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ТЕРНОПІЛЬСЬКИЙ НАЦІОНАЛЬНИЙ МЕДИЧНИЙ УНІВЕРСИТЕТ  
ІМЕНІ І. Я. ГОРБАЧЕВСЬКОГО МОЗ УКРАЇНИ

СТАН ГЛУТАТІОНОВОЇ СИСТЕМИ У ТИМУСІ БІЛИХ ЩУРІВ 
ПРИ ІНДУКЦІЇ КОЛОРЕКТАЛЬНОГО КАНЦЕРОГЕНЕЗУ

Вступ. Колоректальний рак (КРР) залишається однією з найбільш агресивних форм неоплазій, що 
характеризується не лише локальною деструкцією тканин кишківника, а й вираженими системними 
метаболічними порушеннями. Прогресування КРР супроводжується зростанням рівня маркерів пере-
кисного окиснення ліпідів та виснаженням пулу ендогенних тіолів у віддалених від пухлини органах. Осо-
бливе занепокоєння викликає стан імунокомпетентних органів, зокрема тимуса, який є центральною 
ланкою Т-клітинного імуногенезу.

Мета дослідження – дослідити стан глутатіонової системи в тимусі білих щурів у динаміці роз-
витку експериментального колоректального канцерогенезу.

Методи дослідження. Дослідження виконано на 98 білих безпородних щурах-самцях.
Тварин було розподілено на групи: І – інтактні тварини; ІІ – тварини, яким індукували колоректаль-

ний рак шляхом ін’єкції N,N-диметилгідразину гідрохлориду. Тривалість індукування становила 210 днів. 
Тварин виводили з експерименту кожні 30 днів з метою прослідковування динаміки змін (7 етапів дослі-
дження). Вміст ВГ у гомогенаті тимуса визначали спектрофотометрично з довжиною хвилі 412 нм 
за інтенсивністю забарвлення тіонітрофенільного аніону, що утворюється під час взаємодії вільних 
SH-груп із реактивом Елмана.

Активність ГП у гомогенаті тимуса визначали спектрофотометрично з довжиною хвилі 340 нм за 
швидкістю окиснення ВГ у присутності пероксиду водню та азиду натрію. Активність ГР у гомогенаті 
тимуса визначали спектрофотометрично з довжиною хвилі 340 нм за швидкістю зниження концен-
трації НАДФ·Н, що витрачається на відновлення окисненого глутатіону. Статистичне оброблення 
отриманих результатів здійснювали із застосуванням двовибіркового незалежного двостороннього 
t-критерію Стьюдента та за допомогою однофакторного дисперсійного аналізу (ANOVA) з пост-хок 
тестом Тьюкі.

Результати й обговорення. У гомогенаті тимуса інтактних щурів установлено поступове зни-
ження активності ВГ, ГП та ГР, яке переважно не досягало статистичної значущості між послідовними 
термінами, але виявляло достовірне зменшення відносно вихідного рівня на пізніх етапах експеримен-
ту. За умов N,N-диметилгідразин-індукованого канцерогенезу спостерігали ранні адаптаційні коливан-
ня активності компонентів глутатіонової системи з подальшим прогресивним її пригніченням у порів-
нянні з інтактними показниками, що на 210-ту добу сягало 30,38 % для ВГ, 30,27 % для ГП та 28,54 % 
для ГР.

Висновки. Розвиток N,N-диметилгідразин-індукованого неопластичного процесу супроводжуєть-
ся фазовими змінами глутатіонової системи в тимусі білих щурів: на ранніх етапах спостерігається 
незначне підвищення рівня ВГ та активності ГП і ГР, що має компенсаторний характер, тоді як на 
пізніших етапах відбувається їх суттєве пригнічення, що свідчить про виснаження антиоксидантного 
потенціалу органа.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: відновлений глутатіон; глутатіонпероксидаза; глутатіонредуктаза; тимус; 
N,N-диметилгідразин гідрохлорид.

ВСТУП. Колоректальний рак (КРР) зали-
шається однією з найбільш агресивних 
форм неоплазій, що характеризується не 
лише локальною деструкцією тканин киш-
ківника, а й вираженими системними мета-
болічними порушеннями [1; 2]. Провідним 

механізмом системної патології за канце-
рогенезу є розвиток хронічного оксидатив-
ного стресу, зумовленого дисбалансом між 
гіперпродукцією активних форм кисню (АФК) 
та спроможністю антиоксидантного захисту 
[3]. Сучасні дослідження підтверджують, 
що прогресування КРР супроводжується 
зростанням рівня маркерів перекисного 
окиснення ліпідів та виснаженням пулу 
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ендогенних тіолів у віддалених від пухлини 
органах [4; 5].

Особливе занепокоєння викликає стан 
імунокомпетентних органів, зокрема тимуса, 
який є центральною ланкою Т-клітинного 
імуногенезу. Тимоцити характеризуються 
високою інтенсивністю метаболізму та під-
вищеною чутливістю до вільнорадикального 
пошкодження [6]. Тривалий вплив хронічних 
запальних процесів призводить до пору-
шення редокс-статусу тимуса, що ініціює 
процеси акцидентальної інволюції, апоптозу 
лімфоїдних клітин та, як наслідок, форму-
вання глибокого імунодефіцитного стану [7].

Головним ешелоном захисту клітин 
від пероксидної деструкції є глутатіонова 
система. Її ефективність визначається ско-
ординованою роботою трьох компонентів: 
відновленого глутатіону (ВГ), який висту-
пає прямим антиоксидантом та субстратом 
для ферментативних реакцій; глутатіонпе-
роксидази (ГП), що каталізує нейтралізацію 
пероксиду водню та гідропероксидів ліпідів; 
глутатіонредуктази (ГР), яка забезпечує від-
новлення окисненого глутатіону до активної 
форми [8; 9].

Порушення функціювання будь-якої із цих 
ланок обмежує регенерацію ВГ, що робить 
клітини тимуса беззахисними перед оксида-
тивним вибухом. Незважаючи на наявні дані 
про метаболічні зміни під час раку, динаміка 
глутатіонової системи в тимусі в процесі 
N,N-диметилгідразин-індукованого канцеро-
генезу (210 днів) залишається недостатньо 
висвітленою.

Мета роботи – дослідити стан глутатіоно-
вої системи в тимусі білих щурів у динаміці 
розвитку експериментального колоректаль-
ного канцерогенезу для оцінення глибини 
виснаження антиоксидантного резерву іму-
нокомпетентних тканин. Отримані дані доз-
воляють також уточнити роль ферментної 
антиоксидантної системи у віковому аспекті.

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. Дослі-
дження виконано на 98 білих безпородних 
щурах-самцях масою тіла 210 ± 5 г. Тварин 
утримували у стандартних умовах віва-
рію. Усі маніпуляції з тваринами протягом 
усього експерименту відповідали міжна-
родним вимогам та були акредитовані Комі-
тетом з питань біоетики Тернопільського 
національного медичного університету 
імені І. Я. Горбачевського (протокол №  75 
від 01.11.2023  р.). Усі експерименти прово-
дили відповідно до вимог «Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, які 

використовуються для експериментальних 
та інших медичних цілей».

Запропоноване дослідження є части-
ною науково-дослідної роботи «Імуногене-
тика злоякісного росту: вплив експресії гена 
Bcl-2 на стан протипухлинного імунітету та 
при корегуючому впливі наноматеріалів», 
яка фінансувалася Міністерством охорони 
здоров’я України (грант №  0119U002307), 
а також є фрагментом ініціативної НДР 
«Морфологічні та метаболічні аспекти кан-
церогенезу» (№ 0123U100070).

Тварин було розподілено на групи: І (Інтак-
тні) – інтактні тварини, яким проводили ін’єк-
ції 0,9 % NaCl; ІІ (ДМГ) – тварини, яким інду-
кували колоректальний рак шляхом ін’єкції 
N,N-диметилгідразину гідрохлориду (ДМГ) 
(DMH, Sigma-Aldrich Chemie, Японія) (під-
шкірні ін’єкції в міжлопаткову область у дозі 
7,2 мг/кг/тиждень). Тривалість індукування – 
210 днів. Тварин виводили з експерименту 
кожні 30 днів з метою прослідковування 
динаміки змін (7 етапів дослідження). Через 
30 тижнів уведення N,N-диметилгідразину 
дигідрохлориду (ДМГ) у всіх тварин II групи 
гістологічно підтверджено аденокарциному 
товстої кишки in situ.

Вміст ВГ у гомогенаті тимуса визначали 
спектрофотометрично з довжиною хвилі 
412 нм за інтенсивністю забарвлення тіоні-
трофенільного аніону, що утворюється під 
час взаємодії вільних SH-груп із реактивом 
Елмана. Результат виражали в ммлоь/г [10].

Активність ГП у гомогенаті тимуса визна-
чали спектрофотометрично з довжиною 
хвилі 340 нм за швидкістю окиснення ВГ 
у присутності пероксиду водню та азиду 
натрію, виражаючи результат у ммоль/хв/кг 
тканини [11].

Активність ГР у гомогенаті тимуса визна-
чали спектрофотометрично з довжиною 
хвилі 340 нм за швидкістю зниження концен-
трації НАДФ·Н, що витрачається на віднов-
лення окисненого глутатіону, з вираженням 
результату в ммоль/хв/кг тканини [12].

Статистичне оброблення отриманих 
результатів здійснювали з обчисленням 
середнього арифметичного (М), середнього 
квадратичного відхилення (σ) та похибки 
середнього (m). Для оцінювання достовір-
ності різниць між середніми значеннями I та 
II груп застосовували двовибірковий неза-
лежний двосторонній t-критерій Стьюдента. 
Динамічні зміни показників у межах кожної 
групи аналізували за допомогою однофак-
торного дисперсійного аналізу (ANOVA) 
з пост-хок тестом Тьюкі для порівняння 
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з попереднім терміном експерименту. Різ-
ницю вважали статистично достовірною зі 
значенням p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Біохі-
мічні дослідження концентрації ВГ у гомо-
генаті тимуса інтактних тварин показали 
поступове її зниження протягом періоду 
спостереження. У порівнянні з кожним 
наступним терміном рівень ВГ не зазнавав 
достовірно значущого зниження. Натомість, 
порівнюючи з вихідним значенням (30-та 
доба), установлено достовірне зниження 
рівня ВГ на 180-ту добу (р ˂  0,01), яке про-
гресувало та зазнавало максимального зни-
ження на 21,68 % (р ˂  0,0001) на 210-ту добу 
експерименту (рис. 1).

За умов індукованого канцерогенезу 
в гомогенаті тимуса експериментальних тва-
рин на 30-ту, 60-ту та 90-ту доби досліду від-
значали незначуще підвищення концентрації 
ВГ порівняно з інтактною групою. На 120-у та 
150-у добу зареєстровано помірне зниження 
показника – на 4,51 % та 10,13 % відповідно. 
У пізні терміни експерименту виявлено вже 
достовірне зменшення концентрації ВГ 
у порівнянні з інтактною групою, яке ста-
новило 18,10 % (p < 0,05) на 180-ту добу та 
30,38 % (p < 0,001) на 210-ту добу експери-
менту (див. рис. 1).

Аналіз динаміки змін рівня ВГ у межах 
групи з індукуванням КРР показав посту-
пове його зниження відносно кожного 

попереднього терміну, проте без статистично 
значущих відмінностей. Порівняння з вихід-
ним значенням (30-та доба) засвідчило, 
що достовірне зменшення концентрації ВГ 
у гомогенаті тимуса відбувалося зі 120-ої 
доби на 19,50 % (p < 0,01) та достовірно про-
гресувало до кінцевого етапу індукування 
неопластичного процесу зі зниженням на 
47,58 % (р˂0,0001) на 210-ту добу досліду.

Дослідження активності ГП у гомогенаті 
тимуса інтактної групи тварин показало 
помірне, статистично незначуще її зниження 
на кожному наступному етапі експерименту. 
Порівняльний аналіз змін активності ГП від-
носно вихідного значення (30-та доба) уста-
новив достовірне її зменшення з 180-ї доби 
на 15,03 % (p < 0,05) та на 21,68 % на 210-ту 
добу (p < 0,001) (рис. 2).

В умовах розвитку КРР у тварин зафік-
совано статистично значуще (p < 0,05) зни-
ження активності ГП на 13,53 % у гомогенаті 
тимуса на 120-ту добу досліду порівняно 
з відповідним терміном у тварин інтактної 
групи. Тенденція достовірного зменшення 
активності цього ферменту відносно відпо-
відних інтактних значень зберігалася до тер-
мінального етапу і на 210-ту добу становила 
30,27 % (p < 0,001) (див. рис. 2).

Біохімічні дослідження змін активності 
ГП у межах групи з індукуванням неоплас-
тичного процесу показали її статистично 
значуще зниження відносно вихідного зна-
чення (30-та доба) з 120-ї доби на 21,57 % 

 
 Рис. 1. Динаміка змін концентрації відновленого глутатіону (ВГ) у гомогенатах тимуса піддослідних 

тварин
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(p < 0,0001) до 46,74 % (p < 0,0001) на 210-ту 
добу. Достовірне зменшення активності ГП 
у порівнянні з попереднім етапом досліду 
відмічено лише на 120-ту добу (p < 0,05) 
(див. рис. 2).

Активність ГР у гомогенаті тимуса інтак-
тних тварин за результатами спектрофото-
метрії зазнавала поступового статистично 
незначущого зниження протягом усього 
дослідного періоду. У порівнянні з вихідним 
значенням (30-та доба) установлено віро-
гідне зниження рівня ГР на 16,40 % (р < 0,05) 
лише на кінцевій стадії експерименту  
(210‑та доба) (рис. 3).

За умов розвитку N,N-диметилгідра-
зин-індукованого канцерогенезу в гомогенаті 
тимуса експериментальних тварин на 30-ту, 

60-ту та 90-ту доби досліду відзначали ста-
тистично незначуще зростання активності 
ГР порівняно з інтактною групою. На 120-ту 
та 150-ту добу зафіксовано незначні зни-
ження ферментативної активності ГР. На піз-
ніх етапах досліду встановлено достовірне 
зменшення цього показника в порівнянні 
з інтактною групою: на 16,83 % (p < 0,01) 
на 180-ту  добу та на 28,54 % (p < 0,001) на 
210‑ту добу (див. рис. 3).

Біохімічно встановлено поступове зни-
ження активності ГР у межах групи з роз-
витком КРР відносно кожного попереднього 
терміну, зі статистично значущою (p < 0,01) 
різницею на 210-ту добу в порівнянні зі 
180‑ю добою на 17,51 %. У порівнянні з вихід-
ним значенням (30-та доба) достовірне 

 
 Рис. 2. Динаміка змін активності глутатіонпероксидази (ГП) у гомогенатах тимуса піддослідних тварин

 
 Рис. 3. Динаміка змін активності глутатіонредуктази (ГР) в гомогенатах тимуса піддослідних тварин
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зменшення ферментативної активності ГР 
у гомогенаті тимуса відбувалося зі 120-ї 
доби на 12,32 % (p < 0,05) та значуще про-
гресувало до кінцевого етапу індукування 
КРР зі зниженням на 42,86 % (р < 0,0001) на 
210-ту добу (див. рис. 3).

Аналіз показників у контрольних інтактних 
тварин показав поступове незначне зни-
ження ВГ, ГП і ГР з кожним наступним ета-
пом експерименту. Оскільки індукування КРР 
тривало 210 днів (7 місяців), такі дані можуть 
відповідати природній інволюції тимуса та 
віковим змінам антиоксидантного потенціалу. 
Така вікова динаміка підтверджена дослі-
дженнями, де показано, що фізіологічна інво-
люція тимуса супроводжується зменшенням 
редокс-захисту та підвищенням чутливості 
до оксидативного стресу [6; 13–15].

Зниження рівня ВГ у тимусі другої експе-
риментальної групи тварин може бути наслід-
ком інтенсивного використання цього трипеп-
тиду для нейтралізації АФК та пероксидів, які 
утворюються під час канцерогенезу. Відомо, 
що ВГ є основним внутрішньоклітинним анти-
оксидантом, який забезпечує захист клітин 
від оксидативного ушкодження та підтримує 
редокс-баланс клітини [3; 8].

Подібні результати описано в низці експе-
риментальних досліджень, де показано, що 
в разі дії різних оксидативних факторів у тка-
нинах тварин відбувається зниження рівня ВГ 
разом із пригніченням активності антиокси-
дантних ферментів. Наприклад, за індукції 
оксидативного стресу в щурів спостерігалося 
достовірне зниження вмісту ВГ та активності 
ГП у тканинах мозку, що відображає висна-
ження антиоксидантної системи [16].

Таким чином, зниження рівня ВГ у тимусі 
за колоректального канцерогенезу може 
бути пов’язане з підвищеним споживанням 
глутатіону в реакціях детоксикації перокси-
дів і нейтралізації АФК.

ГП є ключовим ферментом антиоксидант-
ного захисту, який каталізує відновлення 
перекису водню та органічних гідроперокси-
дів із використанням ВГ як субстрату [9].

За різних патологічних станів, включаючи 
токсичні ураження та пухлинний процес, 
активність ГП може змінюватися двофазно: 
на початкових етапах відбувається компен-
саторне підвищення активності ферменту, 
тоді як у разі тривалого оксидативного 
навантаження можливе її зниження внаслі-
док виснаження глутатіонового пулу [17].

Зниження активності ГР у гомогена-
тах тимуса другої дослідної групи відоб-
ражає порушення відновлення окисненого 

глутатіону до його активної форми. Це 
ускладнює підтримання внутрішньоклітин-
ного пулу ВГ у тимусі й призводить до три-
валого дисбалансу редокс-системи [18; 19].

ВИСНОВКИ. Таким чином, біохімічно 
встановлено, що концентрація та активність 
компонентів глутатіонової системи в гомоге-
наті тимуса білих щурів зазнають поступо-
вого зниження внаслідок природних вікових 
змін антиоксидантного статусу тимуса.

Досліджено, що індукція колоректального 
канцерогенезу супроводжується фазовими 
змінами показників глутатіонової системи 
в тимусі білих щурів. На початкових етапах 
експерименту спостерігається тенденція до 
незначного підвищення рівня ВГ, а також 
активності ГП та ГР відносно інтактних тва-
рин. Однак у подальшому перебігу канцероге-
незу відбувається пригнічення функціювання 
глутатіонової системи, що проявляється зни-
женням вмісту ВГ та активності ферментів 
глутатіонового циклу. Такі зміни свідчать про 
виснаження антиоксидантного потенціалу 
тканини тимуса та розвиток оксидативного 
дисбалансу, який може відігравати важливу 
роль у порушенні функціонального стану 
імунної системи за умов пухлинного процесу.

ІНФОРМАЦІЯ ПРО ФІНАНСУВАННЯ: 
частину дослідження виконано в межах дер-
жбюджетної науково-дослідної роботи «Іму-
ногенетика злоякісного росту: вплив екс-
пресії гена Bcl-2 на стан протипухлинного 
імунітету та при корегуючому впливі нано-
матеріалів» (грант № 0119U002307), фінан-
сованої Міністерством охорони здоров’я 
України; решту робіт проведено за власні 
кошти авторів.
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експерименту відповідали міжнародним 
вимогам та були акредитовані Комітетом 
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STATE OF THE GLUTATHIONE SYSTEM IN THE THYMUS OF WHITE RATS DURING 
THE INDUCTION OF COLORECTAL CARCINOGENESIS

Summary
Introduction. Colorectal cancer (CRC) remains one of the most aggressive forms of neoplasia, characterized 

not only by local destruction of intestinal tissues but also by pronounced systemic metabolic disturbances. The 
progression of CRC is accompanied by an increase in markers of lipid peroxidation and depletion of the endogenous 
thiol pool in organs distant from the tumor. Of particular concern is the condition of immunocompetent organs, 
especially the thymus, which is the central organ of T-cell immunogenesis.

The study aimed to investigate the state of the glutathione system in the thymus of white rats during 
the progression of experimental colorectal carcinogenesis.

Methods. The study was performed on 98 white male outbred rats. The animals were divided into groups: 
I – intact animals; II – animals in which colorectal cancer was induced by injections of N,N-dimethylhydrazine 
hydrochloride. The induction period lasted 210 days, and the animals were euthanized every 30 days to monitor 
the dynamics of changes (7 study time points). The level of GSH in thymus homogenate was determined 
spectrophotometrically at a wavelength of 412 nm based on the intensity of the color of the thionitrophenyl 
anion formed by the reaction of free SH groups with Ellman’s reagent. GPx activity in thymus homogenate was 
determined spectrophotometrically at a wavelength of 340 nm by the rate of GSH oxidation in the presence 
of hydrogen peroxide and sodium azide. GR activity was measured spectrophotometrically at 340 nm by the rate 
of decrease in NADPH concentration consumed for the reduction of oxidized glutathione. Statistical analysis 
of the obtained results was performed using an independent two-sample two-tailed Student’s t-test and one-way 
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post-hoc test.

Results and discussion. In the thymus homogenate of intact rats, a gradual decrease in GSH level as 
well as GPx and GR activities was observed. Although these changes were mostly not statistically significant 
between consecutive time points, a significant decline relative to the baseline level was detected at the later 
stages of the experiment. Under conditions of N,N-dimethylhydrazine-induced carcinogenesis, early adaptive 
fluctuations in the activity of glutathione system components were observed, followed by their progressive 
suppression compared with intact values, reaching 30,38 % for GSH, 30,27 % for GPx, and 28,54 % for GR by 
day 210.

Conclusions. The development of N,N-dimethylhydrazine-induced neoplastic process is accompanied by 
phase-dependent changes in the glutathione system in the thymus of white rats: at early stages, a slight increase 
in GSH level and GPx and GR activities is observed, reflecting a compensatory response, whereas at later stages 
their significant suppression occurs, indicating depletion of the antioxidant potential of the organ.

KEY WORDS: reduced glutathione; glutathione peroxidase; glutathione reductase; thymus;  
N,N-dimethylhydrazine hydrochloride.
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