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Робота є фрагментом наукових розробок Доне-
цького національного медичного університету ім. 
М. Горького за темою «Розробити методи первинно-
відновної хірургії, комбінованого та комплексного 
лікування злоякісних пухлин основних локалізацій» 
(№ державної реєстрації 0109U008703).

Вступ. Протягом останніх 50 років в якості пре-
паратів вибору для схем лікування різних видів раку, 
зокрема раку шлунка, застосовують фторпіримідини. 
Перший з представників цієї групи  – 5-фторурацил 
(5-ФУ), який був впроваджений в клінічну практику у 
1957 році, досі посідає місце серед найбільш ужива-
них хіміопрепаратів [10,11]. За своєю хімічною при-
родою 5-ФУ є аналогом природних піримідинових 
основ, тому його біотрансформація в клітинах здій-
снюється за рахунок каталітичної активності ключо-
вих ферментів обміну цих попередників нуклеотидів. 

Метаболізм 5-ФУ протікає за двома напрямками: 
за шляхом активації і деградації. Ключовим фермен-
том активації 5-ФУ є тимідинфосфорилаза (ТФ), яка 
каталізує перший етап біотрансформації препарату, 
а саме  – приєнання пентозофосфату до молекули 
5-ФУ з утворенням нуклеозиду [4,13]. 

Шлях деградації 5-ФУ починається з його пере-
творення на 5-фтордигідроурацил під дією дігідро-
піримидиндегідрогенази (ДПД)  – ферменту, який 
лімітує швидкість катаболізму препарату [3]. Було 
показано, що високий рівень ТФ, низький рівень 
ДПД в пухлині – хороші прогностичні показники від-
повіді на терапію 5-ФУ [7].

Оскільки 5-ФУ є антиметаболітом, і здатний при-
гнічувати синтез клітинних білків, логічним уявля-
ється припущення, що його дія може призводити 
до супресії білків власного обміну. Явище зниження 
експресії ТФ як в пухлині, так і в суміжній тканині па-
цієнтів з раком прямої кишки відмічалося після хіміо-
терапії капецитабіном – аналогом 5-ФУ, в той же час 
при радіотерапії експресія ферменту підвищувалась 
[5]. Японські вчені Honda зі співавторами [8] також 
виявили у своїх дослідженнях явище зниження ак-
тивності пуриннуклеозидфосфорилаз, які відігра-
ють важливу роль в активації 5-ФУ [15], у тканинах 
кишечника після терапії фторпіримідинами. У наших 
дослідженнях [1,12] було встановлено, що при на-
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вантаженні тканин великою дозою 5-ФУ активність 
ТФ поступово знижується.

При внутрішньоартеріальному введенні 5-ФУ 
потрапляє в тканини органу, ураженого злоякісним 
новоутворенням, в високих концентраціях, таких, 
що на 2-3 порядки перевищують концентрацію пре-
парату при внутрішньовенному введенні [2]. Тому 
вивчення змін метаболізму тканин саме при тако-
му способі введення дозволяє помітити ті ефекти, 
які б не проявлялися при інших варіантах введення. 
Метою даного дослідження була оцінка впливу ви-
сокої дози 5-ФУ на активність двох ключових фер-
ментів його обміну – ТФ і ДПД при внутрішньоарте-
ріальному введенні препарату.

Об’єкт і методи дослідження. Активність клю-
чових ферментів обміну 5-ФУ визначали в зразках 
пухлинної та суміжної тканини, видалених під час 
гастректомії у пацієнтів з АКШ. Забір тканин прово-
дили у 33 пацієнтів через 2-60 хвилин після болюс-
ної ін’єкції 5-ФУ у дозі 250 мг у шлунково-сальникову 
артерію, 10 пацієнтів (група контролю) не отриму-
вали 5-ФУ. Дослідження було схвалене Комітетом 
з етики при Донецькому національному медичному 
університеті ім. М. Горького.

Активність ДПД в гомогенатах тканин визначали 
за методом [6], заснованому на зміні оптичної щіль-
ності реакційної суміші при 260 нм через накопичення 
продукту ДПД урацилу після додавання гомогенату 
досліджуваних тканин. Реакційна суміш складала-
ся з фосфатного буферу (рН=7,4), меркаптоетано-
лу (1  ммоль/л), 5,6-дигідроурацилу (25 мкмоль/л), 
НАДФ+ (750 мкмоль/л), MgCl

2 
(2,5 ммоль/л). Зміну 

оптичної щільності суміші при додаванні гомогенату 
проводили на УФ-спектрометрі «Спекорд-200».

Активність ТФ в тканинах пацієнтів визначали за 
методом [15] при інкубації гомогенатів тканин з тим-
ідином за накопиченням продукту його фосфоролі-
зу – тиміну. Реакційна суміш складалася з фосфатно-
го буферу (рН=7,4) та тимідину (2 ммоль/л). Реакцію 
починали додаванням гомогенату. Суміш розділяли 
на 2 пробірки по 1 мл. В одну з пробірок відразу після 
внесення гомогенату додавали 0,5 мл ацетонітрилу, 
що призводило до денатурації білків і зупинки реак-
ції. Вміст іншої пробірки інкубували протягом 45 хви-
лин при 37⁰С і аналогічним чином зупиняли реакцію. 
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Денатурований білок видаляли центрифугуванням 
при 12000 g протягом 15 хвилин, потім екстрагува-
ли ацетонітрил хлороформом. Концентрацію тиміну 
визначали методом ВЕРХ на хроматографі Konikrom 
Plus, Konik Group (Іспанія) з PDA-детектором і колон-
кою YMC TriartC18 (250x4,6 мм, YMC Europe GmbH, 
Germany) в зворотньофазовому режимі. В якості ру-
хомої фази використовували розчин амонію хлори-
ду з ацетонітрилом. Активність обох ферментів ви-
ражали в U/мг білка (де U=нмоль/хв), концентрацію 
білка в гомогенаті визначали за методом Лоурі. Об-
робку отриманих даних проводили в статистичному 
пакеті «Statistica 6.0».

Результати досліджень та їх обговорення
Дані щодо активності ТФ і ДПД в зразках тканин 

з контрольної групи і у тканинах, видалених через 
2-20, 21-40 і 41-63 хвилини після внутрішньоартері-
ального введення 5-ФУ представлені на рис.

Як видно з рисунка, у всіх досліджуваних групах 
для обох ферментів була характерною широка між-
індивідуальна варіабельність показників активності. 
Коефіцієнт варіації активності ТФ складав від 47 до 
111%, ДПД – від 30 до 52%. Навіть на тлі такого роз-
киду даних, їх оцінка за критеріями непараметрич-
ної статистики дозволила виявити достовірні від-
мінності між певними групами. Через 41-60 хвилин 
після введення 5-ФУ середня активність ТФ була до-
стовірно (при р<0,05 за критерієм Мана-Уїтні), в 3,5 
рази нижче за таку в контрольній групі і в пухлинній, 
і в суміжній тканинах. Таким чином підтверджується 
виявлений нами раніше [1,12] супресорний вплив 
великих доз 5-ФУ на ТФ. 

Активність ТФ в суміжній слизовій шлунка була 
достовірно (при р<0,05 за критерієм Мана-Уїтні) 
нижча за таку в пухлині і в групі контролю, і у всіх до-
слідних групах. Факт гіперекспресії ТФ в солідних 
пухлинах, у тому числі в АКШ, в порівнянні із нема-
лігнізованими суміжними тканинами був підтвер-
джений іншими дослідженнями [4].

У протилежність такому впливу 5-ФУ на ТФ, для 
ДПД не було характерною зміна активності при 
введенні цього цитостатика. Так, не було виявлено 
статистично значимих відмінностей між активністю 
ДПД в групі контролю і в усіх дослідних групах, роз-
ділених за часом після введення препарату. Рівень 
цього ферменту, на відміну від ТФ, також достовірно 
не відрізнявся у пухлині та суміжній слизовій шлунку.

Отримані дані свідчать про різний характер впли-
ву високих доз цитостатика на активність основних 
ферментів його обміну. Значне падіння активності 
ТФ за відносно короткий період – 40-60 хвилин після 
навантаження тканин високою дозою 5-ФУ можна 
пояснити відомим впливом 5-ФУ на біосинтетичні 
процеси в клітині. Цей вплив гіпотетично може про-
являтися пригніченням експресії гену ТФ, і – відповід-
но, поступовим зменшенням активності ферменту. 
Проте такого «швидкого» ефекту 5-ФУ на активність 
ДПД не виявлено. Вірогідно, що вплив 5-ФУ на син-
тез ДПД проявляється повільніше, ніж у випадку з ТФ, 
тому в цьому дослідженні в рамках періоду спостере-
ження в 1 годину його не було виявлено. Раніше нами 
було показано [2], що після внутрішньоартеріального 
болюсного введення 5-ФУ концентрація препарату 
в пухлині знижується експоненційно, тобто з часом 
після введення швидкість утилізації препарату в тка-
нинах шлунка падає. Цей факт, як випливає з наве-
дених вище результатів, вірогідно, пов’язаний саме 
із зниженням активності ТФ, що свідчить на користь 
переважної участі ТФ, а не ДПД, в процесі біотранс-
формації 5-ФУ в тканинах шлунка.

Оскільки ТФ є одним з ферментів активації 5-ФУ, 
то зменшення її активності призводитиме до упо-
вільнення процесу перетворення 5-ФУ на активні 
метаболіти. З іншого боку, ТФ є негативним фак-
тором розвитку карцином різної локалізації, ви-
сокий рівень цього ферменту в пухлині асоційова-
ний з  поганим прогнозом і зниженням загальної  
виживаності, експресія ТФ позитивно корелює  

 
 

Рис. Активність тимідинфосфорилази (А) і дигідропіримідиндегідрогенази (В) у тканинах пацієнтів  
через різні проміжки часу після введення 5-фторурацилу і без введення препарату (група контролю)
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з щільністю мікросудин, розміром пухлини, стадією 
раку і наявністю метастазів [4,9]. Тому інгібування 
цього ферменту є метою багатьох видів протипух-
линної терапії, і, відповідно, показаний нами факт 
зниження активності ферменту під впливом високих 
доз 5-ФУ є одним з «корисних» ефектів цього пре-
парату.

Варто також зазначити, що активність ДПД в 
нормальних тканинах, детермінує токсичність 5-ФУ, 
адже цей фермент забезпечує знешкодження фтор-
піримідинів [3]. Тому при внутрішньоартеріальному 
введенні пригнічення активності ТФ на тлі відсут-
ності супресорного впливу високих доз 5-ФУ на 
активність ДПД в суміжній тканині також є бажаним 
ефектом, асоційованим з меншим цитотоксичним 
впливом препарату на нормальні клітини.

Висновки
Встановлено, що при внутрішньоартеріальному 

введенні пацієнтам з аденокарциномою шлунка ви-
соких доз 5-фторурацилу відбувається достовірне 
зниження активності ферменту активації препара-
ту – тимідинфосфорилази вже через 40 хвилин після 
введення, при цьому суттєвих змін в активності фер-
менту деградації 5-ФУ  – дегідропіримідиндегідро-
генази не відмічається.

Перспективи подальших досліджень
Доцільним є вивчення рівня експресії ТФ в тка-

нинах шлунку при внутрішньоартеріальному введен-
ні різних доз фторпіримідинів, а також проведення 
аналогічного дослідження на більш віддалених стро-
ках після внутрішньоартеріального введення 5-ФУ.
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УДК 615.015.43
ПОРІВНЯЛЬНИЙ АНАЛІЗ АКТИВНОСТІ КЛЮЧОВИХ ФЕРМЕНТІВ ОБМІНУ 5-ФТОРУРЦИЛУ В ТКА-

НИНАХ ШЛУНКА ПРИ ВНУТРІШНЬОАРТЕРІАЛЬНОМУ ВВЕДЕННІ ПРЕПАРАТУ
Сташкевич М. А., Зябліцев С. В., Гайова Л. В., Сидюк А. В.
Резюме. Ключовими ферментами метаболізму 5-фторурацилу (5-ФУ) є тимідинфосфорилаза (ТФ), яка 

реалізує перший етап його активації, і дигідропіримідиндегідрогеназа (ДПД), що забезпечує його деградацію. 
Метою цього дослідження була оцінка впливу високих доз 5-ФУ при його внутрішньоартеріальному введенні 
на активність ферментів власного обміну – ТФ і ДПД. Активність ферментів визначали в гомогенатах пухлинної 
та суміжної слизової тканини, видалених під час гастректомії у пацієнтів з аденокарциномою шлунка, серед 
них – 33 пацієнта отримували 5-ФУ у вигляді внутрішньоартеріальної ін’єкції, через 2-60 хвилин, після чого 
тканини видаляли. Контрольна група (10 пацієнтів) не отримувала 5-ФУ. Активність ДПД визначали спекторо-
фотометрично, ТФ – методом ВЕРХ. Отримані результати показали, що активність ТФ поступово знижується з 
часом після введення 5-ФУ. Середня активність цього ферменту в групі контролю була в 3,5 рази вище за таку 
у пацієнтів, яким видаляли тканини через 41-60 хвилин після введення препарату (відмінності достовірні при 
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р<0,05) в обох тканинах. Активність ДПД не відрізнялася між контрольною та дослідною групами пацієнтів і не 
залежала від часу після введення. Таким чином, високі дози 5-ФУ сприяють зниженню активності ферменту 
його активації ТФ і не впливають на рівень ферменту деградації – ДПД в тканинах шлунка.

Ключові слова: 5-фторурацил, тимідинфосфорилаза, дигідропіримідиндегідрогеназа, аденокарцино-
ма, внутрішньоартеріальне введення
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ АКТИВНОСТИ КЛЮЧЕВЫХ ФЕРМЕНТОВ ОБМЕНА 5-ФТОРУРАЦИЛА В 

ТКАНЯХ ЖЕЛУДКА ПРИ ВНУТРИАРТЕРИАЛЬНОМ ВВЕДЕНИИ ПРЕПАРАТА
Сташкевич М. А., Зяблицев С. В., Гаевая Л. В., Сидюк А. В.
Резюме. Ключевыми ферментами метаболизма 5-фторурацила (5-ФУ) являются тимидинфосфорилаза 

(ТФ), которая реализует первый этап его активации, и дигидропиримидиндегидрогеназа (ДПД), которая 
обеспечивает его деградацию. Целью настоящего исследования была оценка влияния высоких доз 5-ФУ 
при его внутриартериальном введении на активность ферментов собственного обмена – ТФ и ДПД. Актив-
ность ферментов определяли в гомогенатах опухоли и смежной слизистой, иссеченных при гастректомии у 
пациентов с аденокарциномой желудка, среди них – 33 пациента получали 5-ФУ в виде внутриартериальной 
инъекции, через 2-60 минут после которой ткани иссекали. Контрольная группа (10 пациентов) не получала 
5-ФУ. Активность ДПД определяли спекторофотометрически, ТФ – методом ВЭЖХ. Полученные результаты 
показали, что активность ТФ постепенно снижается со временем после введения 5-ФУ. Средняя активность 
этого фермента в группе контроля была в 3,5 раз выше таковой у пациентов, которым иссекали ткани через 
41-60 минут после введения препарата (различия достоверны при р<0,05) в обеих тканях. Активность ДПД 
не отличалась в контрольной и опытной группах пациентов и не зависела от времени после введения. Таким 
образом, высокие дозы 5-ФУ способствуют снижению активности фермента его активации – ТФ и не влия-
ют на уровень фермента деградации – ДПД в тканях желудка.

Ключевые слова: 5-фторурацил, тимидинфосфорилаза, дигидропиримидиндегидрогеназа, аденокар-
цинома, внутриартериальное введение
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COMPARATIVE ANALYSIS OF 5-FLUOROURACIL METABOLIC ENZYMES ACTIVITY IN GASTIC TISSUES 

UPON INTRAARTERIAL ADMINISTRATION OF THE DRUG
Stashkevych M., Zyablitsev S., Gayova L., Sidyuk A.
Abstract. The biotransformation of the widely used cytostatic 5-fluorouracil (5-FU) is realized by enzymes of 

pyrimidine metabolism. Thymidine phosphorylase (TP) catalyzes the first step of 5-FU active metabolites formation 
whereas dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD) promotes degradation of 5-FU. These enzymes are known to be 
associated with clinical efficacy and toxicity of fluoropyrimidines. Previously the suppresive effect of fluoropyrimi-
dines on enzymes of nucleotide metabolism including TP was shown, so we suggested that 5-FU may also influence 
the level of it`s own metabolic enzymes. In our recent studies we have demonstrated that upon the administration to 
the gastroepiploic artery 5-FU is accumulated in gastric tissue in high concentrations. High drug load of the tissues 
allows to find out it’s metabolic effects which may be undetectable upon other types of administration. The aim of 
the present study was the comparison of 5-FU influence on the activity of TP and DPD in tumor and normal gastric 
mucosa upon intraarterial administration.

Methods. Activities of TP and DPD were determined in the homogenates of gastric tumor tissue and normal ad-
jacent mucosa obtained from 43 patients with gastric adenocarcinoma. Test group (33 patients) received 250 mg of 
5-FU in the form of intrarterial injection during gastrectomy. Tissues were excised in 2-60 minutes after 5-FU dose. 
Control group (10 patients) had not received 5-FU before surgery. DPD activity was determined using spectropho-
tometric method based on the increase of the absorbance at 260 nm after incubation of tissue homogenates with 
5,6-dihydrouracil and NADP+ due to the accumulation of uracil. TP activity was measured using HPLC by accumula-
tion of it’s product thymine after the incubation of homogenates with thymidine.

Results. Test group was divided into subgroups “2-20 min”, “21-40 min” and “41-60 min” according to the time 
after 5-FU administration. With the course of time after 5-FU injection the linear decreasing of TP activity was ob-
served. Mean TP activity in group “41-60 min” was up to 3.5 times lower than one in control group in both tissues 
(differences are significant at p<0.05). Mean TP activity in adjacent mucosa was 2.5 times lower than one in tumor 
tissue (differences are significant at p<0.05). For DPD there were no differences between control and all time-
divided groups found. As distinct from TP the activity of DPD was not higher in tumor comparing to normal mucosa. 
For both enzymes high interindividual variability was characteristic: variation coefficient for TP activity in different 
groups ranged from 47 to 111%, for DPD – from 30 to 52%. In our previous study it was shown that velocity of 5-FU 
utilization in the examined tissues decreases with the time after administration. These results seemed to be associ-
ated with the suppression of TP activity but not DPD shown in the present study.

Conclusion. The obtained data testify that the action of high dose of 5-FU upon intraarterial administration leads 
to the suppression of TP activity both in tumor and adjacent tissues. Meanwhile loading gastric tissues with 5-FU 
does not affect the activity of it’s catabolic enzyme – DPD. 

Keywords: 5-fluorouracil, thymidine phosphorylase, dihydropyrimidine dehydrogenase, adenocarcinoma, 
intraarterial administration.
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