NF-κB та IRF-3, в результаті чого відбувається експресія інтерферону-α/β. Передача сигналу за допомогою білка MAVS підтримується за умови зростання мітохондріального мембранного потенціалу. Відомо, що розсіювання мітохондріального мембранного потенціалу супроводжується пригніченням антивірусної відповіді клітин.
Цілеспрямований пошук новітніх лікарських препаратів призвів до виявлення нових індукторів ІФН серед низькомолекулярних сполук, що відносяться до похідних дифенілу. Обрані сполуки – похідні дифенілу – близькі за структурою та біологічними властивостями до лікарського препарату Аміксину IC, проте характеризуються порушеною планарністю структури. Завдяки цьому сполуки проявляють значну нижчу токсичність в живих об’єктах, оскільки виявляються нездатними до інтеркаляції у нуклеїнові кислоти клітини-господаря.

Проведене вивчення інтерфероногенних властивостей похідних дифенілу виявило, що за своїми інтерфероніндукуючими властивостями сполуки не поступаються аміксину, а їх перевагами є низька токсичність і широкий діапазон інтерфероногенних концентрацій. Показано, що обрані сполуки проявляють противірусну активність як в культурі клітин, так і в організмі експериментальних тварин на моделі РНК- (вірус везикулярного стоматиту) та ДНК- (вірус простого герпесу) вмісних вірусів. Дослідження противірусної активності похідних дифенілу на клітинах, здатних продукувати ІФН у відповідь на дію індукторів, та на дефектних за цією ознакою клітинах Vero, дозволило виявити вклад як інтерфероніндукуючої, так і противірусної компоненти у виявлену активність сполук. 
Беручи до уваги той факт, що у відповідь на вірусну інфекцію в організмі відбувається не лише активація системи інтерферону, а і запуск каскадних реакцій продукції різноманітних цитокінів, що модулюють загальну імунну відповідь, порівняльне вивчення рівня продукції прозапальних цитокінів-активаторів клітинної ланки імунітету: ІЛ-12 та ІФН-γ та їх антагоністів: ІЛ-4 та ІЛ-10 виявило значне зниження продукції ІЛ-10 та незначущого збільшення продукції ІЛ-12, у порівнянні з контрольними тваринами.

Початковий етап інтерфероногенезу, а саме взаємодія інтерфероногену з клітинною поверхнею та його роль у наступній передачі сигналу для експресії генів ІФН стали основою для проведених досліджень. Похідні дифенілу, як і препарат аміксин, завдяки своїй структурі здатні ефективно впливати на мембрану та легко проникати крізь неї. Важливу роль у цих процесах відіграє поверхневий заряд клітини, який приймає участь у регуляції значної кількості процесів, серед яких взаємодія клітин між собою та з позаклітинним матриксом, поділ клітин та їх диференціювання. Зміна величини поверхневого заряду призводить до порушення функції клітин та розвитку патологій.

Дослідження ранніх змін електрофоретичної рухомості Т-лімфоцитів миші показали, що дифеніли впливають на величину ЕФР, а отже і на поверхневий заряд клітин, утримуючи досягнуті показники впродовж 4 год спостереження. Тобто, представлені сполуки мають здатність корегувати величину ЕФР клітин, а отже і поверхневий заряд, при патологічному процесі. Виявлено вплив досліджених сполук на зміну потенціалу плазматичної мембрани, що дозволяє стверджувати, що похідні дифенілу шляхом модуляції поверхневого заряду можуть регулювати різноманітні ланки активаційної програми інтерферонової відповіді клітин та розглядати їх ефекти як мембраноопосередковані. Отже, взаємодія сполук з поверхнею клітин призводить до модифікації молекулярної структури їх плазматичної мембрани.

Взаємодія похідних дифенілу з певними структурами на поверхні клітин та мембранами мітохондрій забезпечує ініціювання каскаду реакцій, наслідком яких і є виявлені антивірусні та інтерферон-індукуючі ефекти досліджених сполук. На підставі вивчення впливу похідних дифенілу на зміну мембранного потенціалу мітохондрій вперше зроблено висновок про зв’язок інтерферон-індукуючої дії сполук з активацією білка MAVS, який є ключовою ланкою класичного шляху інтерферонової відповіді, необхідного для розпізнавання вірусних РНК. Отже, похідні дифенілу опосередковують свої функції саме через мітохондріальний антивірусний сигнальний шлях, що в результаті призводить до індукції ІФН І типу.

Отримані результати дозволили позиціонувати похідні дифенілу як такі сполуки, що здатні забезпечувати антивірусний захист клітин не тільки за рахунок активації продукції інтерферону; пов’язати їх антивірусну, інтерфероніндукуючу активність та мембранотропні властивості.

Нетрадиційним способом впливу на процеси вірус-клітинної взаємодії стало застосування нанобіокомпозитів на основі інтерферону та наночастинок, які були синтезовані із застосуванням нових оригінальних, відтворюваних, екологічно чистих і масштабованих методів синтезу нанокристалічного діоксиду церію, а також твердих розчинів і нанокомпозитів на його основі, що базуються на використанні підходів «м'якої хімії» та не вимагають залучення дорогого устаткування і вихідних речовин.

З метою дослідження впливу розмірного фактора на фізико-хімічні характеристики та біологічну активність нанодисперного діоксиду церію були розроблені оригінальні синтетичні прийоми, що дозволяють отримувати нанопорошки CeO2 із заданим розміром частинок і характером їх агрегації в діапазоні 2-15 нм. Із застосуванням комплексу сучасних фізико-хімічних методів досліджено закономірності та основні фактори росту частинок діоксиду церію з водних середовищ, в тому числі в умовах швидкого осадження з водних і водно-спиртових розчинів солей Ce(III ) і ( IV), а також гомогенного гідролізу солей Ce(III ) і (IV). Вперше проведені систематичні порівняльні дослідження впливу параметрів гідротермального і гідротермально-мікрохвильового синтезу (pH середовища, температура, тривалість) на розміри і мікроморфологію наночастинок діоксиду церію. Створено принципово новий метод синтезу діоксиду церію, заснований на гомогенному гідролізі солей церію в умовах гідротермально-мікрохвильової обробки. Показано, що цей метод може бути використаний для отримання широкого кола нанодисперсних оксидів металів. Розроблено та апробовано метод отримання нанопорошків діоксиду церію, допованого іонами інших рідкоземельних елементів, заснований на гомогенному гідролізі солей відповідних металів в гідротермальних умовах.

Вперше встановлено, що ріст часток CeO2 в гідротермальних умовах і при високотемпературній обробці реалізується переважно за механізмом орієнтованого приєднання і подальшого зрощування кристалітів.

Розроблено способи синтезу водних колоїдних розчинів CeO2 стабілізованих солями лимонної та поліакрилової кислот, полісахаридами та ін., що забезпечує сталість їх характеристик протягом тривалого часу (до півроку і більше). Вперше показано, що наночастинки СеО2 справляють значну противірусну дію як за умови їх профілактичного – за 24 год. – так і лікувального – через 40 хв. після інфікування VSV – внесення до культури клітин. Показано, що в умовах експерименту відбувається зменшення, у порівнянні із контролем VSV, врожаю вірусу за профілактичної схеми – на 3,5 lg, за лікувальної – на 4,1 lg.

Запропоновано новий, оригінальний метод синтезу стабільних золів діоксиду церію без стабілізатора, які можуть бути стерилізовані автоклавуванням і не змінюють при цьому своїх фізико-хімічних характеристик і біологічної активності. Додаткова функціоналізація таких частинок різними біологічно-активними молекулами, наприклад, аденозинтрифосфатом чи інтерфероном дозволила отримати нанобіокомпозити, що відрізняються від складових значно вищою ефективністю. Застосування нанобіокомпозиту на основі інтерферону в модельній системі вірус – клітина показало його переваги: у порівняні із інтерфероном антивірусний захисний ефект досягався у стократ нижчих концентраціях.
Вперше експериментально продемонстрована можливість використання гадоліній-вмісних твердих розчинів на основі діоксиду церію як контрастучих агентів (в режимах Т1 і Т2) в магнітно-резонансній томографії. З використанням електрохімічних сенсорів на основі іммобілізованої берлінської блакиті вперше отримані прямі дані про антиоксидантні активності колоїдних розчинів Ce1-xGdXO2. Розроблено метод отримання та проведені комплексні фізико-хімічні дослідження водних золів композитів Ce1-xGdxO2/YVO4:Eu, перспективних для використання як мультимодальних контрастуючих агентів. Для вирішення завдання візуалізації місця розташування наночастинок Ce1 - xGdxO2 в живих організмах вперше запропонований оригінальний метод синтезу люмінесцентних наночастинок зазначеного складу, стабілізованих декстраном, модифікованим флюоресцеїн ізотіоціанатом (ФІТЦ-декстран). Продемонстровано нетоксичність даного матеріалу; показано (in vivo, на моделі Nothobranchius rachovii), що місце розташування частинок може бути локалізовано методом конфокальної мікроскопії.

Розроблено оригінальну установку для вимірювання фотокаталітичної активності нанодисперсних матеріалів, що забезпечує можливість роботи з мікрокількостями фотокаталізатора. Виконано комплексні дослідження фотокаталітичних і фотопротекторних властивостей нанокристалічного діоксиду церію та вперше у світі встановлено, що діоксиду церію в нанокристалічному стані притаманні яскраво виражені фотопротекторні властивості, що посилюються із зменшенням розмірів частинок CeO2. Встановлено, що УФ-протекторні властивості нанокристалічного діоксиду церію співпадають з характеристиками діоксиду титану та оксиду цинку – матеріалами, що традиційно використовуються для захисту від шкідливої дії УФ-опромінення на шкіру. Вперше у світі продемонстровано pH-залежне перемикання фото каталітичних/фотопротекторних властивостей діоксиду церію, що є перспективним для використання в фотодинамічної терапії. Отримані результати дозволяють позиціонувати нанокрісталічний діоксид церію як УФ-фільтр, а також компонент профілактичних і терапевтичних композицій для лікування сонячних опіків.
Враховуючи унікальні властивості нанокомпозитів на основі діоксину церію, які володіють вираженою антиоксидатною активністю, було досліджено їх комбінаторну дію in vitro та in vivo у поєднанні з протипухлинними препаратами доксорубіцином і цисплатином, які реалізують свою антинеопластичну активність шляхом інтеркаляції в структуру ДНК і продукції активних форм кисню (АФК) (Berndtsson et al, 2007; Minotti et al, 2004). Однак обидва ці препарати володіють вираженою кардіо- і нефротоксичністю, що суттєво обмежує їх застосування у лікуванні пухлин (Menna el al, 2012). Показано, що основною причиною цих побічних ефектів доксорубіцину та цисплатину є гідроксил-радикали, які утворюються за присутності заліза (ІІ) із супероксид-аніонів, продукція яких індукується даними препаратами (Cepeda et al. 2007: Minotti et al, 2004).

Робочою гіпотезою даної роботи було те, що вибіркове блокування АФК специфічними антиоксидантними чинниками повинно суттєво знизити токсичність цисплатину та доксорубіцину щодо нормальних клітин організму, не впливаючи при цьому на їх протипухлинну активність.
Для порівняння, як впливають досліджувані антиоксиданти на індукцію апоптозу у пухлинних клітинах з генетичними дефектами за дії доксорубіцину, нами було обрано клітини карциноми прямої викши людини лінії HCT-116 дикого типу (містять інтактні копії генів р53 та Вах) та її субліній HCT-116/Bax (-/-) та HCT-116/р53 (-/-), які є нокаутними по генах Bax і р53, відповідно. Нами показано, що новітні антиоксиданти, використані нами у даному циклі робіт, модулюють дію доксорубіцину на клітини карциноми прямої кишки людини лінії HCT-116, пригнічуючи його цитотоксичну активність на 20-30% залежно від концентрації. В той же час комбінована дія антиоксидантів в тих же концентраціях, що і в попередньому експерименті на вихідній лінії HCT-116, ніяк не захищала клітини субліній HCT-116/Bax (-/-) та HCT-116/р53 (-/-) від доксорубіцину, а навпаки, посилювала його дію. Отже, антиоксиданти захищають від токсичної дії доксорубіцину лише умовно нормальні клітини, тоді як комбінація цих сполук з доксорубіцином лише посилює його дію як пухлинні клітини з дефектами в структурі генів Вах та р53. Аналогічні результати були отримані на моделі лейкозу людини лінії HL-60 та її резистентної до ліків сублінії HL-60/vinc, яка характеризується надекспресією Р-глікопротеїну. Це вказує на цікавий феномен – цитопротекторну активність досліджуваних антиоксидантів щодо клітинних ліній, які чутливі до дії ліків, і зворотній ефект (посилення дії протипухлинних препаратів) цими сполуками на моделях злоякісних клітин, які резистентні до лікарських засобів. Такий унікальний дуалізм новітніх нанокомпозитів може мати надзвичайно важливе значення в клінічній практиці, оскільки їх застосування в складі схем хіміотерапії онкохворих дозволить знизити побічні ефекти дії протипухлинних препаратів на нормальні клітини організму, і посилити її щодо злоякісних клітин, резистентних до дії ліків.
 Для того, щоб підтвердити результати даного експерименту на молекулярному рівні, було досліджено продукцію супероксид-радикалів у клітинах аденокарциноми молочної залози лінії MCF-7 за дїі доксорубіцину та вищезгаданих антиоксидантів. Для цього було використано метод прямого визначення супероксид-аніонів із використанням специфічного барвника дигідроетидію (DHE) та флуоресцентної мікроскопії. В усіх випадках спостерігався виражений інгібіторний ефект антиоксидантів на рівень АФК у клітинах-мішенях.

Як відомо, АФК також задіяні в індукції та регуляції сигнальних шляхів апоптозу злоякісних клітин (Simon et al, 2000; Kaminskyy et al, 2013). Для того, щоб пересвідчитися, що інгібування продукції супероксид-аніонів доксорубіцином досліджуваними антиоксидантами також призводить до подальшого пригнічення процесів апоптозу, нами було проведено цитоморфологічні дослідження ультраструктури ядер клітин аденокарциноми молочної залози людини лінії MCF-7 за дії доксорубіцину і антиоксидантів. Показано, що доксорубіцин (1 мкМ) призводить до появи класичних ознак апоптозу – гіперконденсації ядерного хроматину, компактизації клітин, тоді як нанобіокомпозитів на основі діоксину церію практично повністю відновлює фенотип клітин MCF-7 до нормального стану. Отже, пригнічення продукції токсичних супероксид-аніонів досліджуваними антиоксидантами за дії доксорубіцину також призводить до зупинки апоптотичних процесів, індукованих цим антибіотиком.
Оскільки продукція АФК напряму пов’язана із рівнем прозапальних цитокінів у крові онкохворих за прогресії злоякісних пухлин (Zhang et al, 2013; Sung et al, 2000), логічним продовженням даної роботи було дослідження деяких цитокінів in vivo на моделях експериментальних пухлин у мишей за умов хіміотерапії доксорубіцином та досліджуваними аниоксидантами.
Нами було обрано лімфому NK/Ly, характерною особливістю якої є поява запального процесу та загальної інтоксикації тварин-пухлиноносіїв на термінальній стадії її розвитку (20-21 день після інокуляції). Як наслідок, погіршується функціональний стан тварини, відбувається втрата маси скелетних м’язів, печінки та селезінки, тоді як маса таких життєво важливих органів, як серце і мозок, залишається без суттєвих змін. 

Для того, щоб виявити, які саме прозапальні цитокіни можуть бути задіяні у розвитку кахексії при рості лімфоми NK/Ly, нами проведено зворотну полімеразну ланцюгову реакцію (RT-PCR) із використанням специфічних праймерів до 7-и цитокінів: IL-1α, IL-1β, TNF-α, TNF-β, IFN-γ, VEGF та IL-6. Встановлено, що у пухлинних клітинах має місце високий рівень експресії мРНК лише двох цитокінів – IL-6 та VEGF. Для підтвердження результатів аналізу RT-PCR рівня мРНК цитокінів нами проведено імуноензимне визначення вмісту IL-6 та IFN-γ васцитній рідині тварин-пухлиноносіїв на різних стадіях росту лімфоми NK/Ly та за умов хіміотерапії різними лікарськими засобами. IL-6 було обрано як цитокін, задіяний у патогенезі лімфоми NK/Ly, а IFN-γ було обрано для якісної оцінки статусу імунної системи тварин-пухлиноносіїв під час розвитку лімфоми. 

Нами показано, що концентрація IL-6 була низькою на ранніх стадіях розвитку асциту (1-й пасаж, 7-8 днів після інокуляції пухлини) становила 90 пг/мл і різко зростала до 570 пг/мл на термінальній стадії пухлинного росту (20-21 день після інокуляції асциту). Ці дані повністю узгоджуються з раніше отриманими результатами використання RT-PCR для визначення динаміки рівня мРНК IL-6 у пухлинних клітинах (коефіцієнт кореляції r=0,85).
На відміну від IL-6, вміст IFN-γ негативно корелює із тривалістю життя тварин-пухлиноносіїв, що опосередковано свідчить про погіршення стану їхньої імунної системи у процесі розвитку лімфоми NK/Ly. Якщо на початкових стадіях росту цієї пухлини спостерігається високий рівень IFN-γ (1000 пг/мл), то вже на 13-14-й день після інокуляції його концентрація в асциті зменшується у 30 разів (40 пг/мл), утримуючись на такому низькому рівні до загибелі тварини. 

Нами також було досліджено тривалість життя та рівень IL-6 та IFN-γ під час хіміотерапії мишей із лімфомою NK/Ly протипухлинними чинниками, які широко застосовуються в клініці – доксорубіцином, цисплатином, та новітніми нанобіокомпозитами на основі діоксину церію. Найбільш суттєво тривалість життя зростала у тварин, які отримували комбіновану схему хіміотерапії на основі протипухлинного препарату та нанобіокомпозиту з антиоксидантними властивостями. При цьому спостерігалося суттєве зниження рівня IL-6 на термінальній стадії росту лімфоми (107-175 пг/мл у порівняні з 570 пг/мл у тварин, що не проходили лікування). Рівень IFN-γ при лікуванні мишей-пухлиноносіїв новітньою схемою хіміотерапії теж демонстрував позитивну динаміку -  виявлено його зростання в 10 разів порівняно з контрольною групою (30 пг/мл) – до 320 пг/мл. 
Отримані результати вказують на значні перспективи застосування новітніх нанобіокомпозитів на основ діоксиду церію та протипухлинного препарату доксорубіцину у лікуванні експериментальних пухлин у мишей. При цьому вдалося не лише знизити рівень токсичних супероксид-аніонів, які є основною причиною побічних ефектів доксорубіцину, але й нормалізувати рівень протизапального цитокіну інтерферону-гамма із одночасним зниженням рівня прозапального цитокіну інтерлейкіну-6, який відіграє негативну роль у прогресії пухлин.

Таким чином, цикл робіт включає як розробку інноваційних методів отримання та застосування нових речовин з інтерфероногенною та противірусною дією, нанобіокомпозитів на основі наночастинок та біологічно активних сполук, так і високочутливих тестів для діагностики функціонального стану біооб’єктів, що дозволяє адекватно оцінювати ефективність їх дії.

Результати циклу мають значення для наступних масштабних доклінічних досліджень з метою розробки нових стратегій терапії пухлинних захворювань людини та впровадження вітчизняних нових перспективних та ефективних поліфункціональних наноматеріалів з інтерфероногенною та противірусною активністю.

