
Корисна модель належить до галузі медицини, а саме - онкології, і може використовуватись для 
пригнічення метастазування через суттєве підвищення чутливості пухлинних клітин до аноїкису. 

Відомо, що метастазування є критичною проблемою у прогресуванні раку [1]. Природним бар'єром 
для поширення пухлинних клітин є аноїкис - запрограмована загибель клітин, викликана їх 
від'єднанням від позаклітинного матриксу, що дозволяє уникнути колонізації віддалених органів [2]. 
Для виживання у вільній циркуляції та поширення в організмі після відокремлення від позаклітинного 
матриксу пухлинні клітини повинні мати стійкість до аноїкису. Механізми, залучені до модифікації 
стійкості до аноїкису, до кінця не вивчені і в даний час не існує лікарських засобів, націлених на 
підвищення чутливості пухлинних клітин до аноїкису. Злоякісно трансформовані клітини розвивають 
стійкість до аноїкису через декілька відомих механізмів [2]. Визначено ключову роль енергетичних 
метаболічних шляхів в підвищенні стійкості пухлинних клітин до аноїкису [3], а саме - перемикання 
енергетичного метаболізму з окисного фосфорилювання на аеробний гліколіз [4]. 

Лактатдегідрогеназа (ЛДГ) належить до основного ферменту, що регулює швидкість кінцевого 
етапу гліколізу - продукцію лактату [5, 6]. Кисле середовище, в результаті продукції лактату, має 
важливе значення у надбанні клітинами стійкості до аноїкису та метастатичного фенотипу [2]. 
Оскільки експресія ЛДГ підвищується в злоякісних пухлинах людини та асоціюється з агресивністю 
пухлинних клітин, вона є сприятливою мішенню для пригнічення гліколізу. Нормалізація метаболізму 
глюкози в пухлинних клітинах відновлює їхню сприйнятливість до аноїкису та погіршує метастатичний 
потенціал [7], що окреслює терапевтичні перспективи інгібіторів ЛДГ. Описано кілька інгібіторів ЛДГ, у 
тому числі оксамат натрію - натрієва сіль оксамової кислоти, який має здатність ефективно зупиняти 
виробництво лактату шляхом інгібування перетворення пірувату в лактат [8], хоча їхня ефективність у 
монозастосуванні скромна [9, 10]. 

З іншого боку, окисне фосфорилювання часто активується в метастатичних, циркулюючих 
пухлинних клітинах, порівняно з первинними пухлинними клітинами [11]. Повна блокада окисного 
фосфорилювання пригнічує метастазування, але дисфункціональне окисне фосфорилювання, яке 
притаманне пухлинним клітинам, посилює метастатичну поведінку пухлинних клітин, незважаючи на 
порушене дихання та вироблення енергії [12]. З урахуванням цих фактів як перспективні 
антиметастатичні засоби розглядають інгібітори окисного фосфорилювання, до яких належить 
метформін через здатність інгібувати комплекс дихального ланцюга НАДН-убіхінон-оксидоредуктазу 
(комплекс І електронтранспортного ланцюга мітохондрій) [13]. Метформін - лікарський засіб класу 
бігуанідів і застосовується для лікування цукрового діабету 2-го типу [14]. 

Найближчим аналогом заявленого способу є спосіб отримання цитотоксичного/цитостатичного 
ефекту комбінації метформіну та оксамату на клітини лінії тричі негативного раку молочної залози 
(РМЗ) в умовах адгезивного росту in vitro, який є моделлю первинної пухлини [15]. Комбінація 37,5 мМ 
оксамової кислоти та 4 мМ метформіну, спричиняла цитотоксичний/цитостатичний ефект на клітини 
РМЗ, збільшуючи апоптоз, та загибель 78 % клітин. 

Позитивним у найближчого аналога є те, що для отримання високого 
цитотоксичного/цитостатичного ефекту, в адгезивних умовах інкубації клітин РМЗ, які є моделлю 
злоякісного росту, використано комбінацію відомих препаратів метформіну та оксамату. 

Недоліком способу є отримання ефектів комбінації метформіну та оксамату тільки на виживання 
клітин РМЗ в адгезивных умовах росту культури. Визначення впливу цієї комбінації на 
метастазування, зокрема, на сенсибілізацію до аноїкису, не проводилося. До того ж, недоліком 
відомого способу є використання високих дозувань оксамової кислоти - 37,5 мМ. Високі дози 
блокаторів ЛДГ мають виражені побічні ефекти, такі як м'язова слабкість, швидка стомлюваність, 
загальна депресія та міоглобінурія [16], що значно обмежує їх терапевтичні перспективи. 

В основу заявленої корисної моделі поставлено задачу розробити спосіб підвищення чутливості 
вільно циркулюючих пухлинних клітин до аноїкису шляхом застосування комбінації метформіну та 
оксамату в безпечних для нормальних клітин концентраціях. 

Технічний результат заявленої корисної моделі полягає в тому, що використовують класичну 
модель раку легені у мишей, відому високою здатністю до метастазування в легені - карциному легені 
Льюїс (Lewis Lung Carcinoma, LLC) - клітинну лінію, що походить від спонтанної карциноми легені у 
мишей лінії C57BL/6 і за морфологічними ознаками являє собою недрібноклітинний рак легені. На цій 
моделі разом із зменшенням виживаності пухлинних клітин в умовах адгезивного росту культури, 
встановленим способом отримують зменшення десимінації пухлинних клітин в умовах деадгезивного 
росту культури, що є моделлю циркулюючих пухлинних клітин, оскільки доведено, що застосування 
комбінації метформіну та оксамату у слаботоксичних дозах приводило до підвищення чутливості 
клітин LLC до аноїкису. 

Поставлена задача вирішується тим, що у способі підвищення чутливості клітин 
недрібноклітинного раку легені до аноїкису, який включає отримання цитотоксичного/цитостатичного 
ефекту комбінації метформіну та оксамату на пухлинні клітини в умовах адгезивного росту in vitro, як 
моделі первинної пухлини, згідно з корисною моделлю, попередньо в умовах адгезивного росту in vitro 
недрібноклітинного раку легені застосовують комбінацію метформіну та оксамату у слаботоксичних 



концентраціях 3,0 і 5,0 мМ, відповідно, які є вдвічі нижчими від концентрації ІС50, та в подальшому при 
переведенні пухлинних клітин до деадгезивних умов культивування, як моделі циркулюючих клітин, 
отримують збільшення апоптозу та кількості мертвих клітин, порівняно з контролем.  

Для оцінки цитотоксичної/цитостатичної дії комбінації метформіну з оксаматом in vitro в умовах 

адгезивного росту культури клітини LLC, розсаджували у чашки діаметром 60 мм (1,0106 
клітин/чашку) у 5-х повторах та інкубували протягом 18 годин за стандартних умов. Після 
передінкубації до клітин додавали середовище, яке містило метформін та оксамат (Sigma-Aldrich, 
США) у концентрації 3,0 і 5,0 мМ, відповідно. Після додавання середовища клітини інкубували 
протягом 48 годин. Контролем слугували клітини LLC, які інкубували за тих же умов з додаванням 
свіжого поживного середовища без метформіну і оксамату. Через 48 годин інкубації кількість живих та 
мертвих клітин оцінювали за допомогою кристалічного фіолетового (Sigma-Aldrich, США) на фотометрі 
Stat Fax 2100 (Awareness Technology, США) при довжині хвилі 595 нм. 

Використовувані дози метформіну (3,0 мМ) та оксамату (5,0 мМ), згідно з [17], були в 2,3 і 3,5 разу 
меншими, відповідно, ніж ІС50 і були нетоксичними для клітин. ІС50 як для оксамату, так і для 
метформіну (в монорежимі їх використання) визначали як показник кількості живих пухлинних клітин 
залежно від концентрації фармакологічного агенту (або метформіну, або оксамату, відповідно), який 
аналізували за допомогою наступної експоненціальної моделі (Формула 1): 

N=NR+NSexp(-C/α),  
де N - кількість живих клітин (у % від контролю); 
NR - кількість пухлинних клітин резистентних до дії метформіну або оксамату; 
NS - кількість пухлинних клітин, чутливих до дії метформіну або оксамату; 
С - концентрації метформіну або оксамату; 
α - індекс чутливості пухлинних клітин до цитотоксичної дії або метформіну, або оксамату. 
Параметри моделі визначали за найкращою відповідністю належним даним за допомогою 

нелінійного регресійного аналізу. 
Після застосування комбінації метформіну з оксаматом в умовах адгезивного росту культури, 

кількість клітин LLC, що вижили, не перевищувала 7 %, порівняно з контролем (фіг. 1). Таким чином 
отримано цитотоксичний /цитостатичний ефект комбінації метформіну та оксамату в малих дозах (3,0 
і 5,0 мМ, відповідно) на клітини LLC, що ростуть в адгезивних умовах культивування. 

Для оцінки чутливості клітин до аноїкису проводили попередню 2-х добову інкубацію клітин LLC в 

умовах адгезивного росту у чашках діаметром 60 mm (1,0106 клітин/чашку), у 5-х повторах в 
середовищі, яке містило метформін та оксамат у концентрації 3,0 і 5,0 мМ, відповідно. Далі відмивали 
клітини LLC від інгібіторів та пересаджували їх в умови деадгезивного росту у чашки, покриті polyHema 
(моделювання циркулюючих клітин) тільки в поживному середовищі. Контрольними були деадгезивні 
клітини, які не піддавалися попередньому впливу інгібіторів. Через 72 години деадгезивного росту 
визначали показники, що характеризують сенсибілізацію клітин LLC до аноїкису, такі як виживання та 
рівень апоптозу. Кількість (N) живих клітин (у % від контролю), як функцію концентрації оксамату (С) 
аналізували за допомогою експоненціальної моделі (Формула 1). 

Попередня інкубація клітин LLC з метформіном та оксаматом в умовах адгезивного росту суттєво 
підвищувала чутливість клітин до аноїкису при переведенні їх до деадгезивних умов культивування. 
Так, через три доби деадгезивного росту виживання клітин LLC було зменшено на 61 % (фіг. 2), 
кількість мертвих клітин збільшилась на 48 %, порівняно з контролем (фіг. 3), апоптоз, відносно до 
контролю, було збільшено у 3,7 рази (фіг. 4). 

Застосування комбінації метформіну з оксаматом в безпечних дозах істотно підвищило чутливість 
клітин LLC до аноїкису. Технічний результат корисної моделі досягнуто. 

Фіг. 1. Виживання клітин LLC після інкубації з комбінацією оксамату та метформіну через 48 годин 
в умовах адгезивного росту in vitro.  

Примітки: n=5, * - різниця статистично достовірна (р<0,05), порівняно з контролем. 
Фіг. 2. Виживання клітин LLC після інкубації з комбінацією оксамату та метформіну через 72 години 

в умовах деадгезивного росту in vitro.  
Примітки: n=5, * - різниця статистично достовірна (р<0,05), порівняно з контролем. 
Фіг. 3. Кількість загиблих клітин (відсоток від загальної кількості клітин) після інкубації з 

комбінацією оксамату та метформіну через 72 години в умовах деадгезивного росту in vitro. 
Примітки: n=5, * - різниця статистично достовірна (р<0,05), порівняно з контролем. 
Фіг. 4. Відсоток апоптичних клітин (від загальної кількості клітин) після інкубації з комбінацією 

оксамату та метформіну через 72 години в умовах деадгезивного росту in vitro. 
Примітки: n=5, * - різниця статистично достовірна (р<0,05), порівняно з контролем. 
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