
А К А Д Е М И Я М Е Д И Ц И Н С К И Х Н А У К С С С Р 

ВОПРОСЫ. Т О М 3 7 

в ы п у с к б М Е Д 1 Л М И Н С Ж О М 

Н О Я Б Р Ь Д Е К А Б Р Ь ^ ^ И ^ ^ И И 

Двухмесячный научно-теоретический журнал 

Основан в 1955 г. 

Р Е Д А К Ц И О Н Н А Я К О Л Л Е Г И Я: 

Главный редактор С. С. Д Е Б О В 

В. А. Т У Т Е Л Ь Я Н (зам. редактора) , А. И. АРЧАКОВ, И. П. АШМАРИН, Т. Т. Б Е Р Е З О В , 
10. В. БУКИН, А. В. ВАСИЛЬЕВ, Е. Н. ГЕРАСИМОВА, В. 3. ГОРКИН, И. Б. ЗБАР-
С К И Й , В. Л. К О З Е Л Ы Д Е В (ответственный секретарь), А. Н. КЛИМОВ, Б. Ф. К О Р О В К И Н , 
Л . А. Л О К Ш И Н А , В. Н. ОРЕХОВИЧ, Л. Ф. ПАНЧЕНКО, М. III. П Р О М Ы С Л О В , 

Ю. А. РОМАКОВ, В. А. САКС, С. Е. С Е В Е Р И Н , В. Б. С П И Р И Ч Е В , Е. А. СТРОЕВ 

Р Е Д А К Ц И О Н И Ы Й С О В Е Т: 

БАЕВ А. А. (Москва) 
Б Ы Ч К О В С. М. (Москва) 
КОНСТАНТИНОВ А. А. (Хабаровск) 
К У Д Р Я Ш О В Б. А. (Москва) 
Л Я Х О В И Ч В. В. (Новосибирск) 
ПАСХИ НА Т. С. (Москва) 

Т Р О И Ц К И Й Г. В. (Симферополь) 
ТУРАКУЛОВ Я. X. (Ташкент) 
Т Я Х Е П Ы Л Д Л. Я. (Тарту) 
Я К О В Л Е В Н. II. (Санкт-Петербург) 
ЯСАЙТИС А. А. (Вильнюс) 

Ш 

МОСКВА • М Е Д И Ц И Н А • 1991 



МАТЕРИАЛЫ ВСЕСОЮЗНОГО СИМПОЗИУМА 
«БИОХИМИЯ ОПУХОЛЕВОЙ КЛЕТКИ», МИНСК, 

НОЯБРЬ 1990 Г. 

© И. Б. 3 Б А Р С К И Й , 1991 

У Д К 6 1 6 - 0 0 6 - 0 1 8 . 1 : 5 7 6 . 3 1 5 

И. Б. Збарский 

О С О Б Е Н Н О С Т И К Л Е Т О Ч Н О Г О Я Д Р А О П У Х О -
Л Е В Ы Х К Л Е Т О К 

Институт биологии развития им. Н. К. Кольцова АН СССР, 
Москва 

Неемотря на многообразие злокачествениых 
опухолей различного гистогенеза и локализации, 
их клеточным ядрам свойственны многие общие 
черты \7]. Клеточные ядра опухолевых клеток 
во многом отличаются от ядер клеток в норме. 
Неоднородность размеров и формы клеточных 
ядер служат главным критерием патогистологиче-
ской диагностики злокачественных опухолей. Мор-
фологически ядра опухолевых клеток крупнее нор-
мальных, характеризуются неправильной формой, 
изгибами и впячиваниями ядерной оболочки. 

Геном опухолевой и нормальной клетки, локали-
зованный в ядре, содержит группу генов, обуслов-
ливающих неограниченное деление клеток и их 
малигнизацию. Эти гены, называемые онкогенами, 
в опухолевых клетках транскрибируются намного 
активнее, чем в норме, и нередко несколько 
отличаются от своих нормальных прототипов. 

Онкогены подразделяются на иммортализующие 
и малигнизирующие клетку [17]. Белковые про-
дукты малигнизирующих онкогенов часто являют-
ся протеи»-киназами и фосфорилируют белки по 
необычному аминокислотному остатку — тирозилу 
|1, 11]. Продукты онкогенов, обусловливающих 
неограниченное деление (иммортализацию) кле-
ток, таких, как myc, myb, fos, yun, В-lym, локали-
зуются в ядре и придают последним способность к 
неограниченному делению [22]. Особое место за-
нимает ядерный белок р53, активно связывающий-
ся с большим Т-антигеном вируса SV-40 и способ-
ный как иммортализовать клетку, так и оказывать 
антиканцерогенное действие [18| . 

По нашим данным, в ядрах клеток злокаче-
ственных опухолей различного гистогенеза и лока-
лизации, в особенности в солидных опухолях, 
накапливается нерастворимая в щелочи и других 
растворителях белков фракция остаточного белка, 
могущая составлять значительную долю белков 
клеточного ядра [5, 6, 8, 15]. Исследование этой 
фракции показало, что она богата высокомолеку-
лярными компонентами, значительно преобладаю-
щими в ядрах опухолевых клеток 110]. Соотноше-
ние фракций белков различной молекулярной мас-
сы в остаточном ядерном белке некоторых нор-
мальных органов и опухолей крысы представлено 
в таблице. 
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Соотношение (в % от общего белка) фракций остаточного 
белка ядер клеток нормальных органов и сарком крыс (10] 

Объе кт и с сл едо и а н ия 
Молекулярная масса фракций, к Д а 

Объе кт и с сл едо и а н ия 
100 100 40 26 

11ечеиь 14 33 53 
Почки 14 25 61 
Селезенка 30 2 1 49 
Саркома Йенсена 66 13 2 1 
Саркома Йосиды 66 16 18 

Эти высокомолекулярные белки с мол. м. свыше 
100 150 кДа преобладают и в ядерном матриксе 
опухолевых кл ет о к, гла в н ы м обр азом солидн ы х 
форм опухолей [3, 13]. Соответственно при фрак-
ционировании препаратов ядерного матрикса в 
случае опухолей значительно более выражена не-
растворимая в щелочи четвертая фракция. 

Наряду с этой особенностью в опухолях, как и 
во всех активно пролиферирующих клетках, ядер-
ный матрикс обогащен лам ином В (средний белок 
триплета белков фиброзного слоя, «л а мины» кле-
точного ядра) за счет ламинов А и С, которые 
могут даже полностью отсутствовать. Более харак-
терно для опухолей, в особенности солидных, зна-
чительное преобладание в ядерном матриксе высо-
комолекулярных белков (рис. 1), не наблюдаемое 
в эмбриональных или регенерирующих клетках. 

11рирода этих высокомолекулярных компонен-
тов ядерного матрикса не совсем ясна. Имеются 
указания на то, что они богаты липидными [9] и 
полисахаридными |4 | группами. Сопоставляя это 
обстоятельство с выявлением высокомолекуляр* 
пых гликопротеидов в составе комплексов ядерных 
пор [19] и с тем, что в ядерном матриксе ядерные 
пор ы э л е кт р о i I н о - м и к р ос к о п и ч ее к и в ы я в л я юте я 
как раз в третьей фракции, обогащенной высоко-
молекулярными полипептидами [21], можно по-
лагать, что частично преобладание высокомолеку-
лярных белков в ядерном матриксе опухолей обя-

Рис. I. Денситометриче-
ские кривые электрофоре-
грамм в додецилсульфат 
натрия ( Д С Н ) -полиакри-
лам идиом геле белков 
ядерного матрикса. 
а печень крысы; 0 асцитная 
гепатома Зайдела; а солидная 
гепатома 27. Вверху эталоны 
молекулярной массы. 
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Рис. 2. Иммунопероксидазное выявление белка р260. Электро-
фореграммы в 7 % ДСН-полиакриламидном геле. 
а окраски кумасси синим; б иммуноблот 
к . б е л к у р260, сходному с МАР-2. / ядра 
метрике печени крысы; 3 ядерный матрикс гс 

с мопоклональным антителом 
печени крысы; 2 ядерный 

патомы 27. 

зано гликопротеидам моровых комплексов, актив-
но генерируемых в опухолях. 

Существенно также обнаружение в ядерном 
матриксе высокомолекулярных ДНК-полимеразы 
(х [23] и особенно ДНК-топоизомеразы II [20], 
характеризующих пролиферирующие клетки. 
В числе высокомолекулярных компонентов ядер-
ного матрикса выявляется также белок р260 (мол. 
м. 260 кДа) , иммунологически сходный с белком, 
ассоциированным с микротрубочками (МАР-2) 
[24]. Этот белок иммунологически выявляется в 
ядерном матриксе как гепатомы 27, так и нормаль-
ной печени (рис. 2). Особый интерес представляет 
обнаружение в ядерном матриксе раковых клеток 
HeLa фибронектина [26| , вообще локализованно-

1 2 3 4 5 6 7 

Рис. 3. Иммунопероксидазное выявление фибронектина. 
Электрофореграммы в 7 % ДСН-полиакриламидном геле. . 
/ ядра гепатомы 27. Окраска кумасси; 2 ядра гепатомы 27. Иммуноблот; 
3 ядерный матрикс гепатомы 27. Окраска кумасси; 4 ядерный матрикс 
гепатомы 27. Иммуноблот; 5 ядерный матрикс печени крысы. Окраска кумас-
си; 6 ядерный матрикс печени крысы. Иммуноблот; 7 ядерный матрикс ге-
патомы 27. Иммуноблот без специфического антитела. Верхняя полоса 
фиброиектии; две полосы ниже неспецифические. 

го вне клетки или на ее Поверхности. В нашей 
лаборатории этот высокомолекулярный гликопро-
теин выявлен иммунопероксидазным методом в 
ядерном матриксе гепатомы 27, но не нормальной 
печени крысы (рис. 3). 

В ядерном матриксе асцитной гепатомы Зайдела 
крыс высокомолекулярные белки отличались очень 
активным включением меченых аминокислот, 
причем это включение нарастало во времени более 
интенсивно, чем в другие белки ядерного матрикса 
[12]. Интересно, что включение именно в высоко-
молекулярную группу белков избирательно подав-
лялось хлорамфениколом, не оказывающим влия-
ния на цитоплазматические рибосомы эукариот 
[2]. Это обстоятельство позволяет предполагать 
существование особого, возможно нерибосомного, 
пути биосинтеза высокомолекулярных белков 
ядерного матрикса по крайней мере в опухолевых 
клетках [25]. 

К наиболее важным посттрансляционным моди-
фикациям белков относится фосфорилироваиие, 
которое' играет особо важную роль в регуляции 
дифференциальной активности генома. Действи-
тельно, белки клеточного ядра фосфорилированы 
в значительно большей степени, чем белки цито-
плазмы, причем в изолированных ядрах фосфори-
лироваиие белков ядерного матрикса протекает 
в 2 -3 раза интенсивнее, чем для белков ядра в 
целом [14, 16]. 

Как в асцитной гематоме Зайдела, так и в солид-
ной гепатоме 27 фосфорилироваиие белков ядер-
ного матрикса резко активировало их прохеолиз 
(рис. 4) 114, 251. Особый интерес представляет то 
обстоятельство, что после обработки электрофоре-
грамм 1 М NaOH при 40 °С в течение 2 ч на 
авторадиограмме оставались только две полосы в 
области 190- 200 и 220 кДа (рис. 5). Так как 
щелочная обработка вызывает распад фосфосери-
новых и фосфотреониновых остатков в молекуле 
белка, весьма вероятно, что фосфорилироваиие 
высокомолекулярных белков ядерного матрикса 
опухолевой клетки происходит по остатку тирози-

Рис. 4. Авторадиограммы 
электрофореграмм в 7,5 % 
Д С Н - п ол и а к р и л а м и д н о м 
геле ядерного матрикса 
солидной гепатомы 27, ме-
ченного Л2Р пр 
чение 30 мин. 
/ фосфорилироваиие в целых 
ядрах : ,2Р„. Ядерный матрикс 
изолировали в присутствии I мМ 
фенил-меркурий сульфоиилфто-
рида и I мМ дитио-бис-нитро-
бензоатома; 2 ядерный мат-
рикс изолировали без ингибито-
ров и фосфорилировали у а 2 Р " 
А Т Ф ; 3 - ядерный матрикс изо-
лировали в присутствии ингиби-
торов и фосфорилировали 
у- Р -АТФ. 



/ 2 J 

Рис. 5. Выявление устойчивых к щелочи (вероятно, фосфори-
лированных по тирозиновым остаткам) фосфопротеинов ядер-
ного матрикса солидной гепатомы 27 крысы. 
/ элоктрофореграмма и 7,5 % ДСН-полиакриламидном геле. Окраска кумасси 
синим; 2 анторадиограмма такого же геля; 3 авторадиограмма такого же 
геля после обработки I н. N a O H при 40 °С в течение 2 ч. 

на, что характерно»для действия ряда онкогенов 
[17]. 

Отмеченные особенности клеточного ядра, и в 
частности ядерного матрикса, опухолевой клетки 
отражают их высокую пролиферативную актив-
ность. Однако многие черты специфичны для 
злокачественных клеток и не выявляются при 
эмбриональном развитии или регенерации. Имеют-
ся все основания полагать, что они тесно связаны 
с природой и патогенезом опухолевого роста. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Балаж А. Биология опухолей: Сомнения и надежды: Пер. , 
с венгр.— М., 1987. 

2. Базарнова Т. М., Бульдяева Т. В., Кузьмина С. П., Збар-
ский И. Б. / / Биохимия.- 1984. Т. 49, С. 254—259. 

3. Бульдяева Т. В., Куньмина С. N.. Збарский И. Б. // 
Докл. АН СССР. 1989. 'Г. 241. С. 1401 МЫ. 

44. Вокуркова Н., Бульдяева Т. В., Троицкая Л. П., Збар-
ский И. Б. II Бюл. экспср. биол. 1984. № 1. С. 46 48. 

5. Дебов С. С. II Биохимия. 1951. Т. 16. — С. 314 320. 
6. Збарский И. Б. / / Вести. АМН СССР. 1965. № 4 , 

С. 3 - 1 0 . 
7. Збарский И. Б. 11 Там же. 1982. № 3. С. 3 10. 
8. Збарский И. Б., Дебов С. С. / / Докл. АН С С С Р , 

1948. Т. 63 , С. 795 -798 . 
9. Збарский И. Б., Дебов С. С. / / Вопр. мед. химии. 

1955.—Т. 1 С . 198—203. 
10. Збарский И. Б., Перевощикова К. А., Филатова Л. С., 

Попова В. С. / / Там же. 1980, Т. 26, С. 406 410. 
11. Киселев Л. Л. / / Молекул, биол. 1985. Т. 19.— С. 309— 

323. 
12. Куньмина С. //., Бульдяева Т. В., Збарский И. Б. // 

Биохимия. 1980. Т. 45. С. 254 259. 
13. Кузьмина С. П., Бульдяева Т. В., Поликарпова С. И., 

Збарский И. Б. / / Там ж е , 1983.- Т. 48. С. 844 850. 
14. Мальдов Д. Г., Фам Ань Кыонг, Лучник А. П., Збар-

ский И. Б. II Бюл. экспер. биол. 1984. № 8. С. 177 
179. 

15. Спадов С. М. 11 Вопр. онкол. 1955. Т. I. С. 46—52. 
16. Aleri S. L., Berezney R., Coffey D. S. / / Biochem. biophys. 

Res. C o m m u n , 1977. Vol. 75. P. 111 117. 
17. Bishop J. M. U Ann. Rev. Biochem. 1983.—Vol. 52.— 

P. 301—354. 

18. Finlay C. A., Hinds Ph. W., Levine A. J. / / Cell. 1989. 
Vol. 58. P. 1083 1093. 

19. Gerace L., Oltavia.no Y., Kondor-Koch С. 11 J. Cell Biol. 
1982. Vol. 95. P. 826 837. 

20. Heck M. M. S., Earnshaw W. C. / / Ibid. 1 9 8 6 , - V o l . 
103.— P. 2569 ~ 2581. 

21. Kuzmina S. N.. Buldyaeva Т. V., Troitskaya L. P., Zbar-
sky I. В. И Ецгор. J. Cell Biol. 1981. Vol. 25. P. 225 
232. 

22. Under SMarshall H. 11 Exp. Cell Res.— 1990, Vol. 
191. P. I 7. 

23. Mikhailov V. S., Tsanev R. 11 Int. J Biochem, 1983, 
Vol. 15. P. 855 859. 

24. Nakayasu П., Belgrader P., Hakea I). J., Berezney R. 11 
J. Cell Biol. 1987. Vol. 105. P. 70a . 

25. Zbarsky /. В., Kuzmina S. N., Buldyaeva Т. V., Bazar no-
va Т. M. II Nuclear S t ruc ture and Function / Ed J. R. Har-
ris, I. B. Z b a r s k y , New York, 1990. P. 355 -359. 

26. Zerlauth G., Wesierska-Gadek J., Sauermann G. / / J . Cell 
Sci, 1988, Vol. 89. P. 415- 421. 

Поступила 17.02.91 

© В. И. Г ЕЛ Ш Т Е Й Н , 1991 

У Д К 6 1 6 - 0 0 6 - 0 7 : 6 1 6 . 1 5 3 . 9 6 - 0 7 8 . 3 3 

В. И. Гель штейн 

П Р И М Е Н Е Н И Е М О Н О К Л О Н Д Л Ь Н Ы Х А Н Т И -
Т Е Л К Б Е Л К А М П Р О М Е Ж У Т О Ч Н Ы Х Ф И Л А -
М Е Н Т О В Ц И Т О С К Е Л Е Т А В Д И А Г Н О С Т И К Е 
О П У Х О Л Е Й Ч Е Л О В Е К А 

Всесоюзный онкологический научный центр АМН СССР, Мо-
сква 

Ци т ос к ел ет практически всех рази о в ид ностей 
клеток животных состоит из фибрилл трех типов 
микрофиламентов, микротрубочек и промежуточ-
ных филаментов (ПФ) [18). Отличительной осо-
бенностью ПФ от других элементов цитоскелета 
оказалась их ярко выраженная гетерогенность 
биохимического состава: специфическая для каж 
дого из гистологических типов тканей. 

Структурные белки ПФ соединительной ткани 
представлены белком виментином, мышечной 
десмином, глиальной глиальным кислым фиб-
риллярным белком (ГКФБ) , нервной —- белками 
нейрофиламентов, эпителиальной большим се-
мейством кератинов [9, 40, 41, 63). 

Различия биохимического состава в клетках 
различных типов тканей, а также взаимосвязь 
морфологической организации эпителиальных тка-
ней с набором экспрессируемых ими кератинов 
явились основой для использования соответствую-
щих иммунологических тестов в практике пато-
морфологической онкологии. 

Главной предпосылкой для использования ана-
лиза состава белков ПФ в практической онкомор-
фологии было наблюдение о сохранении в опу-
холях того же класса белков ПФ, который экс-
прессируется в исходной ткани [40, 78, 80, 90]. 

Основным методическим инструментом является 
применение моноклональных антител (МАТ), по-
лученных на основегибридомной техники. 

В настоящее время в распоряжении исследо-
вателей имеется большой набор МАТ, специфи-
чески маркирующих белки разных классов ПФ, а 
также индивидуальные полипептидные молекулы 
практически всех кератинов. Большинство МАТ 
доступны для получения через крупнейшие био-
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технологические фирмы («Amersham», «Sigma» 
и др.) . Ряд МАТ, которые используются для 
анализа белков ПФ в тканях человека, получен в 
ВОНЦ АМН СССР и МГУ им. М. В. Ломоносова: 
клон 30, специфичный для виментина [10], клоны 
HI и ЕЗ, специфичные для кератинов № 8 и 17 соот-
ветственно [4, 50, 105], клон Н^, специфичный 
для большинства кератинов [1]. 

1. Закономерности экспрессии белков ПФ в нор-
мальных тканях 

Известно, что общепринятая в гистологии клас-
сификация тканей построена на морфологиче-
ских, физиологических и гистогенетических прин-
ципах. Молекулярно-биологический признак, т. е. 
анализ синтеза белков ПФ, в общих чертах удиви-
тельно совпал с существующей концепцией класси-
ческой гистологии. 

Дифференциальная экспрессия белков ПФ тесно 
ассоциирована с -нормальным морфогенезом и 
дифференцировкой клеток в разных типах тканей 
млекопитающих. 

1 . 1 . Исключения из правил тканевой специфич-
ности белков ПФ в нормальных тканях 

Для оценки результатов анализа состава белков 
ПФ в опухолях необходимо не только опирать-
ся на постулат о тканеспецифичности экспрессии 
этих белков, но и учитывать данные, не уклады-
вающиеся в общие правила. 

Из случаев, когда правила экспрессии белков 
ПФ как бы противоречат классической гистологии, 
можно выделить несколько разновидностей. 

1. Разделение нервной ткани по набору ПФ на 
две большие группы глию и собственно нейро-
ны. Д л я глии характерны ПФ, получившие назва-
ние глиального кислого фибриллярного белка, для 
нейронов нейрофиламенты. Выявление специ-
фических белков ПФ, таким образом, подтвердило 
морфологические и функциональные данные о не-
обходимости разграничения этих типов тканей 
[62]. 

2. Выделение в некоторых типах тканей суб-
понуляций с неспецифическим набором белков 
ПФ. Например, отсутствие в некоторых суб-
популяциях глии, нейронов и гладкомышечных 
клеток вместо специфических белков ПФ белка 
мезенхимных клеток виментина [15,61,85, 100]. 

3. Сочетание в клетках некоторых типов тканей 
одновременно белков ПФ разной специфичности. 
Например, нейроэндокринные клетки экспресеиру-
ют наряду с иейрофиламеитами кератины, а иногда 
и виментин [15, 56, 58, 70]. 

4. Экспрессия кератинов в некоторых субпопу-
л я ц и я х мезенхим н ы х и г л а д ко м ы ш е ч и ы х к лето к 
плодов, эмбрионов, а иногда взрослых индивидуу-
мов [48]. По-видимому, транзиторная экспрессия 
кератинов входит в программу дифференцировки 
мезенхимы и гладких мышц [1]. 

5. Особо важно подчеркнуть данные об экспрес-
сии виментина, который традиционно считали 
специфическим белком ПФ для клеток мезенхимы. 
В настоящее время выяснено, что экспрессия ви-
ментина, помимо клеток мезенхимальнопо ряда, 
присуща очень многим тканям. Как правило, экс-
прессия виментина сочетается со специфическим 

для данной ткани белком ПФ: ГКФБ, нейро-
филаментами, десмииом и даже кератином [8, 25, 
30, 50, 53, 68, 87]. 

Таким образом, виментин не может считаться 
специфическим маркером соединительной ткани. 
Однако сочетание виментина с другими белками 
ПФ помогает в уточнении гистогенеза определен-
ного типа тканей и может иметь большое значе-
ние в диагностике опухолей. 

1.2. Правила экспрессии белков ПФ эпителия 
кератинов 

Кератины представляют собой семейство из бо-
лее чем 20 иммунологически и биохимически близ-

. ких полипептидов, различающихся по мол. м. в 
пределах 40 70 кД и изоэлектрической точке. 
Согласно этим признакам был составлен каталог, 
в котором каждый полипептид получил свой поряд-
ковый помер [78]. Как правило, в одной эпители-
альной клетке экспрессируется от 2 до 11 керати-
нов. Существуют пары кератинов, образующиеся 
из кислой и основной групп, имеющие принципи-
ально одинаковые закономерности экспрессии [9]. 

Определены правила экспрессии кератинов, ко-
торые характеризуют типы эпителия и топографи-
ческое расположение клеток в сложном эпители-
альном пласте. Практически это означает, что 
экспрессия кератинов отражает состояние диф-
ференцировки эпителиальных клеток. 

В таблице приведена классификация кератинов 
человека [27, 93]. 

2. Экспрессия белков ПФ в опухолях 

Одним из характерных свойств опухолей являет-
ся дефектность морфологических структур, обра-
зуемых неопластическими клетками. Эта дефект-
ность варьирует в широких пределах от высоко-
дифференцированных новообразований, в которых 
прослеживаются структуры, гомологичные исход-
ным тканям, до анаплаетических опухолей, в кото-

Классификация кератинов человека 

Кислые 
кератины 

(тип I) 

Основные 
кератины 
(тип 11) 

Иммунолокализации в нормальных 
эпителиях мол. 

м., 
к Д 

№ по 
ката-
логу 

мол. 
м., 
к Д 

№ по 
ката-
логу 

Иммунолокализации в нормальных 
эпителиях 

56,5 10 65- 1/2 Эпидермис, кроме клеток базаль-
67 ного слоя 

55 12 64 3 Роговица, кроме клеток базаль-
иого слоя 

51 13 59 4 Базальные и супрабазальные 
клетки многослойных эиителиев 
внутренних органов и уротслии 

50 14/15 58 5 Базальные и супрабазальные 
слои многослойных эиителиев, 
включая эпидермис; миоэпителий ос 16 56 6 Пролиферирующие кератиноци-
ты (чаще в культуре ткани) 

46 17 Базальные слои многорядных 
эиителиев, миоэпителий, камбиаль-
ные клетки (кожа, шейка матки) 

45 18 54 8 Однослойные эпителии, много-
40 19 52 7 рядные эпителии, транзиторный 

эпителий (нерегулярно базальный 
слой многослойных эиителиев 
внутренних органов № 19, но 
не № 7). 
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рых трудно идентифицируется как структурный, 
так и клеточный характер исходной ткани. 

Как только была установлена тканевая специ-
фичность синтеза главных классов белков 11Ф, бы-
ли проведены исследования, показавшие сохране-
ние тканевой специфичности белков ПФ при 
опухолевой трансформации [41, 42, 80, 88, 90]. 
Казалось, что вопрос о тканевой принадлежности 
м о р ф ологически т р уд ной д е н т и (}) и ц и р у е м ы х о п у х о -
лей может быть безоговорочно решен с помощью 
анализа состава белков ПФ. Однако проблема 
оказалась значительно сложнее [45]. Во-первых, 
правила тканевой специфичности экспрессии бел-
ков ПФ в норме претерпели довольно существен-
ные изменения. Во-вторых, экспрессия главных 
классов белков ПФ в опухолях подчинена и своим 
собственным, весьма сложным и до конца не 
изученным закономерностям, связанным не только 
с гистогенезом, но и с особенностями роста ново-
образования на разных стадиях опухолевой про-
грессии [76]. 

В настоящем обзоре мы представим некоторые 
данные, на основании которых с учетом указанных 
сложностей удается все же получать факты, полез-
ные для он ко морфолог и и и клинической практики. 

2.1. Типирование саркомоподобных опухолей 

Иммунореактивность опухолевых клеток с 
ГКФБ, нейрофиламентами или десмином позволя-
ет отнести трудноидентифицируемые опухоли к 
разряду глиальных, нервных или мышечных опу-
холей соответственно [14, 35, 47, 75, 102, 1()4|. 
Экспрессия этих белков ПФ, как правило, соче-
тается с экспрессией виментина [51, 71, 75, 99]. 
В силу этого в типироваиии тканевой принадлеж-
ности саркомоиодобной опухоли антитела к вимен-
тину носят относительный характер. К сарко-
моподным опухолям, белки ПФ которых пред-
ставлены только виментипом, относятся гемаигио-
мы, липосаркомы, остеогенная саркома и мелано-
ма [34]. 

Поскольку меланома, а также пигментный невус 
часто встречаются в коже, экспрессия виментина в 
отсутствие экспрессии кератинов имеет большое 
диагностическое значение для дифференциации 
этой опухоли с низкодифференцированными кар-
циномами 124, 64, 74]. 

Таким образом, экспрессия белков ПФ в опухо-
лях мягких тканей имеет сложный характер, что 
затрудняет их типирование с помощью антител 
только к белкам ПФ. В настоящее время для 
типирования мягкотканных опухолей успешно ис-
пользуют большой набор дополнительных марке-
ров [34, 911. 

2.2. Опухоли эпителиальной природы 
Главным маркером эпителиальных опухолей яв-

ляется кератин. Анализ состава кератинов в кар-
циномах в первую очередь опирается на известные 
правила экспрессии кератиновых белков в нор-
мальных тканях 11, 21. 

Уже первые работы гю анализу состава белков 
ПФ в карциномах, выполненные в основном мето-
дом двумерного электрофореза, выявили основную 
закономерность: аденокарциномы резко отличают-
ся от всех других эпителиальных опухолей про-
стотой набора кератинов и содержат кератины 
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однослойных (простых) кератинов в разных ком-
бинациях (№ 8, 18, 7, 19). Плоскоклеточные и 
переходноклеточные карциномы независимо от 
локализации являются вариантами многослойной 
дифференцировки, свойственные нормальным мно-
гослойным эпителиям [76, 93]. 

Иммуногистохимический анализ при помощи 
высокоспецифических антител к индивидуальным 
кератиновым полипептидам может существенно 
расширить знания о характере экспрессии керати-
нов в опухолях, благодаря возможности анализа 
отдельных структурно-морфологических компо-
нентов и индивидуальных опухолевых клеток. Ра-
боты такого рода ведутся интенсивно, часто с 
применением широкого набора разных МАТ к од-
ному и тому же индивидуальному кератину [22, 44, 
77, 101]. Однако результаты этих работ не всегда 
сопоставимы и требуют дальнейшего критического 
осмысления для практического применения в онко-
морфологии. » 

Важное значение для практической медицины 
имеют исследования по экспрессии в эпителиаль-
ных опухолях кератинов в сочетании с белками 
других классов ПФ. 

2.2.1. Коэкспрессия нейрофиламентов и керати-
нов 

Выявление в некоторых типах эпителиальных 
опухолей наряду с кератинами маркера нейраль-
ной дифференцировки нейрофиламентов по-
ложило конец спорам патологоанатомов по вопро-
су о происхождении многих неясных ранее опухо-
лей, так называемой APUD-системы. 

Так, были получены доказательства отнесения к 
разряду нейроэндокринных таких опухолей, как 
опухоль Меркеля кожи [46, 52, 82 | , карциноиды 
бронха [19, 22 | , тонкого кишечника [72], мелко-
клеточные (овсяноклеточные) опухоли легких 
[22], медуллярная карцинома щитовидной железы 
[36] и др. 

Возможность объективного отличия иейроэпи-
телиальных опухолей от морфологически сходных 
новообразований в пределах одного органа (кожа, 
легкие, щитовидная железа) имеет большое значе-
ние в клинике для определения прогноза и выбора 
метода лечения. 

2.2.2. Экспрессия виментина в эпителиальных 
опухолях 

Коэкспресеия виментина и кератина в опухолях 
человека впервые была описана в клетках карци-
ном, содержащихся в асцитических и плевраль-
ных выпотах, где клетки располагаются изолиро-
ванно [94]. 

К настоящему времени список опухолей, в кото-
рых отмечается такая коэкспрессия, достаточно 
велик. Среди них следует выделить, согласно мор-
фологическим признакам, по меньшей мере три 
группы: опухоли железистой структуры, опухоли 
Смешанной эпителиальио-мезенхимальной струк-
туры, опухоли саркоматозной структуры. 

В группу опухолей железистой структуры попа-
дают многие опухоли урогенитального тракта, 
такие, как серозная аденокарцинома яичников, 
эндометриальная карцинома матки [31, 69, 108], 
некоторые варианты рака почки [48, 64, 92 | . 
Сочетание виментина и кератина в этих вариантах 



опухолей укладывается в представление о мезо-
дермальном происхождении этих опухолей и явля-
ется дифференциально-диагностическим призна-
ком, отличающим их от других опухолей этих 
органов иемезодермального происхождения [76, 
92]. В процессе онтогенеза в эпителиальных 
структурах мезодермального происхождения (ме-
таиефрос, вольфовы и мюллеровы протоки) была 
обнаружена траизиторная экспрессия виментина 
[53, 109, 111]. Тем не менее с позиций мезодер-
мального происхождения трудно объяснить соче-
тание кератина и виментина в аденокарциномах 
щитовидной железы, легкого, толстого кишечника 
[36, 72, 83]. Экспрессия виментина в указанных 

опухолях касается отдельных опухолевых структур 
и клеток, в то время как кератины (№ 7, 8, 18, 19) 
содержатся во всех клетках. 

С) п у х ол и с м е ш а н пой э п и тел и а л ь но-мезенхималь-
ной структуры представляют интерес в первую 
очередь в связи с тем, что на их примерах 
прослеживается закономерная взаимосвязь между 
морфоструктурной организацией опухоли и экс-
прессией белков ПФ. Так, например, плейоморф-
ная аденома слюнной железы морфологически 
многокомпонентна. В основном в ней выделяют 
тубулярный эпителиальный, солидный эпителио-
подобный и мезенхимоподобный компоненты. Ока-
залось, что хотя все морфологические компонен-
ты содержат кератины и виментин, но доля им-
мунореактивных клеток, экспрессирующих тот или 
иной белок ПФ, четко коррелирует с формой 
клеток и их взаимной упаковкой [5, 12, 25, 49, 60]. 
В эпителиальном тубулярном компоненте все клет-
ки экспрессировали кератины (№ 8, 17) и очень 
немногие виментин, в мезенхимоподобном все 
клетки экспрессировали виментин и около 30 % 
кератины. В эпителиоподобном солидном компо-
ненте практически все клетки коэкспреесировали 
кератины и виментин [5]. Таким образом, анализ 
состава ПФ подтвердил единый эпителиальный 
генез этой опухоли, а также выявил роль морфо-
логических и структурных особенностей в регуля-
ции экспрессии белков ПФ. 

Интересные данные получены в отношении сино-
вильных (бифазных) опухолей, а также эпителио-
идных сарком. Здесь, как и в плейоморфных адено-
мах слюнной железы, выявлена четкая корреляция 
между морфоструктурной организацией опухоли и 
экспрессией белков ПФ [29, 64, 73]. 

Синовиома и, возможно, эпителиоидиая саркома 
происходят из синовия, в котором в норме не 
при су тст в ует м о р ф ол о г и ч ее к и й э и и тел и а л ы i ы й 
компонент, но иногда выявляется-кератин [57]. 
Появление карципоматозного компонента и со-
ответствующей экспрессии кератинов в синовио-
мах, возможно, связано с тем, что в ходе онтогене-
за в тканях синовиальных оболочек при отсутствии 
морфологических признаков эпителия могут быть 
выявлены некоторые эпителиальные черты по на-
бору белков ПФ и некоторых других маркеров 
[57]. 

Гакая траизиторная биохимическая эпителиза-
ция при отсутствии морфологических признаков 
говорит о том, что экспрессия белков ПФ может 
отражать двойные потенции этой ткани, выявляю-
щиеся при опухолевой трансформации, и ставит 
вопрос о существовании в нормальном организме 
пограничных гистологических типов тканей. 

К опухолям, существующим в мезенхимоподоб-
ном, эпителиальном и смешанном вариантах, отно-
сятся также мезотелиомы. Во всех вариантах 
опухоли экспрессировали кератины и виментин и 
доля клеток, экспрессирующих тот или иной белок 
ПФ, взаимосвязана с морфологией опухоли [21, 
66, 83]. 

Вопрос об отнесении нормального мезотелия к 
разряду эпителиальных тканей был окончательно 
решен лишь после того, как в мезотелиальных 
клетках были найдены кератины [28]. Спектр на-
бора кератинов в эпителиальном варианте мезоте-
лиомы имеет значение для дифференциальной диаг-
ностики этой опухоли с аденокарциномой легкого, 
метастазирующей в плевру. Кроме кератинов про-
стых эиителиев (№ 7, 8, 18, 19), в мезотелиоме 
обычно присутствует еще и эпидермальный кера-
тин № 5, который в адеиокарциноме легкого 
отсутствует [28, 83]. 

К опухолям чисто саркоматозной структуры, в 
которых была выявлена экспрессия, кроме вимен-
тина, еще и кератинов, относятся опухоль Юинга, 
лимфомы и лейомиосаркома матки. Причины по-
добной коэкспрессии неясны. В саркоме Юинга и 
лимфомах при 100 % экспрессии виментина экс-
прессия кератинов (№ 8 и 18) носит спорадиче-
ский характер [59, 81 | . 

В лейомиосаркоме матки и некоторых других 
органов экспрессия виментина и кератинов соче-
тается практически всегда с экспрессией десмииа 
[23, 48]. Поскольку в рабдомиосаркомах экспрес-
сия кератинов не встречается, сочетание вименти-
на с десмином может быть использовано на прак-
тике для дифференциального диагноза между 
рабдо- и лейомиосаркомой. 

2.2.3. Карциномы с простым набором кератинов 

К этой группе относятся опухоли с железистым 
типом дифференцировки, возникающие в желези-
стых органах. Соответственно нормальным желе-
зистым эпителиям варианты сочетаний простых 
кератинов в аденокарциномах могут повторять ва-
рианты исходных эиителиев, хотя встречаются и 
отклонения от этого правила [16, 43, 67, 96]. 

С наибольшим постоянством в железистых опу-
холях экспрессируются кератины № 8 и 18. В ней-
роэндокринных опухолях Экспрессия кератинов 
№ 8, 18 сочетается с экспрессией нейрофиламен-
тов, в некоторых опухолях урогенитального трак-
та — с экспрессией виментина. Выявление подоб-
ного сочетания может оказаться полезным в кли-
нике как вспомогательный признак при поисках 
неясного источника метастаза. 

Экспрессия кератинов № 7 и 19 в адеиокарцино-
ме менее стабильна. Как правило, кератин № 7 
отсутствует в аденокарциномах желудочно-кишеч-
ного тракта, что соответствует и нормальной сли-
зистой этой системы [16, 78, 80, 89, 97]. Таким 
образом, набор кератинов № 8, 18, 19 в мета-
статической опухоли железистого строения может 
быть использован для направленного клиническо-
го поиска первичного очага в желудочно-кишеч-
ном тракте. 

В гепатоцеллюлярных опухолях выявлены толь-
ко кератины № 8 и 18 [89]. В то же время набор 
кератинов № 7, 8, 18, 19 характерен для холан-
гиоцеллюлярных опухолей |89 | . В печени, однако, 
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встречаются опухоли, морфологически и маркерно 
сочетающие черты гепатоцеллюлярных и холан-
г и о цел л юл я р и ы х он у хол е и. 

Выявление в опухолях промежуточного типа 
полного набора простых кератинов [38[ согласует-
ся с предположением, основанным на эксперимен-
тальных данных, о происхождении всех морфоло-
гических вариантов опухолей печени из так назы-
ваемых транзиторных клеток — предшественников 
как гепатоцитов, так и клеток желчевыводящей 
системы в терминальной дифференцировке [ 1 11. 

Работы, в которых иммуногистиохимический 
анализ произведен с одновременным применением 
набора МАТ, реагирующих с индивидуальными 
кератинами в сочетании с антителами к другим 
белкам ПФ, позволили подробно охарактеризо-
вать отдельные морфологические варианты карци-
ном в пределах конкретного органа. Так, напри-
мер, анализ разных вариантов железистых опухо-
лей щитовидной железы [36] показал, что хотя все 
варианты карцином коэкспрессируют виментин с 
простыми (но не эпидермальными) кератинами, 
фолликулярная карцинома отличается от папил-
лярной очаговым распределением кератина № 19. 
В анапластических карциномах снижено содержа-
ние всех кератинов. В медуллярной карциноме 
содержатся еще и белки нейрофиламентов. 

В качестве примера картирования разных вари-
антов опухолей внутри одного органа можно при-
вести карциномы почки [92]. Все морфологи-
ческие варианты карцином (светлоклеточные, гра-
нулярные, эозинофильные, мелкоклеточные базо-
фильные, хромофобно-клеточные, онкоцитомы и 
дедифференцированные карциномы) содержали 
кератины № 8 и 18, но различались по комбина-
циям кератинов № 7 и 19 и виментина. В светло-
клеточных карциномах виментин экспрессировал-
ся, а в онкоцитомах отсутствовал, но в обеих фор-
мах отсутствовал кератин № 7 и был гетерогенен 
кератин № 19. Виментин отсутствовал также в 
хромофобных опухолях, где кератины № 7 и 19 
встречались гетерогенно. 

2.2.4. Карциномы со сложным набором кера-
тинов 

При анализе опухолей, происходящих из слож-
ных стратифицированных эиителиев, основное 
значение имеет не только определение набора 
белков ПФ в опухоли в целом, но и исследование 
топографического распределения индивидуальных 
кератинов в сложном опухолевом пласте. Особый 
интерес вызывают гак называемые базальные 
кератины (№ 5, 14. 15, 17), распределение кото-
рых может отражать процессы нарушения уровня 
дифференцировки в ходе опухолевой прогрессии 
[22, 44, 77, 101]. 

Привлекает внимание также изучение иммуно-
локализации кератинов № 6, 16, 4, 13, характер 
экспрессии которых и в нормальных тканях изу-
чен пока недостаточно |78, 103, 106]. 

2.2.4.1. Плоскоклеточный рак кожи 

Основной характеристикой плоскоклеточного 
рака кожи, в том числе ороговевающего, являет-
ся резкое снижение содержания высокомолеку-
лярных кератинов (№ 1 и 10/11), локализующих-

ся в норме в верхних ороговевающих слоях [43, 
54, 107]. Эти кератины отсутствуют даже в оча-
гах ороговения. В основном в плоскоклеточном 
раке кожи выявлены кератины № 14 и 5, которые 
в норме локализуются в базальных и супраба-
зальных слоях. Интерес представляют экспрессия 
кератина № 17 в базалиомах, а также обнару-
жение этого кератина в очагах ороговения [20, 
1 1()|. Кератин № 17 в нормальном эпидермисе не 
экепрессируется; он выявлен лишь в камбиальных 
клетках придатков кожи - сальных желез и воло-
сяных фолликулов [79, 105]. Противоречивы и 
малочисленны данные об -экспрессии кератинов 
№ 6 и 16, которые в норме выявлены в гипер-
пролиферирующих кератиноцитах кожи [79, 103]. 
Простые кератины в раке кожи не обнаружены 
[43, 54, 86, 107]. 

2.2.4.2. Плоскоклеточный рак внутренних ор-
ганов 

Несмотря на значительное число работ по им-
муноморфологическому анализу состава белков 
ПФ, в том числе индивидуальных кератинов, в 
опухолях легких, шейки матки, пищевода [20, 
22, 43, 44, 86], результаты их трудносопоставимы, 
и в настоящее время еще получено мало данных, 
которые могут иметь практическое значение. 
В первую очередь это связано с многообразием 
вариантов нормальных эиителиев, легких, шейки 
матки, пищевода и др. и их подверженности 
метапластическим процессам. 

В настоящее время трудно сопоставлять раз-
ные работы и оценить такие важные вопросы, как 
роль метаплазии в - опухолевой трансформации 
(а следовательно, гистогенез), возможность диф-
ференциального диагноза между доброкачествен-
ными и злокачественными формами заболевания, 
объективные критерии уровня злокачественности 
и т. д. И все же некоторые выводы сделать можно. 
Общей чертой, сближающей плоскоклеточный рак 
внутренних органов с плоскоклеточным раком ко-
жи, является резкое снижение экспрессии керати-
нов № 1 и 10/11 [22]. Вместе с тем для плоско-
клеточного рака внутренних органов аналогично 
сложным эпителиям этих органов и в отличие от 
рака кожи характерна экспрессия простых кера-
Т И Н О Р , особенно № 19, 18, реже № 8 и почти ни-
когда № 7 [22, 44, 86J. В отличие от нормаль-
ных прототипов в клетках плоскоклеточного рака 
распределение этих кератинов случайно и беспо-
рядочно [22, 44]. 

Некоторые формы опухолей легких относят к 
группе нейроэндокринных опухолей. 

Остановимся несколько подробнее на результа-
тах анализа состава кератинов в нормальном, 
диспластическом (метапластическом) эпителии 
шейки матки и плоскоклеточном раке этого орга-
на 144, 65, 101, собственные наблюдения], по-
скольку эти данные позволяют уже сейчас сделать 
некоторые выводы, полезные для практики. 

Было показано, что метапластические и диспла-
стические поражения, развивающиеся в эндоцер-
виксе, выстланном цилиндрическим эпителием и 
имеющем в своем составе простые кератины 
(№ 7, 8, 18 и 19), содержат, кроме этих кератинов, 
еще кератин № 17 — маркер базальных клеток ря-
да сложных (но не многослойных) эиителиев 
[105], а в шейке матки- специфический маркер 



так называемых резервных клеток. По мере на-
растания черт многослойности в очагах метапла-
зии и дисплазии выявляются, кроме указанных, 
еще и кератины многослойного эпителия, харак-
терные для экзоцервикса (№ 5, 14, 13). Плоско-
клеточный рак шейки матки содержит мозаику 
кератинов — простых, базальных и эпидермаль-
ных. Эти данные позволяют прийти к заключению, 
что происхождение рака шейки матки следует 
связать с пролиферацией резервных клеток эндо-
цервикса, а экспрессия эпидермальных кератинов 
отражает многослойную структуру опухоли. 

2.2.4.3. Персходноклеточный рак 

Наиболее частая локализация переходноклеточ-
ного рака мочевой пузырь и почечная лоханка, 
выстланные в норме транзиторным эпителием 
(уротелием). Уротелий имеет сложный состав ке-
ратинов, включающий в себя простые и эпидер-
мальные кератины (в том числе базальные) 
[77, 98]. С помощью индивидуальных* МАТ уда-

лось выявить дифференциальную экспрессию неко-
торых кератинов, приуроченную к топографиче-
ским особенностям нормального уротелия. Отме-
чена избирательная иммунолокализация керати-
нов № 8 и 18 в поверхностных зонтичных клет-
ках [95], а кератинов № 13 и 4 в базальных и 
супрабазальных слоях [77, 98 j . Следует отметить, 
что этот результат воспроизводится по неясным 
причинам только с некоторыми из многих МАТ к 
одному и тому же кератину [77, 98]. Ранее были 
указания о том, что в переходноклеточных карци-
номах по мере нарастания уровня злокачествен-
ности происходит перемещение клеток, экспрес-
сирующих кератин № 18, с зонтичных клеток в 
глубь пласта [95], а клеток, узнающих группу 
кератинов (№ 14, 16 и 17),— в противоположном 
направлении [26| . 

Удобным маркером для анализа топографиче-
ских особенностей распределения иммунореактив-
ных клеток в переходноклеточных карциномах 
оказались МАТ клона ЕЗ, специфичных для ке-
ратина № 17 [105]. В нормальном уротелии кера-
тин № 17 выявлялся нерегулярно и избирательно 
маркировал только клетки базального слоя [ 105]. 
В опухолях была выявлена четкая корреляция 
между проникновением иммунореактивных клеток 
от базального слоя в глубь пласта и уровнем 
злокачественности переходноклеточного рака. 
При этом было показано, что нарушение характера 
распределения иммунореактивных клеток опере-
жает изменение морфострукт>рных особенностей 
опухолевой ткани [7 | . Одновременно было показа-
но, что сочетанное применение МАТ к кератину 
№ 17 с МАТ к простым кератинам может служить 
объективном маркером для выявления метапла-
стических и анапластических форм рака мочевого 
пузыря. По-видимому, в опухолях разной локали-
зации, находящихся на поздних стадиях про-
грессии, одновременно может нарушаться синтез 
многих кератинов [12, 36, 77]. 

2.2.4.4. Опухоли, развивающиеся в железах, 
имеющих наружный миоэпителиальный 
слой 

Из таких опухолей наиболее подробно изучены 
опухоли молочных желез [2 4, 13, 16, 17, 32, 

50, 841. Особенностью системы протоков молоч-
ной железы является то, что эпителий, выстилаю-
щий железистые структуры и наружный слой 
миоэпителия, имеет неперекрещивающийся набор 
кератинов. В выстилающем эпителии клетки, как 
и в других железах, экспрессируют простые ке-
ратины № 7, 8, 18, 19. Миоэпителий протоков 
содержит эпидермальные кератины, которые в ря-
де сложных эиителиев избирательно маркируют 
базальные слои (№ 5, 14, 17) [7, 13, 16, 50, 841. 
В миоэпителии альвеол и ацинусов выявлен и 
виментин [8] . В многочисленных исследованиях с 
применением разных типов МАТ было показано, 
что в подавляющем большинстве наиболее рас-
пространенных форм карцином (протоковых, доль-
ковых, тубулярных, папиллярных) раковые клетки 
экспрессируют исключительно кератины простых 
эиителиев [3, 4, 13, 17, 32, 50, 841. Экспрессия в 
карциномах кератинов, свойственных миоэпите-
лию, является скорее исключением, чем правилом 
[13, 33, 50, 84] . 

К карциномам с содержанием этих кератинов 
относятся редкие метапластические формы рака 
(например, рак с хондроидной метаплазией, пло-
скоклеточный, аденокистозный рак и др. | 5 0 | ) . 
Спорадическая экспрессия миоэпителиальных ке-
ратинов была описана также в анапластических 
карциномах, трудноидентифицируемых с точки 
зрения исходных нормальных аналогов. Одновре-
менно в таких опухолях снижалась экспрессия 
простых кератинов [3, 33 | . Эти факты интересны 
с точки зрения использования их как показателя 
далеко зашедшей стадии прогрессии. 

На примере опухолей молочных желез выявлен 
еще один существенный для дифференциальной 
диагностики факт. Было показано, что морфоло-
гически сходные пролифераты, представляющие 
для патологов сложности в определении их диспла-
стической или злокачественной природы, можно 
дифференцировать по спектру белков ПФ. Этот 
факт был независимо установлен двумя группами 
исследователей с применением разных клонов 
против белков ПФ. В одном случае использовали 
А^АТ к кератинам № 8 и 17 и виментин [4, 6, 
50], в другом — к кератинам № 8, 18, 5, 14 [55]. 
Было показано, что доброкачественные пролифе-
раты представляют собой мозаику клеток, экспрес-
сирующих одновременно кератины простых эиите-
лиев, и кератинов, свойственных в норме мио-
эпителию. Морфологически сходные пролифераты 
злокачественной природы экспрессируют только 
простые кератины. Одновременное применение с 
МАТ к кератинам МАТ к компонентам базальных 
мембран усиливает объективность указанных диф-
ференциально диагностических критериев [6]. 
Возможно, разницу в составе белков ПФ в добро-
качественных и злокачественных поражениях мо-
лочной железы можно объяснить тем, что, 
гистогенетически происходя из стволовой клетки, 
совмещающей экспрессию простых и миоэпители-
альных кератинов [37], в случае злокачественной 
трансформации клетки с фенотипом выстилающих, 
как менее дифференцированные получают пре-
имущество в пролиферации. 

3 Значение иммуногистохимического анализа 
экспрессии белков ПФ для онкоморфоло-
гической практики /34, 76 j 
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Изложенные выше основные результаты иссле-
дования состава белков ПФ в опухолях человека 
позволяют суммировать сферы применения этого 
анализа в медицинской практике: 1) типирование 
тканевой принадлежности саркоматозных и мор-
фологически трудноидентифицируемых опухолей 
(саркомы мягких тканей, мезенхимоподобные опу-
холи кожи и других органов); 2) дифференциаль-
ная диагностика разных морфологических форм 
карцином в пределах одного органа (почка, 
щитовидная железа, легкое и др.) ; 3) дифферен-
циальная диагностика доброкачественной или зло-
качественной природы морфологически сходных 
пролифератов (молочная железа) ; 4) определение 
степени злокачественности и выявление ранних 
признаков инвазии, а также мета- и анаплазии 
(мочевой пузырь, щитовидная железа, легкое, мо-
лочная железа) ; 5) обнаружение клинического 
первичного очага по маркерной характеристике 
метастаза; 6) выявление микрометастазов карци-
ном в лимфатические узлы. В связи с тем что были 
получены данные об экспрессии кератинов в рети-
кулярных клетках лимфоузлов, в нормальном кост-
ном мозгу и в некоторых лимфомах [39, 59], 
указанный метод можно применять лишь как 
вспомогательный, когда требуется подтверждение 
ri о до з р е и и я п а т о л о го а и а то м о в. 

Все вышеперечисленные направления практи-
ческого применения иммуноморфологического 
анализа требуют учета морфоструктурных особен-
ностей конкретного образца опухоли (неопухоле-
вых или доброкачественных структур!) с исполь-
зованием как можно более широкого спектра до-
ступных антител и адекватным их выбором для 
решения поставленного вопроса. В случае анализа 
коэкспрессий разных белков ПФ существенное 
значение имеет применение серийных срезов и 
двойных меток. Обязательным является неза-
висимое патологоанатомическое исследование с 
применением доступных рутинных методов анали-
за. В ряде случаев желательно применение до-
полнительных маркеров. 
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Циклические нуклеотиды участвуют в регуля-
ции основных процессов жизнедеятельности. 
Спектр действия цАМФ очень широк и включает 
в себя не только функцию регуляции метаболиз-
ма гликогена, но и модуляцию таких процессов, 
как клеточный рост и дифференцировка [21]. 
Имеются противоречия в оценке значения цАМФ 
для регуляции клеточного деления [10, 14]. 

Функционирование системы циклических нук-
леотидов сопряжено с катализируемым цАМФ-
зависимой протеинкиназой фосфорилированием 
ряда белков. 

Обнаружены две формы цАМФ-зависимых 
протеинкиназ |8] . Обе формы I и II — являют-
ся тетрамерами, которые после активации диссо-
циируют с образованием димера регуляторной 
субъединицы и двух молекул свободной ката-
литической субъединицы. Протеинкиназа 1 харак-
теризуется высокой скоростью реассоциации регу-
ляторной и каталитической субъединиц. Протеин-
киназа II диссоциирует медленно, но быстро 
реассоциирует после удаления агентов, вызываю-
щих диссоциацию | 8 | . Протеинкиназа II катали-
зирует автофосфорилирование, заключающееся в 
переносе фосфата на регуляторную субъединицу 
в составе холофермента [3]. 

Такие различия в свойствах протеинкиназ, 
находящихся под контролем цАМФ, указывают 
на то, что эти два типа ферментов функционируют 
при различных состояниях клетки. Относительное 
содержание протеинкиназы I и II варьирует не 
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только в течение клеточного цикла, но и в различ-
ных тканях [9, 16|. Возможно, что протеинкина-
за I является положительным эффектором роста, 
тогда как протеинкиназа II ингибирует клеточное 
деление [15). 

Таким образом, модулируя активность этих 
изозимов, можно регулировать процесс клеточного 
деления, сдвигая равновесие в системе пролифе-
рация — дифференцировка. Такое изменение соот-
ношения протеинкиназы I и II в клетке и является 
на сегодняшний день основной стратегической за-
дачей при попытках использования циклических 
нуклеотидов в качестве противоопухолевых пре-
паратов. Разработки этого направления ведутся 
по двум основным линиям. Одна из них предпо-
лагает использование так называемых сайт-се-
лективных аналогов цАМФ, а другая — антисмы-
словых олигонуклеотидов к мРНК субъединиц 
протеинкиназ обоих типов. 

Установлено, что высокий уровень цАМФ 
максимально и в равной степени активирует оба 
изозима протеинкиназ [12]. Кинетические иссле-
дования связывания цАМФ показали существо-
вание аналогов этого вещества, которые могут 
селективно взаимодействовать с одним из цАМФ-
связывающих участков регуляторной субъединицы 
(рис. 1) и обнаруживать определенную избира-
тельность в отношении протеинкиназ различных 
типов [19, 20]. Было установлено, что аналоги 
цАМФ, имеющие атом азота в положении 8 адени-
нового кольца, обладают большим сродством к 
протеинкиназе I, а замещение в положении 8 на 
серу или галогены придает значительное сродство 
их, т. е. аналогов, к протеинкиназе II [20]. 

Накоплено много данных об отношении к регу-
ляции клеточного роста цАМФ, однако его истин-
ная роль в этом процессе не установлена [1]. 
Это объясняется, в частности, тем, что опыты про-
водились обычно с применением либо аналогов 
цАМФ (дибутирил-цАМФ), которые требуют ис-
пользования их в нефизиологически высоких 
(миллимоляриых) концентрациях, либо агентов, 
длительно повышающих уровень цАМФ до ано-
мально высоких значений [5, 6, 14]. Поскольку 
цАМФ опосредует множество биологических эф-

S - 2 \ / S - 1 

Г р [ R — v - ^ T c o o h 

Рис. 1. Модель струк-
турных доменов цАМФ-
зависимой протеинки-
назы. 
s• I и s-2 центры связыва-
ний ц А М Ф и его аналогов 
регуляторной с у б ъед ии и не й; 
R регуляторнаясубъедини-
ца; С - каталитическая 
субъединица. Л —• аналог. 
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Ингибирование роста различных линий опухолевых клеток че-
ловека под действием сайт-селективных аналогов цАМФ 

ICjo, мкМ 

Линия клеток 
8-CI Ыв-бензп.1 1М"-фенил-8-р 

хлорфенилтио 

Рак молочной железы: 
MCF-7 10 20 17 
MCF-7 ra s 5 15 20 
MDA-MB-231 18 20 30 
T-47D 20 20 19 
ZR-75-1 20 20 19 
ВТ-20 19 27 20 

Рак желудка: 
IS-174T 1 18 27 
WiDr 10 15 27 
НТ-29 10 25 25 

Рак легких А549 10 18 20 
Фибросаркома НТ-1080 20 20 25 
Саркома Ивинга А4573 18 15 20 
Глиома: 

FOG 18 10 15 
U 251 25 18 18 

фектов, его нефизиологически высокий уровень 
нарушает многие клеточные процессы неспеци-
фически, что выражается, в частности, в маски-
ровке его физиологической функции регуляции 
к л ето ч но го дел е н и я. С а йт - с ел е кт и в н ы е аналоги 
цАМФ можно использовать в исключительно 
низких концентрациях: они обладают хорошей 
проницаемостью через клеточную мембрану и яв-
ляются плохими субстратами для таких фермен-
тов, как фосфодиэстеразы и ацетилазы [11]. 
Испытано действие сайт-селективных аналогов 
цАМФ на различные линии раковых клеток, в 
частности, человека. Было исследовано 24 аналога 
цАМФ: С-2, С-6, С-8 однозамещенных и 
С-2, С-8, С-6, С-8 двузамещенных [ 11J. 
В табл. 1 даны значения 1С5о (концентрация, 
и н гибирую щ а я к л е т о ч н у ю п р о л иферацию н а 
5 0 % ) для наиболее эффективных сайт-селектив-
ных аналогов цАМФ. Представленные в табл. 1 
клеточные линии обнаруживают полную рези-
стентность к дибутирил-цАМФ. При изучении ки-
нетики превращения 8-С1-цАМФ после добавле-
ния этого аналога в культуральную среду было 
показано, что цитостатический эффект в данном 
случае достигается за счет действия самого ана-
лога, а не токсического эффекта аденозина или 
других метаболитов [11]. Установлено также, что 
ингибирующее действие аналогов цАМФ не связа-
но со специфическим блокированием какой-либо 
стадии клеточного цикла в отличие от 8-С1-адено-
зина, который вызывает значительное накопление 
клеток в фазе Gi [22]. 

Интересные исследования действия сайт-селек-
тивных аналогов цАМФ были проведены на раз-
личных линиях лейкемии [4, 13, 23]. Было уста-
новлено, что обработка клеток 8-С1-цАМФ вызы-

в а е т увеличение синтеза моноцитспецифических 
антигенов и уменьшение синтеза антигенов не-
зрелых клеток-предшественников (табл. 2). Клет-
ки, обработанные 8-С1-цАМФ, приобретают стро-
гую позитивность по отношению к а-нафтил-
бутиратэстеразе цитохимическому маркеру мо-
ноцитов и проходят морфологическую трансфор-
мацию, характерную для моноцитов, выражаю-
щуюся в уменьшении отношения поверхности 

С-2~Д 

С - 8 ~ а 

цАМФ 

А: С-6-д 

цАМФ 

О 



Т а б л и ц а 2 

Модуляция дифференцировочиых маркеров клеток линии 
HL-60 под действием 8-С1-цЛМФ (в %) 

Маркеры Контроль 8-С1-цАМФ (20 мкМ) 

My 7 
My 9 
Leu Ml 
Leu M5 
M O , 
О КMr, 

81 
75 
72 

0 
0 
0 

54 
0 
0 

75 
5! 

ядра к цитоплазме. При этом цитоплазма обильно 
вакуолизируется и происходит потеря ядрышек. 
8-С1-цАМФ вызывает в клетках человеческой 
Т-лимфоцитарной лейкемии понижение активности t 
терминальной дезоксинуклеотидилтрансферазы, 
что характерно для выхода клеток в дифферен-
цировку [4]. На подобного рода клетках было 
показано подавление синтеза протоонкогенов 
с - т у с и c-ras после обработки культур 8-CI-
цАМФ [23]. 

В связи с тем что использование сайт-селек-
тивных аналогов цАМФ как ингибиторов роста 
различных культур опухолевых клеток дало по-
ложительные результаты, была предпринята по-
пытка испытать эти вещества in vivo. В настоящее 
время 8-С1-цАМФ был исследован на различных 
перевиваемых линиях опухолей на атимических 
мышах [7]. При этом было получено ингибирова-
ние роста опухолей порядка 45 %. Нами был ис-
пользован этот же аналог для введения мышам, 
зараженным меланомой В16. Внутрибрюшинные 
инъекции 8-С1-цАМФ, проводимые последователь-
но в течение 7 дней в концентрации аналога 
20 мг/кг в день, давали снижение скорости роста 
опухоли около 60 %. 

Каковы же молекулярные механизмы цАМФ-за-
висимого ингибирования клеточной пролифера-
ции? При исследовании экстрактов опухоли ме-
ланомы В16 с помощью хроматографии на 

Рис. 2. Хроматография на ДЭАЭ-целлюлозе экстракта клеток 
меланомы В16 до (а) и после (б) инъекций 8-С1-цАМФ. 
/ протеипкиназнаи активность; 2 цАМФ-связывающая активность. По оси 
абсцисс- номера фракций; по осям ординат: слева 'Н, имн/мин • Ю ' и 
: , i !P, ими/мин • l ( ) " ; t , справа концентрация NaCI, М 

ДЭАЭ-целлюлозе до и после инъекций 8-С1-цАМФ 
было установлено, что в процессе замедления 
скорости роста опухоли происходит изменение со-
отношения протеинкиназы 1 и II (рис. 2). На 
рис. 2 видно, что в контрольных клетках пре-
обладает активность протеинкиназы I, а в клетках, 
обработанных 8-С1-цАМФ, наблюдается значи-
тельное увеличение активности протеинкиназы II. 

Очень важные данные были получены при 
изучении механизмов цАМФ-зависимого ингиби-
рования опухолевого роста с помощью анти-
смысловых олигонуклеотидов к мРНК субъединиц 
протеинкиназы I и II. Было установлено, что 
только использование антисмысловой последова-
тельности к мРНК регуляторной субъединицы 
II|i приводит к нарушению восприимчивости клет-
ки к действию аналогов цАМФ. 

Таким образом, приведенные выше данные сви-
детельствуют в пользу особой роли регуляторной 
субъединицы II в проведении внешних сигналов. 
В настоящее время установлено, что регуляторная 
субъединица протеинкиназы II транслоцируется в 
ядро [17]. Этот процесс ймеет ряд интересных 
особенностей. 

Для исследования процесса транслокации регу-
ляторной субъединицы II в ядро нами была приме-
нена культура нормальных фибробластов мыши 
(NIH-3T3) и фибробластов со сниженным уровнем 
цАМФ в результате трансформации вирусом 
SV-40. На рис. 3 показана транслокация экзо-
генной меченной ,251 регуляторной субъединицы 
протеинкиназы из мозга при введении ее в клетки 
ЗТЗ с помощью теней эритроцитов. Было установ-
лено также, что после транслокации регуляторной 
субъедцницы в ядро она локализуется в непо-
средственной близости от ядрышек. Для культуры 
клеток ЗТЗ наблюдается не только четкая трансло-
кация регуляторной субъединицы в ядро, но и на-
копление этого белка на метафазных хромосомах 
[17]. В то же время транслокация меченой ре-
гуляторной субъединицы в ядра и акцепция на 
хромосомах трансформированных вирусом SV-40 
клеток практически не наблюдаются. Это может 
свидетельствовать о том, что в клетках SV-40-3T3 
нарушена система транспорта протеинкиназы че-
рез мембрану. При введении в систему регулятор-
ной субъединицы совместно с цАМФ в значитель-
ной степени восстанавливались проникновение ме-
ченого белка в ядро и акцепция его на мета-
фазных хромосомах. Это может означать, что 
трансформация клеток ЗТЗ вирусом SV-40 не при-
водит к изменению специфических мест связыва-
ния регуляторной субъединицы на хроматине, а 
вызывает, по-видимому, изменение системы гене-
рации цАМФ, которая связана с транспортом 
субъединицы в ядро. 

В связи с упомянутыми выше особенностями 
транслокации регуляторной субъединицы в ядро и 
влиянием на этот процесс опухолевой трансформа-
ции клетки было целесообразно сравнить процесс 
транспорта этого белка в ядро для клеток, под-
вергшихся неопластической трансформации друго-
го типа. Этот процесс был исследован для случаев 
спонтанного рака (клетки KB, HeLa, Hep). Ока-
залось, что в таких клетках регуляторная субъ-
единица проникает в ядро, но не акцептируется 
хромосомами. При добавлении цАМФ результаты 
не изменяются. Это дает основание нредпола-
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Рис. 3. Микрофотография клеток NIH-3T3 через 6 ч (а) и 12 ч (б) после введения регулятор-
ной субъединицы. Ув. 2800. 

гать, что взаимодействие регуляторной субъедини-
цы с генетическим материалом клеток типа KB 
отличается от взаимодействия нормальных и 
трансформированных вирусом клеток. 

Исходя из полученных результатов, можно сде-
лать предположение, что механизм цАМФ-зави-
симой регрессии опухолей связан с существовани-
ем в клетке регуляторной субъединицы II, спо-
собной воспринять цАМФ, беспрепятственно про-
никнуть в ядро и акцептироваться в специфиче-
ском акцепторном участке хроматина. Если какой-
либо компонент этой системы будет необратимо 
нарушен, то такая клетка становится индиффе-
рентной к действию цАМФ. В некоторых случаях 
может даже повышаться пролиферативная актив-
ность в связи с наложением многих факторов, 
связанных с плейотропностыо действия цАМФ. 

Из приведенных данных можно заключить, что 
компартментализация цАМФ-зависимой протеин-
киназы, в частности ее регуляторной субъединицы, 
играет важную роль в процессе жизнедеятельно-
сти, а нарушения, возникающие при неопласти-
ческой трансформации, существенным образом 
связаны с изменением ядерно-цитоплазматических 
взаимоотношений, и в частности транслокации 
протеинкиназы в ядро. 
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П Р О Т Е О Л И Т И Ч Е С К И Е Ф Е Р М Е Н Т Ы В ПРО-
ЦЕССАХ О Н К О Г Е Н Е З А 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, 
Москва 

Представление о том, что протеолитические 
ферменты ассоциированы со злокачественным ро-
стом, сложилось давно и базируется на двух 
группах многочисленных данных: 1) на опухолях 
разного генеза, на обширном клиническом мате-
риале, а т а к ж е и на линиях трансформиро-
ванных клеток установлено, что активность про-
теолитичсских ферментов в ткани опухоли выше, 
чем в соответствующей нормальной ткани. Чем 
агрессивнее опухоль, тем выше в ней активность 
протеолитических ферментов [1, 8, 21, 40, 64) ; 
2) в опытах in vitro и in vivo обнаружено 
антиканцерогенное действие ингибиторов протеи-
наз. Показано, что целый ряд ингибиторов тор-
мозит трансформацию разных линий клеток, а у 
экспериментальных животных препятствует разви-
тию индуцированных опухолей, их росту и ме-
тастазированию [I, 7, 8, 21, 63, 64] . 

Функции протеолитических ферментов в процес-
сах злокачественного роста многообразны и раз-
ноплановы. Эти ферменты не только участвуют в 
различных этапах многоступенчатого процесса 
канцерогенеза, но и вовлечены в сложную цепь 
взаимоотношений раковой клетки с близлежа-
щими нормальными тканями и различными ре-
гуляторными и защитными системами организма 
хозяина 17, 8, 21, 40, 41, 64] . Протеиназы 
х а р а кте р и зу юте я м н о ж ест в е н н ост ыо б и ол о г и ч е -
ских эффектов и включены, по-видимому, как в 
нарушение контроля роста и формирование транс-
формированного фенотипа раковых клеток, так и в 
их инвазивную активность, способность к мигра-
ции, процессы ангиогенеза [7, 8, 21, 33, 641. 
Функции отдельных протеин аз в большинстве 
из указанных процессов еще неясны и являются 
предметом многих исследований. Д л я их рас-
шифровки большое значение имеют модельные 
системы, которые были предложены в последнее 
время для исследования отдельных этапов канце-
рогенеза. С помощью трансфскции различных 
онкогенов были получены линии клеток, отли-
чающиеся по своей туморогенной и метастатиче-
ской активности; на них удалось проследить 
различия в экспрессии отдельных протеипаз и 
выяснить их связь с процессами туморогенеза 
и метастазирования |12, 16, 20, 35] . Использо-
вание в качестве моделей для изучения инвазии 
амниотической или хориоаллантоисной мембраны 
дало возможность оценить вклад отдельных фер-
ментов в инвазивную активность клеток [39, 
44, 51, 52, 56, 691. 

Имеющиеся данные свидетельствуют о том, 
что в процессах онкогенеза участвуют протеиназы 
разных типов: сериновые, цистеииовые, аспар-
тильные, металлопротеиназы. Эти ферменты могут 
иметь различную субклеточную и внеклеточную 
локализацию [1, 21, 34, 40, 41, 64] . 

В настоящем обзоре мы остановимся на неко-

торых протеиназах, а именно на активаторе 
плазминогена (АН) , катепсинах В, L, Г) и 
коллагеназах, т. е. ферментах, которым уделяет-
ся в последнее время наибольшее внимание в 
связи с их участием в процессах онкогенеза. 
Мы рассмотрим возможную роль этих ферментов 
в процессах неопластической трансформации кле-
ток, инвазии и метастазировании, а т а к ж е кос-
немся перспектив их определения в клинических 
условиях с диагностическими и прогностическими 
целями. Более подробные сведения об участии 
АН [7, 14, 21, 33, 511, катепсинов В и L 
[49, 57, 581, коллагеназ [34, 35, 641 и других 
протеиназ |1, 41, 53, 54, 64) в процессах 
злокачественного роста представлены в соответ-
ствующих обзорах. 

Протеиназы в процессах неопластической 
трансформации клеток 

Сериновые протеиназы: АН. Многочисленные 
данные свидетельствуют о том, что опухоли 
разного гистогенеза и различные трансформиро-
ванные клетки синтезируют и секретируют в 
среду большое количество сериновых протеиназ, 
активирующих плазминоген |7, 14, 21, 33, 40, 
64] . Известно два основных типа АН, разли-
чающиеся по физико-химическим, энзимологиче-
ским и иммунологическим свойствам: тканевый 
АН (т-АП), вырабатываемый главным образом 
эидотелиальными клетками, и АН урокиназного 
типа (у-АП), который продуцируется целым рядом 
нормальных и трансформированных клеток 17, 14, 
21, 33, 40, 64] . Функцию т-АП, обладающего 
большим сродством к фибрину, связывают в основ-
ном с фибринолитической системой, функцию 
у-АП — с рядом внутриклеточных и внеклеточных 
процессов, в том числе с миграцией и инвазией 
клеток [7, 14, 21, 33, 40] . Большинство опухо-
лей секретируют у-AII, некоторые т-АП, а в ря-
де случаев наблюдается продукция обоих типов 
АП [14, 21, 33, 40] . Индукция синтеза у-АП 
отмечалась при заражении ряда типов клеток 
ретровирусами, трансфскции онкогенов sre и ras, 
под влиянием многих ростовых факторов, промото-
ров роста, некоторых гормонов [10, 14, 33] . 
В эмбриональных куриных фибробластах синтез 
увеличивался примерно в 50 раз и отмечался в 
течение 1 ч после з а р а ж е н и я клеток еще до того, 
как они приобретали трансформированный фено-
тип |10, 14 | . Установлено, что экспрессия гена 
у-АП находится под прямым контролем продукта 
гена s r e белка р608Г( и зависит от величины 
его протеинкиназной активности [10]. у-АП секре-
тируется из клеток в виде неактивной одноцепо-
чечной формы про-у-АП, которая иод влиянием 
каталитических количеств плазмина (или автока-
талитической реакции при связывании с рецепто-
ром) превращается в двухцепочечный активный 
фермент [7, 14, 33] . На плазматической мемб-
ране многих клеток находится специфический 
рецептор для у-AII , который связывает как актив-
ный фермент, так и про-у-АП (последний при 
этом может активироваться) [7, 14, 33] . Различ-
ные клетки синтезируют и секретируют в среду 
три разных типа ингибиторов А П [33, 64] . 
Они блокируют All , но не взаимодействуют 
с у-АП, связанным с рецептором. Таким образом, 
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на мембране клетки может возникать участок, 
где локально повышена протеолитическая актив-
ность. Это, как полагают, имеет место в зоне 
фокального контакта [44, 48] и, поскольку АП 
активен при физиологических значениях рН, мо-
жет иметь важные биологические последствия. 

Каковы функции АП и какова его роль в 
процессах трансформации клетки? Полагают, что 
у-AII может быть включен как в изменение 
регуляции процессов пролиферации, так и в фор-
мирование трансформированного фенотипа клет-
ки, а также в последующие стадии прогрессии 
опухоли, связанные с инвазией, миграцией кле-
ток, метастазированием [7, 12, 14, 21, 33, 40, 
64]. Действие у-АП может быть как непосред-
ственным, так и опосредованным через плазмии, 
который образуется под влиянием АП из плазми-
ногена. у-АП обладает митогенным свойством, 
которое, как полагают, может быть связано или 
не связано с его протеолитической активностью. 
В последнем случае митогенный эффект может 
быть индуцирован взаимодействием у-АП (за счет 
домена, гомологичного эиидермальному фактору 
роста) с рецептором [7, 33]. Протеолитическая 
реакция, приводящая к индукции пролиферации, 
не идентифицирована. у-А11 сам или под действием 
образующегося при его участии плазмина может 
модифицировать белки плазматической мембраны 
и цитоскелета клетки и таким образом, изменяя*" 
антигенную структуру и морфологию клетки, 
может быть включен в формирование трансфор-
мированного фенотипа 17, 14, 21, 33, 40, 64]. 
Какие конкретные реакции протекают при этом, 
пока неизвестно. Велика роль АП во внеклеточном 
нротеолизе, который является одним из основных 
медиаторных механизмов процессов инвазии и ме-
тастазирования, а также нарушения гемостаза, 
наблюдаемого при злокачественном росте [1, 7, 
21, 64]. 

Цистеиновые протеиназы: катепсины В и L. На 
ранних стадиях трансформации клеток наблю-
дается появление не только АП, но и некоторых 
других протеиназ, в частности катепсина L. 
Это основная цистеиновая эндопептидаза лизосом 
с широким спектром действия и оптимумом рН 
в слабокислой среде рН 6,0—6,5. Наряду с дег-
радацией белков катепсин L катализирует ряд 
реакций ограниченного протеолиза и в модель-
ных системах вызывает активацию ряда ключе-
вых ферментов обмена (некоторых протеинкиназ, 
фосфодиэстеразы циклических нуклеотидов), 
инактивацию н е кот о р ы х ферментов у гл е в од н о го 
обмена и др. [5]. Фермент участвует в про-
цессинге антигенов [38], образовании и инакти-
вации некоторых регуляторных пептидов [5]. 
Кроме того, катепсин L расщепляет различные' 
компоненты межклеточного матрикса: коллаген, 
эластин, фибронектин, ламинин, протеогликан и 
может участвовать в деструкции ткани [5, 6 | . 
Интерес к катепсину L и его роли в процессах 
онкогенной трансформации вызван тем, что в 
1986 1987 гг. было устаноЕзлено, что основной 
белок, секретируемый трансформированными мы-
шиными фибробластами (так называемый МЕР) , 
является проформой катепсина L [15, 19, 37). 
Индукция синтеза МЕР наблюдается под дейст-
вием ретровирусов, промоторов роста, некоторых 
ростовых факторов и химических канцерогенов 

[19, 62]. После трансфскции онкогена ras в 
куриные фибробласты экспрессия МЕР увеличи-
вается в 25 -30 раз и отмечается в течение 
1-го часа [17, 62]. Поскольку разные трансфор-
мирующие агенты вызывали экспрессию гена, 
кодирующего МЕР, было высказано предположе-
ние, что М Е Р может являться маркером транс-
формации мышиных фибробластов [62]. Однако 
сама по себе повышенная продукция М Е Р не 
вызывает образования трансформированного фе-
нотипа [62]. Исследование свойств МЕР, струк-
туры его гена и регуляции активности показа-
ло, что он является прокатепсином L [15, 19, 
31, 37). Белок обладает небольшой энзиматиче-
ской активностью и может активироваться в кис-
лой среде в результате автокаталитической 
реакции, превращаясь в катепсин L, аналогич-
ный ферменту, находящемуся в лизосомах [37]. 
Увеличение синтеза прокатепсина L при транс-
формации фибробластов происходит, очевидно, 
в результате активации того же гена, кото-
рый кодирует этот белок в нормальных клетках 
[31, 37, 62]. Повышенная секреция прокатепси-
на L связана с нарушением его гликозилиро-
вания и понижением сродства к рецептору для 
маннозо-6-фосфата [ 17|. 

Увеличение синтеза прокатепсина L отмечалось 
не только в трансформированных фибробластах, 
но и в ряде опухолей человека и линиях 
раковых клеток [10, 31, 36, 70]. На клетках 
меланомы было показано, что катепсин L не 
только присутствует в лизосомах, но и экспрес-
сируется на плазматической мембране, где ом на-
ходится как в активной форме, так и в проформе. 
Содержание фермента в мембранной фракции 
коррелировало с метастатическим потенциалом от-
дельных субпопуляций клеток меланомы [55]. 
Аналогичные данные были получены ранее на 
том же материале еще для одной цистеиновой 
протеиназы катепсина В [58| . 

Увеличение активности катепсина В —лизосом-
ной протеиназы, основные функции которой свя-
заны с участием в деградации и процессинге 
белков [5], отмечалось при разных формах 
неоплазий [49, 57]. В ряде случаев (при карци-
номе грудной железы, легких, меланоме и др.) 
наблюдалась секреция аномальной формы этого 
фермента [48, 57, 58]. Указанная катепсин 
В-подобная протеииаза находилась в латентной 
форме и отличалась от катепсина В стабиль-
ностью в нейтральной и слабощелочной среде 
[49, 57]. Она была идентифицирована как 
предшественник катепсина В, который, не подверг-
шись полностью протеолитическому процессингу, 
секретируется из клетки [57, 58). На клетках 
мышиной меланомы было показано, что увеличе-
ние содержания катепсина В и появление его 
на плазматической мембране связаны не только 
с повышенной экспрессией гена, кодирующего этот 
белок в нормальных клетках, но и с активацией 
двух других генов [50]. 

Каковы функции катепсинов В и L в процес-
сах канцерогенеза, пока не совсем ясно. Полагают, 
что, экспрессируясь на плазматической мембране 
раковой клетки и(или) секретируясь из нее, эти 
протеиназы участвуют в процессах инвазии и 
метастазирования [55, 58). Вместе с тем высказы-
вается мнение, что эти ферменты (особенно ка-
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тепсин L) могут быть включены в начальные 
этапы онкогенной трансформации клетки [311. 
Серьезным аргументом в пользу этого предположе-
ния являются опубликованные в 1987 г. данные 
о том, что продукт онкогена ras белок р21 
обладает способностью ингибировать цистеиновые 
протеиназы | 24 | . Подобной активности пока ни 
для одного другого онкобелка не' обнаружено 
[4, 9] . Белок р21 обладает большим срод-
ством к катепсину L, чем к катепсину В, и 
эффективно тормозит ряд катализируемых этим 
ферментом реакций, в том числе расщепление 
регуляторной субъединицы ц-АМФ-зависимой 
протеинкиназы II [25] и деградацию рецептора 
для фактора роста эпидермиса [26]. Каково зна-
чение модификаций этих (или других) протеоли-
тических реакций для трансформирующего дей-
ствия белка р21, пока сказать трудно. Можно, 
однако, думать, что биологические функции этого 
белка и его роль в трансформации клетки 
связаны не только со способностью связывать 
гуаниновые нуклеотиды, активностью ГТФазы и 
предполагаемым участием в цепи реакций пере-
дачи сигнала с поверхности клетки [4, 9] , 
но и с нарушением «иротсолитического ста-
туса» клетки [27| . В пользу этого указывают 
опыты с мутантными белками р. В этих опытах 
не удалось выявить прямой корреляции между 
трансформирующим действием этого белка и его 
г у а н и н н у к л еот ид с в я з ы в а ю ще й и а кт и в и р у ю i це й 
ГТФазу активностью, с одной стороны, и ингиби-
торными свойствами с другой [27]. Вместе с 
тем ипгибиторная активность р21, по-видимому, 
важна для процесса трансформации клетки, так 
как добавление к культуре фибробластов инги-
биторов цистеиновых протеиназ (природных ци-
статинов или синтетических ингибиторов катеп-
сина L) приводит к появлению локальных зон 
трансформации [29]. 

Представленные данные позволяют думать, 
что на начальных этапах трансформации клеток 
может нарушаться баланс цистеиновых протеиназ 
и их ингибитора, что может способствовать 
дестабилизации клетки. Это согласуется с гипо-
тезой о дестабилизирующем и дерегулирующем 
механизмах действия онкогена ras в процессе 
трансформации [28, 43]. 

Хотя роль катепсинов L и В в процессах 
онкогенеза еще неясна, очевидно, что трансфор-
мация многих типов клеток сопровождается изме-
нением уровня активности и регуляции этих 
лизосомных протеиназ: их повышенной экспрес-
сией, нарушением процессинга и локализации. 
Является ли это причиной или следствием пре-
вращения нормальной клетки в трансформиро-
ванную, покажут будущие исследования. 

Аспартильные протеиназы: катепсин LJ. «Увели-
чение продукции, нарушение процессинга и 
гиперсекреция отмечались в процессах онкогене-
за не только для лизосомных цистеиновых про-
теиназ (катепсинов В и L), но и для катепсина D. 
Высокомолекулярная форма этого фермента 
(52 кД)' была обнаружена при раке грудной 
железы и эндометрия [53, 54]. Эстрогены и не-
которые факторы роста индуцировали синтез этого 
белка и его повышенную секрецию из клетки. 
Было установлено, что указанный белок является 
прокатепсином D, который по своей первичной 

структуре не отличается от соответствующего 
белка, синтезируемого нормальными эпителиаль-
ными клетками грудной железы (наблюдалась 
замена только одной аминокислоты [53, 54] ) . 
Эти данные, а также исследование соответствую-
щих мРНК позволили заключить, что повышенный 
синтез прокатепсина D в раковых клетках обус-
ловлен активацией гена, кодирующего этот белок 
в норме [54]. Выяснение причин повышенной 
секреции прокатепсина D привело к заключе-
нию, что в клетках рака грудной железы изме-
нено гликозилирование белка, вследствие чего 
нарушены взаимодействие его с рецептором для 
маинозо-6-фосфата, транспортирующего белок в 
лизосомы, и его протеолитический процессинг 
|13]. Прокатепсин D в кислой среде в результа-

те автокаталитической реакции превращается в 
активный фермент (с мол. м. 48 и 34 кД) 
[53]. В опытах in vitro прокатепсин D и образую-
щийся из него фермент выступают как аутокрин-
ные митогенные факторы, усиливая пролиферацию 
клеток рака грудной железы [53, 54). Посколь-
ку в кислой среде (рН около 4,0) катепсин D 
вызывает деградацию компонентов межклеточного 
матрикса, полагают, что он может вносить вклад в 
инвазивную активность клеток [54]. Подтвержде-
нием этого могут служить данные о том, что вы-
сокое содержание катапсина D и его проформы 
в клетках рака грудной железы коррелирует с 
плохим прогнозом заболевания [60, 61]. Еще одна 
функция катепсина D в процессах злокачест-
венного роста может быть связана с образо-
ванием и накоплением асцитной жидкости, так 
как он катализирует образование лейкокининов, 
вызывающих увеличение проницаемости стенок со-
судов [22]. В асцитной жидкости катепсин D 
может активировать также и латейтную катепсин 
В-подобиую протеииазу и тем самым усиливать 
течение процесса [45]. 

Металлопротеиназы: коллагеназы, стромелизин. 
В отличие от рассмотренных выше протеиназ, 
функции которых в процессах злокачественного 
роста могут быть связаны как с внутриклеточ-
ным, так и с внеклеточным протеолизом, ме-
таллопротеиназы — коллагеназы и стромелизи-
ны участвуют во внеклеточной деструкции тка-
ней. Они, по-видимому, ассоциированы с возник-
новением метастазирующего фенотипа клеток и 
играют ключевую роль в процессах инвазии и 
метастазирования [34, 35, 64, 68]. 

Особое внимание исследователей обращено на 
коллагеназу IV типа, которая разрушает коллаген 
базальных мембран, представляющих собой есте-
ственную преграду для иивазирующих клеток 
[6, 34, 35, 64). Этот фермент был обнаружен в 
метастазирующих опухолях разного генеза, а в 
опытах с трансфекцией отдельных онкогенов в 
фибробласты и гибридизацией соматических кле-
ток была показана корреляция его экспрессии и 
возникновения метастазирующего фенотипа кле-
ток [20, 34, 35]. Многие опухоли характери-
зуются также повышенной продукцией коллаге-
назы I типа, гидролизующей интерстициальные 
коллагены — основные компоненты экстрацел-
люлярного матрикса и соединительной ткани [6, 
34, 64, 68]. С онкогенной трансформацией 
ряда типов клеток (например, эмбриональных 
крысиных фибробластов или фибробластов кожи 
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человека) ассоциирована экспрессия еще одной 
металлопротеиназы стромелизина, которая рас-
щепляет различные компоненты матрикса: протео-
г л и к а н ы, ф и б р о н е кт и н, де н ату р и р о в а и н ы й ко л -
лаген I типа, коллаген IV типа [42, 67]. 
Все перечисленные металлопротеиназы секретиру-
ются из клетки в виде неактивных профермен-
тов и могут активироваться в результате 
ограниченного протеолиза под действием ряда 
протеиназ [6, 23, 33, 34, 41, 64]. Существен-
ную роль в этих процессах играет, очевидно, 
плазмин, который активирует проколлагеназу I и 
IV и простромелизин [7, 23, 33, 64]. При 
анализе некоторых линий раковых клеток (мыши-
ной меланомы, рака легкого и поджелудочной 
железы человека) во фракции плазматических 
мембран было обнаружено высокое содержание 
металлопротеиназ, деградирующих коллаген. Из-
менение локализации указанных ферментов, по 
мнению авторов, может быть характерно для ра-
ковых клеток [71]. Многие клетки и ткани 
синтезируют ингибиторы металлопротеиназ, кото-
рые относятся к двум основным типам и обозна-
чаются как тканевые ингибиторы металлопротеи-
наз I и II; они играют первостепенную роль 
в регуляции активности этих ферментов [34, 
59, 64]. 

Названные выше металлопротеиназы могут об-
разовываться не только раковыми клетками, но и 
близлежащими клетками нормальной соедини-
тельной ткани; будучи стимулированными рако-
выми клетками, они синтезируют и секрети-
руют в среду большое количество проколлаге-
назы 1 и простромелизина, которые вовлекаются 
затем в деструкцию ткани 123, 34, 64, 68]. 

Протеиназы в процессах инвазии и 
метастазирования 

Перечисленные выше протеиназы, а также ряд 
других участвуют в деструкции тканей в процес-
сах инвазии и метастазирования — сложных био-
логических процессах, реализуемых координиро-
ванными и многообразными взаимодействиями ра-
ковых клеток с клетками нормальных тканей и 
компонентами межклеточного матрикса [33 35, 
43, 64]. В ходе «метастатического каскада» 
раковая клетка отделяется от первичной опухоли, 
преодолевает тканевые барьеры и базальные 
мембраны, попадает в кровоток или лимфатиче-
ские сосуды, распространяется по организму, за-
тем имплантируется в стенку капилляров, про-
никает в нормальные ткани и дает рост вторич-
ной опухоли метастазу [33, 57 | . На всех эта-
пах, каждый из которых осуществляется каскадом 
биохимических реакций, участвуют протеолитиче-
ские ферменты. Необходимая для освобождения 
раковой клетки локальная деструкция ткани про-
текает, по-видимому, в перицеллюлярной об-
ласти непосредственно около поверхности инва-
зирующей клетки [33, 34, 44, 55, 58]. Пола-
гают, что в процессе инвазии раковая клетка, 
прикрепляясь за счет рецепторов для фибронек-
тина и ламииииа к соответствующим глико-
протеинам экстрацеллюлярного матрикса или ба-
зальных мембран, начинает секретировать боль-
шое количество гидролитических ферментов и 
(или) стимулирует к секреции соседние клетки 

нормальных тканей. Ферменты, действуя не-
посредственно на компоненты матрикса (фибро-
иектин, л а м и н и н, п ротеогл и ка н ы, кол л а ген) ил и 
активируя другие иротеолитическис ферменты 
(коллагеназы, стромелизин и др.) , вызывают 
лизис тканей и способствуют проникновению в 
иих раковой клетки [34]. Существенная роль в 
этих процессах принадлежит находящимся на 
поверхностной мембране раковой клетки протеина-
зам, которые резистентны к действию ингиби-
торов и создают локальные зоны с повышенной 
протеолитической активностью [33, 44, 48, 55, 581. 
Среди них особое место занимает у-AII, индукция 
синтеза которого и экспрессия на мембране важны 
для инвазии и миграции клеток |7, 12, 33, 44, 48]. 
Катализируя образование плазмина, All запус-
кает каскады протеолитических реакций, которые 
медиируются в дальнейшем плазмином и приво-
дят в конечном счете к разрушению ткани, 
а также к активации различных систем плазмы 
крови, включенных в регуляцию гемостаза |7, 23, 
33, 41, 64] (см. рисунок). 

Каскады реакций, приводящие к деструкции 
ткани при инвазии клеток, могут быть инду-
цированы и другими прогеиназами, в частности 
катепсина ми В и L (см. рисунок). Эти ферменты 
не только сами разрушают компоненты матрик-
са, но и могут активировать латентные формы 
коллагеназы [6, 64]. Для активности катепси-
нов В и L оптимальной является слабокислая 
среда, вследствие чего их действие может быть 
ограничено. Однако подобные условия могут 
реализоваться в микроокружении раковой клетки, 
что будет способствовать локальному протеоли-
зу [64]. Важно подчеркнуть, что, образовавшись 
в ничтожных количествах, у-АП или другая про-
теипаза-индуктор, может инициировать целый ряд 
биологических или патологических процессов, 
которые осуществляются в дальнейшем при уча-
стии плазмина и других протеиназ. В результате 
этого происходит резкое усиление и генерализа-
ция процесса, в осуществлении которого могут 
быть вовлечены разные типы клеток [6, 23, 64]. 
Степень участия разных протеиназ в инвазии 
различных клеток может различаться, она зависит 
как от типа опухоли, так и от конкретных 

Взаимодействие протеиназ во внеклеточном протеолизе при 
деструкции ткани. 
Протеиназы вырабатываются раковыми клетками или стимулированными клет-
ками нормальных тканей. / . 2, 3, 4 фибринолитическая, свертывающая, 
калликреин-кинйновая системы, система комплемента плазмы крови соответ-
ственно. 
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условий тканевого окружения. На это указывают 
данные о различном снижении инвазии клеток 
меланомы, фибросаркомы, карциномы при дейст-
вии ингибиторов разных классов протеиназ 
[39, 52, 69]. Решающую роль в инвазии кле-

ток играют, однако, металлопротеиназы, так как 
их ингибирование тормозит процесс примерно на 
80 % [52, 56, 69]. 

Надо отметить, что образующиеся при д е г р а д а -
ции компонентов межклеточного матрикса (кол-
лагена, фибронектина и др.) продукты распада 
во многих случаях обладают биологической ак-
тивностью. Ряд из них являются хемотактиче-
скими факторами и способствуют направленной 
миграции раковых клеток |3, 34, 64]. Неко-
торые из продуктов протеолиза фибронектина са-
ми обладают протеолитической активностью [47] 
и, возможно, вносят вклад в последующую 
деструкцию ткани. Фрагменты фибронектина, 
имеющие митогенную активность, могут способ-
ствовать также пролиферации раковых клеток 
[3]. 

1аким образом, индуцированные протеолитиче-
скими ферментами внеклеточные каскады биохи-
мических реакций имеют решающее значение в 
распространении и генерализации онкологическо-
го процесса. 

Перспективы исследований протеиназ в клинике 

С клинической точки зрения, исследования 
протеиназ, вырабатываемых раковыми клетками, 
могут иметь большую ценность, так как, как 
видно из изложенного, протеиназы могут являть-
ся маркерами инвазивной и метастатической 
активности опухоли. Крайне важными при этом 
являются выбор не только подходящего маркера, 
но и объекта для его исследования, а также 
специфичность метода определения. Присутствие 
большого числа различных ингибиторов протеиназ 
в сыворотке крови, других биологических жид-
костях и тканях делает затруднительным прямое 
определение активности ферментов. Тем не менее в 
целом ряде работ были предприняты попытки 
определить активность протеиназ, вырабатывае-
мых раковыми клетками, в сыворотке крови |2, 
18, 41, 46, 65, 66]. В качестве субстратов 
для определения активности использовались низ-
комолекуляриые флюорогенные или хромогенные 
синтетические пептиды, так как активность про-
теиназ по отношению к таким субстратам может 
сохраняться после взаимодействия с некоторыми 
ингибиторами. Такого рода исследования, направ-
ленные на обнаружение аномальной щелочно-
стабильной катепсин В-подобной протеиназы, бы-
ли проведены при разных формах рака: грудной 
железы [65], половых органов [46], печени, пря-
мой кишки [18] и др. Хотя в ряде случаев 
активность фермента коррелировала с тяжестью 
онкологического процесса [46], такие исследова-
ния вряд ли перспективны. Это объясняется, 
во-первых, недостаточной специфичностью исполь-

.зуемых субстратов, превращение которых могут 
катализировать также и другие протеиназы |2, 
661 и, во-вторых, тем, что активность фермента 
в сыворотке может быть повышена и при иных па-
тологических состояниях [2, 11, 40]. Последнее 
заключение относится также к коллагеиолитиче-

ским ферментам, активность которых пытались 
определять в сыворотке крови при злокаче-
ственных новообразованиях [40, 41]. Более пер-
спективными для диагностики представляются 
специфические иммунофлюоресцентные или радио-
иммунологические методы, которые были приме-
нены недавно для определения у-АП [30], 
катепсина D [60, 61], катепсина В [32, 36], 
коллагеназы [11, 68]. С помощью моноклональных 
антител к у-АП и двух форм катепсина D 
(проформы и зрелого фермента) было установ-
лено, что высокое содержание ферментов в клетках 
карциномы грудной железы коррелирует с часто-
той рецидивов и плохим прогнозом заболевания 
[30, 60, 61). Проведённый ретроспективный 
многофакторный анализ показал, что у-АП [301 
и катепсин D [60, 61] являются независимы-
ми прогностическими показателями, которые луч-
ше, чем другие тесты, отражают характер те-
чения заболевания. Полагают, что определение со-
держания этих белков, а также некоторых дру-
гих протеиназ (в том числе и коллагеназы) 
найдет широкое применение в клинической прак-
тике и может служить тестом при оценке эф-
фективности проводимой терапии [7, 30, 60, 61). 
Поскольку в опытах на экспериментальных жи-
вотных специфические антитела к у-АП [7, 51], 
а также некоторые ингибиторы сериновых и ме-
таллопротеиназ [52, 56] тормозили развитие 
метастазов, можно думать, что среди ингибито-
ров протеиназ и моноклональных антител к этим 
ферментам могут быть в дальнейшем найдены 
эффективные химиотерапевтические и иммуиоте-
рапевтические средства. 

Говоря о клиническом значении определения 
протеиназ при злокачественных новообразова-
ниях, надо отметить, что в многочисленных ра-
ботах для оценки характера течения заболева-
ния пытались и пытаются использовать показа-
тели фибринолитической, свертывающей, каллик-
реии-кинииовой систем, 4 а также определение 
уровня ингибиторов протеиназ плазмы крови 
[1, 7, 63, 65]. Поскольку приv злокачественном 
росте, особенно при генерализации процесса, 
происходит нарушение указанных систем, эти 
тесты, возможно, могут иметь определенную про-
гностическую значимость. Однако они являются 
неспецифичными и могут иметь лишь вспомога-
тельное значение. 

3 а к л ю ч е н и е. Рассмотрим изложенные дан-
ные с двух точек зрения: каковы механизмы 
изменения активности и регуляции протеиназ 
при онкогенной трансформации клеток; каковы 
последствия нарушения «протеолитического стату-
са» клетки для последующих стадий канцеро-
генеза и развития патологического процесса. 

Приведенные данные показывают, что увеличе-
ние активности протеиназ, сопровождающее не-
опластическую трансформацию многих типов кле-
ток, обусловлено не только усилением био-
синтеза ферментов, но и нарушением регуляции 
их активности, т. е. активность протеиназ при 
онкотрансформации контролируется и на генном, 
и на постгениом уровне. Усиленная экспрессия 
определенных протеиназ на той или иной 
стадии трансформации клетки может быть вызва-
на как активацией гена, кодирующего фермент 
в нормальной клетке (например, катепсины L 
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[31, 62] и D [53]) , так и включением «мол-
чащих» генов (коллагеназа IV [34], катепсин 
В [50]. Определенные стадии трансформации 
клетки: нарушение контроля роста, образование 
туморогенного фенотипа, появление метастази-
рующего фенотипа ассоциированы, по-видимо-
му, с экспрессией различных протеиназ. Их появ-
ление зависит от типа трансформируемой клетки, 
стадии ее дифференцировки и клеточного цикла, 
а также природы трансформирующего агента. 

В случае лизосомных протеиназ (катепсинов 
В, L, D) усиленный биосинтез в различных 
опухолях сопровождается нарушением посттранс-
ляционного процессинга предшественника фермен-
тов: снижением гликозилирования и нарушением 
протеолитических стадий. В результате этого 
изменяется локализация протеиназ в клетке и на-
блюдается секреция неактивной или малоактивной 
проформы фермента. Изменение локализации ли-
зосомных и некоторых других протеиназ [71], 
появление их на плазматической мембране ра-
ковых клеток и нарушение взаимодействия 
с соответствующими эндогенными ингибиторами 
приводят к возникновению локальных зон с по-
вышенной протеолитической активностью [44, 48, 
58]. Это в свою очередь может индуцировать 
различные реакции и модифицировать ряд внутри-
клеточных и внеклеточных процессов. 

Хотя роль протеиназ в начальных этапах онко-
генеза еще неясна, можно думать, что, экспрес-
сируясь на ранних стадиях трансформации, эти 
ферменты вовлекаются в перестройки обмена и, 
инициируя каскады реакций, способствуют уси-
лению пролиферации и формированию транс-
формированного фенотипа клетки. Появление не-
сбалансированной протеолитической активности 
может оказывать дестабилизирующее действие 
на клетку, облегчая протекание последующих ста-
дий трансформации. Экспрессии протеиназ на 
плазматической мембране раковых клеток и секре-
ция их в перицеллюлярную область могут вызвать 
модификацию клеточной поверхности и изменение 
антигенных и адгезивных свойств клетки. Это 
в свою очередь приводит к нарушению межклеточ-
ных контактов, изменению иммуиогенных свойств 
и возникновению иммунорезистентности раковых 
клеток по отношению к защитным системам ор-
ганизма-хозяина. 

Реализуемые кооперированным взаимодейст-
вием различных протеиназ, вырабатываемых не 
только раковыми, но и стимулированными нор-
мальными клетками, процессы локальной де-
струкции обеспечивают инвазию и метастазиро-
ванние опухоли и распространение онкологическо-
го процесса. Совокупность представленных данных 
позволяет заключит^, что, экспрессируясь на опре-
деленных стадиях онкогенной трансформации, 
протеиназы выступают затем как медиаторы 
последующих стадий, способствуя генерализации 
злокачественного процесса. 
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г л И К О С Ф и н г о л и п и д ы и З Л О К А ч ЕСТ-
В Е Н Н Ы Й РОСТ 

Институт биоорганической химии им. М. М. Шемякина 
АН СССР, Москва 

Гликосфинголиииды (ГСЛ) обязательные 
компоненты всех эукариотических клеток. В струк-
туру молекулы ГСЛ входит аполярная часть 
церамид, состоящий из сфингозина и остатка жир-

ной кислоты, и полярная углеводная цепь . В состав 
олигомерных углеводных цепей в качестве моно-
меров могут входить глюкоза, галактоза, фу коза, 
глюкозамин, галакгозамин и сиаловые (N-ацил-
нейраминовые) кислоты. ГСЛ, содержащие сиало-
вые кислоты, называются ганглиозидами |41 | . 
Клеточные ГСЛ в основном локализованы на 
внешней поверхности плазматической мембраны, 
причем церамидная (гидрофобная) часть погру-
жена в мембрану, а углеводная (полярная) цепь 
направлена в окружающую среду. Хотя содержа-
ние ГСЛ составляет менее 1 % от общей суммы 
клеточных липидов, во внешнем слое плазмати-
ческой мембраны доля ГСЛ доходит до 50 % от 
всех липидов. 

Многочисленными исследованиями установлено, 
что ГСЛ проявляют иммуногенные свойства [10] 
и участвуют в процессах клеточного узнавания, 
рецепции гормонов, токсинов, факторов роста, 
лейкинов, в регуляции роста и дифференцировки 
клеток |12, 16, 32]. 

Существует определенная специфичность соста-
ва ГСЛ, в частности ганглиозидов, для различных 
органов и тканей. Изменение состава ГСЛ при-
водит к нарушению ряда биологических процессов, 
характерных для клеток. В настоящее время из-
вестно, что при злокачественном росте происходят 
значительные изменения в биосинтезе, катаболиз-
ме, составе и локализации ГСЛ (16, 18, 19]. 
Эти изменения обусловлены, с одной стороны, 
блокированием гликозилтрансфераз, что приводит 
к упрощению структуры углеводных цепей ГСЛ; 
с другой стороны, изменение состава ГСЛ сопро-
вождается индуцированием биосинтеза (неосинте-
за ) , что приводит к появлению новых гликолииид-
ных компонентов, несвойственных клеткам гомо-
логических нормальных тканей. Например, в ряде 
карцином появляются гликолипиды, содержащие 
фукозу [5, 16, 19]. В последние годы опублико-
вано значительное количество данных об опухоле-
вых антигенах гликолипидной природы [5, 17 
191. 

Существенным фактором, отмечаемым при зло-
качественных заболеваниях, является резкое уве-
личение содержания ганглиозидов в сыворотке 
крови больных раком по сравнению со здоровыми 
донорами [22, 27, 34, 37, 40]. В 1 мл нормальной 
сыворотки крови присутствует около 20 нмоль 
липидно-связанных сиаловых кислот, в то время 
как у больных оно может достигать 50 нмоль/мл. 
Этот факт послужил основанием для создания 
диагностического теста |26]. Следует отметить, 
что после удаления опухоли уровень ганглиозидов 
в сыворотке нормализуется. Однако установлено, 
что изменяется не только содержание ганглиози-
дов, но также и их состав в сыворотке крови. 
В нормальной сыворотке крови человека основным 
ганглиозидным компонентом является GM3 . 
Ганглиозиды с другим строением углеводной цепи 
присутствуют в незначительных количествах [28]. 
В то же время в сыворотке крови пациентов с мела-
номой и иейробластомой найдены ганглиозиды 
GD, [34, 42] и GD 2 [30, 38, 42, 47], являющиеся 
поверхностными антигенами этих опухолевых кле-
ток. Ганглиозид GD 3 был обнаружен также в сы-
воротке крови пациентов с болезнью Ходжкина, 
карциномой прямой кишки, яичников [4 | , молоч-
ной железы и желудка [9]. В крови больных с ге-



патомой обнаружен ганглиозид ОМ 2 [21). Резкое 
возрастание содержания минорных для нормаль-
ной сыворотки крови человека ГСЛ было обнару-
жено в асцитических жидкостях при разных фор-
мах рака. Так, в случае гепатомы и рака под-
желудочной железы в асцитических жидкостях 
найдены в значительных количествах ганглиозиды 
GM2 И GD3 , а также нейтральный гликолипид 
параглобозид [43]. 

Каким образом несвойственные нормальной сы-
воротке крови ганглиозиды появляются при зло-
качественных заболеваниях? Известно, что с кле-
точной поверхности in vivo и in vitro происходит 
непрерывное спонтанное сбрасывание (шеддииг) 
мембранных фрагментов |14, 35]. При некоторых 
патологических состояниях, особенно при малиг-
низации, шеддинг значительно усиливается, при-
чем сброшенные мембранные фрагменты обогаще-
ны по сравнению с плазматической мембраной 
опухолевыми антигенами [36, 45]. Принимая во 
внимание, что в плазматических мембранах при-
сутствует большое количество ГСЛ, можно пред-
положить, что они поступают во внеклеточную 
среду в результате эксфолиации мембранных 
фрагментов. При изучении шеддинга ГСЛ in vitro 
на примере тимоцитов теленка [ 15], клеток лимфо-
мы EL-4 | 1 | , лимфомы УАС-1 [29], лимфомы 
5176У [46], гепатомы [39] и саркомы 37 |8 | мы-
шей было показано, что действительно с поверх-
ности клеток во внеклеточную среду сбрасывается 
большое количество ганглиозидов, причем шед-
дииг происходит весьма интенсивно. Таким обра-
зом, ганглиозиды, находящиеся на поверхности 
опухолевых клеток, могут переходить в кровоток. 

Циркулируя в кровотоке, ГСЛ способны взаимо-
действовать с иммунокомпетентными клетками. 
Накопленные к настоящему времени данные свиде-
тельствуют о том, что ГСЛ, особенно ганглиозиды, 
являются иммуномодуляторами [5 | . Так, в опытах 
in vitro неоднократно было показано, что ганглио-
зиды мозга подавляют активацию и дифференци-
ровку В-клеток, вызываемую митогенами, угне-
тают стимуляцию Т-лимфоцитов лектинами и ал-
логенными клетками, причем супрессорный эффект 
специфически зависит от структуры олигосахарид-
ных цепей. Поскольку в крови больных раком рез-
ко увеличивается содержание ганглиозидов GM.< 
и GD) и их предшественника лактозилцера /мида, 
важно было изучить их влияние на иммунный 
ответ. Проведенные нами исследования показали, 
что ганглиозид GM 3 практически не влияет на 
бласттрансформацию лимфоцитов человека, инду-
цированную фитогемагглютинином, тогда как 
ганглиозид GD 3 и лактозилцерамид заметно ин-
гибируют активацию [7 | . В то же время г а н г л и о -
зид GM3 стимулирует Т-супрессорную активность 
[7]. Установлено, что Т-супрессорную активность 

лимфоцитов стимулирует также лактон ганглиози-
да GM 3 [20], который обнаружен в меланомных 
клетках [33]. 

Нами было изучено также влияние ганглиозидов 
на цитотоксическую активность естественных кил -
леров. Было показано, что ганглиозиды GM3 , GD 3 
и лактозилцерамид заметно ингибируют цито-
токсическую активность естественных киллеров 
мышей, в то время как ГСЛ с иной структурой 
углеводной цепи практически не оказывали влия-
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ния | 2 | . Заметный ингибирующий эффект этих 
ганглиозидов был обнаружен также при их взаи-
модействии с естественными киллерами сирийских 
хомячков и человека [3, 6]. 

Все приведенные данные свидетельствуют о том, 
что при злокачественном росте наблюдается ряд 
отклонений в составе и содержании ГСЛ. Во-пер-
вых, существенно изменяется состав ГСЛ, что 
приводит к нарушению межклеточных контактов; 
эти изменения являются следствием нарушения 
биосинтеза ГСЛ. Во-вторых, усиление шеддинга 
мембранных компонентов, в том числе ганглиози-
дов, с поверхности опухолевых клеток приводит 
к повышению их содержания в сыворотке крови. 
В-третьих, присутствующие в сыворотке крови 
ганглиозиды могут модулировать противоопухо-
левый иммунитет организма, ингибируя цитотокси-
ческую активность естественных киллеров, угнетая 
бласттрансформацию и активируя Т-супрессорную 
а кт и в н ость л и м ф о ц и то в. 

Таким образом, при злокачественном перерож-
дении нарушение биосинтеза ГСЛ в опухолевой 
клетке может приводить к подавлению противо-
опухолевого иммунитета организма. 

Какие практические выводы можно сделать из 
приведенного выше материала? 

В последние годы получены данные о том, что 
вакцинация пациентов с меланомой гаиглиозидом 
GM 2 (антиген клеток меланомы) приводила к об-
разованию антител к GM2 в организме и спо-
собствовала частичному рассасыванию опухоли 
[31]. Регрессия меланомы наблюдалась также 
при инъекции пациентам моноклональных антител 
к ганглиозиду GD 2 [11,25] и GD 3 [ 1 3 , 2 3 , 2 4 , 4 4 ] . 

Все приведенные результаты свидетельствуют 
о том, что исследование биосинтеза и состава 
ГСЛ при малигнизации клеток не только выявляет 
их изменение при злокачественном росте, но и 
приводит к разработке новых путей диагностики 
и терапии рака. 
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П О Л И А М И Н Ы И О П У Х О Л Е В О Й РОСТ 

Институт проблем онкологии им. Р. Е. Кавецкого АН УССР, 
Киев 

В течение последних 20 лет проводятся интен-
сивные исследования роли полиаминов (путресци-
на, спермидина и спермина) при нормальном и зло-
качественном росте |1, 4, 5, 9 | . Установлены их 
регуляторные функции в важнейших метаболиче-
ских процессах, в частности в биосинтезе нуклеи-
новых кислот и белка, и важная роль в клеточной 
пролиферации. 

Полиамины — эндогенные алифатические поли-
катионы: путресцин (1,4-диаминобутан), сперми-
дин и спермин, рассматриваемые как производные 
путресцина, образующиеся в результате присоеди-
нения одной (в случае спермидина) или двух 
(в случае спермина) аминопропильиых групп. 

Механизм вовлечения полиаминов в процесс 
роста и деления клеток окончательно не выяснен. 
Однако не вызывает сомнения тот факт, что обра-
зование комплексов спермидина (или спермина) 
с нуклеиновыми кислотами и содержащими 
нуклеиновые кислоты надмолекулярными структу-
рами (хромосомами, рибосомами и др.) — важ-
нейшее условие обеспечения высокой скорости 
и надежности процессов транскрипции и трансля-
ции. 

Начиная с сообщения [7| о повышенном выве-
дении полиаминов с мочой у онкологических боль-
ных эти вещества привлекли внимание исследова-
телей как возможные маркеры злокачественного 
роста. В отделе биохимии опухолей Института 
проблем онкологии им. Р. Е. Кавецкого АН УССР 
изучение полиаминов и ферментов их метаболизма 
проводилось на различных экспериментальных мо-
делях опухолевого роста, а также у онкологиче-
ских больных с солидными опухолями и систем-
ными заболеваниями крови. 

Результаты исследований обнаружили харак-
терные изменения метаболизма полиаминов при 
канцерогенезе и опухолевом росте у животных 
и человека. Так, при канцерогенезе печени, вы-
званном N-нитрозодиэтиламином, и при канцеро-
генезе кишечника, вызванном 1,2-диметилгидрази-
ном (ДМГ) , в органах-мишенях наблюдаются 
активация синтеза и ослабление катаболизма 
полиаминов. В табл. 1 представлены данные об 
активности ключевого фермента биосинтеза по-
лиаминов — орнитиндекарбоксилазы (ОДК) — в 
слизистой оболочке тонкого и толстого кишечника 
крыс в процессе канцерогенеза. У подопытных 
крыс в слизистой оболочке тонкого и толстого 
кишечника изменения активности ОДК сходны: 
период резкого ее увеличения в первый месяц 
канцерогенеза вменяется значительным ее сниже-
нием и последующим повторным повышением. 

Выявленные изменения активности ОДК отра-
жают фазовый характер пролиферации клеток 
крипт кишечника при введении канцерогенеза | 6 | . 
Первое повышение уровня активности ОДК в ки-
шечнике в конце 1-го месяца канцерогенеза 
обусловлено компенсаторной регенерацией, разви-



Т а б л и ц а I 

Активность ОДК (в нмоль и С О ; на 1 мг белка за 1 ч) 
в слизистой оболочке кишечника крыс при канцерогенезе, ин-
дуцированном ДМГ 

Группа 
Срок 

Группа иссле- Тонкий кишечник Толстый кишечник ж и BOTH ых дования, 
мес 

Тонкий кишечник Толстый кишечник 

1-я {п=42) 1 7 3 , 5 6 ± 12,45*** 41,04±6,78*** 
2 1, 13±0,15** 1,04±0,15** 
3 5,4 4 ± 0 , 5 8 12,15+2,43** 
4 8 ,85±0 ,60* 16,21 ± 0 , 8 8 * 
5 9,38-ь 1,06* 25,684-6,96*** 
б 64,68±5,30*** 65,81 ±6,76*** 

2-я (лг=8) Оиухол ь 5 ,95±0 ,97 3,91 ± 0 , 4 7 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка р < 0 , 0 5 , две — р< 
< 0 , 0 1 , три р<0,0()1 

вающейся в слизистой оболочке в ответ на 
повреждающее действие канцерогенеза. При этом 
резкое увеличение активности О Д К может быть 
связано с повышением синтеза молекул фермента 
вследствие стимуляции транскрипции соответст-
вующего гена ОДК протеинкиназой I [8]. Сниже-
ние активности ОДК к концу 2-го месяца канцеро-
генеза связано, вероятно, с действием защитных 
механизмов (скорее всего иммунологических), при 
участии которых трансформированные клетки 
устраняются из эпителиального слоя [6]. Второе 
повышение активности ОДК соответствует пе-
риоду увеличенной пролиферативной активности 
измененных клеток слизистой оболочки. Макси-
мальный пик активности О Д К обнаружен в опухо-
лях кишечника. 

Определение активности ОДК и содержание 
полиаминов в слизистой оболочке и опухолях 
желудочно-кишечного тракта человека (иссле-
дуемый материал был взят при операциях у 
100 больных аденокарциномами желудочно-ки-
шечного тракта) . Обнаружено, что активность 
ОДК в злокачественных опухолях желудка и 
кишечника человека в среднем в 5 раз выше тако-
вой в Макроскопически неизмененной слизистой 
оболочке, расположенной на расстоянии не менее 
5 см от опухоли (табл. 2). Обнаружена обратная 
коррелятивная связь между величиной активности 
ОДК в аденокарциномах желудочно-кишечного 
тракта и степенью дифференциации. Общее содер-
жание полиаминов в опухолях повышено в среднем 
в 1,6 раза по сравнению с макроскопически не-
измененной слизистой оболочкой. Это связано 
с увеличением абсолютного содержания всех 
фракций полиаминов, особенно путресцина и спер-

Т а б л и ц а 2 

Активность ОДК (в нмоль |4СОг на I мг белка за I ч) 
в слизистой оболочке (а ) и опухолевой ткани (б ) различных 
отделов желудочно-кишечного тракта 

Отдел желудочно-ки шечного 
тракта 

Число 
образ-

цов 

Тип 
ткани Активность О Д К 

Желудок 36 а 6 ,57±0 ,77 Желудок 
б 31,44-4=3,49* 

Толстый и тонкий кишечник 25 а 6,59 ± 1,10 
б 32 ,47±4,45* 

Прямая кишка 34 а 7,00 ± 0 , 8 7 Прямая кишка 
б 31,95-1-2,92* 

П р и м е ч а н и е . Звездочка — р<с0,0()1. 

Рис. I. Экскреция путресцина с мочой у крыс при росте 
опухолей. I 
/ / норма; К карцинома Герена; Л - лимфосаркома Плиссе. По оси 
абсцисс срок после перевивки опухолей, дни; по оси ординат содержание 
путресцина, м к г / с у т . 

Рис. 2. Влияние циклофосфана на экскрецию полиаминов 
у крыс с карциномой Герена. 
/ циклофосфан вводили; 2 циклофосфан не вводили. По оси абсцисс 
срок после перевивки опухолей, дни; по оси ординат спермидин/путресцин. 

Рис. 3. Динамика изменения соотношения епд/пут в зависимо-
сти от типа ответа на лечение у больных раком яичников. 
По оси абсцисс: период наблюдения (а до лечения; б в процессе лечения; 
в после лечения) ; по оси ординат спермидин/путресцин. Эффективность 
химиотерапий: / весьма успешная, I I умеренно успешная, I I I безуспеш-
ная. 

мидина. Со снижением уровня дифференциации 
в опухолевой ткани отмечается тенденция к воз-
растанию общего содержания полиаминов в ос-
новном за счет фракции путресцина. Необходимо 
подчеркнуть, что концентрация путресцина в мень-
шей степени, чем величина активности ОДК, 
отражает уровень катаплазии аденокарцином. 

Экспериментальное изучение опухолей с различ-
ной скоростью роста, в разные фазы развития 
и в условиях регрессии позволило сделать вывод, 
что активность ОДК и уровень полиаминов (осо-
бенно уровень путресцина и спермидина) отра-
жают ее пролиферативную активность. 

Рост опухоли приводит к накоплению полиами-
нов в организме-опухоленосителе, увеличивается 
содержание полиамииов в крови и их выведение 
с мочой из организма. Установлена прямая корре-
ляция между уровнем путресцина в моче животных 
и скоростью роста перевивных опухолей [2 | . 
На рис. 1 представлены данные о содержании 
путресцина в моче крыс с медленно растущей 
(карцинома Герена, период развития 28—30 дней) 
и быстро растущей (лимфосаркома Плисса, пе-
риод развития 12 14 дней) опухолью. У крыс 
с лимфосаркомой Плисса отмечено более высокое 
содержание путресцина в моче. Хирургическое 
удаление опухоли приводит к нормализации содер-
жания полиаминов в крови и моче животных. 
Эффективная химио- или радиотерапия вызывает 
характерные изменения содержания полиаминов 
в моче: в первые сутки лечения уровень спермиди-
на увеличивается в результате гибели опухолевых 
клеток, уровень путресцина снижается из-за по-
давления процесса клеточной пролиферации [10]. 
На рис. 2 демонстрируется подъем соотношения 
спермидин/путресцин (епд/пут) при эффективном 
лечении циклофосфаном крыс с карциномой Ге-
рена. Таким образом, определение величины 
экскреции спермидина и путресцина и расчет 
коэффициента епд/пут позволяют прогнозировать 
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эффективность действия химиопрепаратов в пер-
вые сутки их применения. 

Нами изучена экскреция полиаминов с мочой 
у онкологических и неонкологических больных и 
у здоровых людей (около 1500 человек). Получен-
ные результаты позволили нам рекомендовать 
этот гест для использования в комплексе диагно-
стических методов обследования, а также для 
оценки эффективности лечения онкологических 
больных и прогноза заболевания. Практически 
здоровые люди выделяют за сутки от 2 до 10 мг 
полиаминов (в среднем 7,4 мг). У подавляющего 
большинства больных раком (у 75 % больных ра-
ком желудка и молочной железы, у 80 % больных 
раком легкого и раком тела и шейки матки, у 82 % 
больных злокачественными лимфомами, у 78 % 
больных раком яичников) выведение полиаминов 
с мочой увеличено в среднем в 2—5 раз (от 15 до 
40 мг). 

Количество полиаминов в моче онкологических 
больных изменяется при эффективном лечении. 
При успешной химиотерапии наблюдается значи-
тельное увеличение выведения спермидина с мочой 
в первые дни лечения с последующим снижением 
вплоть до нормализации к моменту выписки боль-
ного из стационара. Сохранение исходного уровня 
спермидина в моче или его снижение в первые дни 
лечения указывает на "то, что опухоль нечувстви-
тельна к применяемому препарату. Оценку эф-
фективности действия химиопрепаратов следует 
проводить, учитывая изменения величины соотно-
шения епд/пут. Эта величина возрастает в первые 
дни лечения в случае, если применяемый химио-
препарат эффективен, и не изменяется или д а ж е 
снижается, если препарат неэффективен. 

На рис. 3 представлены величины соотношения 
епд/пут для трех групп больных раком яичников: 
с эффективным лечением, с частично эффективным 
лечением, с неэффективным лечением. 

Результаты клинических исследований под-
тверждают экспериментальные данные и позво-
ляют в ранние сроки после начала терапии прогно-
зировать ее эффективность с высокой степенью 
вероятности. При этом следует ориентироваться 
не на суммарное содержание полиаминов, а на 
абсолютные величины экскреции спермидина и 
путресцина и их соотношение. В первые дни 
эффективного лечения изменения экскреции спер-
мидина и путресцина имеют разнонаправленный 
характер (спермидин — в сторону увеличения, 
путресцин в сторону уменьшения) , в результате 
чего суммарная величина их экскреции может 
существенно не изменяться. 

Представляется перспективным использование 
результатов исследований экскреции полиаминов 
для прогнозирования заболевания при долгосроч-
ном наблюдении за больными в интеркуррентном 
периоде, так как при ремиссии заболевания коли-
чество полиаминов в моче значительно ниже, чем 
при прогрессировании и возникновении рецидивов. 
В табл. 3 представлены данные Об экскреции 
полиаминов у больных раком яичников в активной 
фазе заболевания (55 женщин) и при ремиссии 
(53 женщины) . Обнаружены большие различия 
в экскреции всех полиаминов, особенно путресцина 
и спермидина. Содержание спермидина в сыворот-
ке крови больных раком яичников при рецидивах 
(51 случай) было 7,25=1=0,37 мкг/мл, а в период 

Т а б л и ц а 3 

Содержание полиаминов (в мг /сут) в моче больных раком 
чичников ( A f ± m ) 

Активность процесса 

рецидив (я = Г>5) ремиссия ( л = 5 3 ) 

Спермин 
Спермидин 
Путресцин 
Сумма полиаминов 
Соотношение епд/пут 

3 , 3 3 ± 0 , 2 5 
8,45-4=0,63 

9,64-0,7 
22,22 4-1,11 

1,00 ± 0 , 0 7 

2 , 1 1 ± 0 , 1 4 
5,77 ± 0 , 3 
4,19 | 0,25 

1 1 ,98±0,51 
1 ,54±0,1 1 

ремиссии (18 женщин) - лишь 4,91 =ь0,42 мкг/мл. 
Аналогичные результаты получены при исследова-
нии больных злокачественными лимфомами [3]. 

Мы считаем определение содержания полиами-
нов в моче более информативным по сравнению 
с определением их содержания в крови. 

Таким образом, накопление полиаминов — ха-
рактерная, хотя и иеспецифическая, черта опухо-
левого роста. Мы считаем полезным определять 
полиаминный статус (экскреция полиаминов с мо-
чой, содержание их в крови) при первичном 
обращении больного в онкологическое учрежде-
ние, во время лечения для выбора эффективных 
химиопрепаратов в каждом конкретном случае и в 
дальнейшем для характеристики активности про-
цесса и прогноза заболевания. 
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ческий институт Минздрава С С С Р , Ленинград; ПИИ онколо-
гии им. Н. Н. Петрова Минздрава СССР, Москва 

Пренатальный период развития характеризуем-
ся активно протекающими процессами клеточной 
пролиферации и дифференцировки, нарушение 
равновесия между которыми может приводить к 



тяжелым последствиям для развивающегося ор-
ганизма | 4 | . Не вызывает сомнения, что имен-
но поэтому в процессе эволюции у всех видов 
животных сформировались системы защиты эм-
бриона от влияния вредных факторов окружаю-
щей среды. Они, однако, оказываются неэффек-
тивными в отношении ионизирующего излучения, 
обладающего выраженными генетическим тера-
тогенным, и канцерогенным свойствами в прена-
тальном периоде [19]. 

В 1956 г. было впервые сообщено |24| о воз-
растании риска лейкозов и некоторых солидных 
опухолей у детей, подвергшихся облучению in 
utero при рентгенодиагностических процедурах, 
что нашло подтверждение в ряде последующих 
работ [8, 9, 16]. Наряду с этим существуют, 
однако, работы, в которых не обнаруживается 
канцерогенное действие пренатального облучения 
[10, 22). Это противоречие, по-видимому, объяс-
няется тем, что характер эффекта существенно 
зависит от стадии индивидуального развития ор-
ганизма и каждой конкретной ткани в момент 
радиационного воздействия [12| . Особенно высо-
кой радиочувствительностью отличается разви-
вающаяся нервная ткань. Так, облучение на 15 
21-й день в н ут р иуг роб ного р а звити я гр ы зу нов 
(8 15 нед беременности у человека) приводит 
к выраженным структурно-функциональным нару-
шениям головного мозга, проявляющимся в де-
фиците массы мозга в постнатальном онтогенезе 
[20]. Очевидно, поэтому одним из часто встре-
чающихся последствий внутриутробного облуче-
ния детей в результате атомной бомбардировки 
Хиросимы и Нагасаки является микроцефалия 
и умственная отсталость [23]. 

В эксперименте на животных, подвергнутых об-
лучению in utero, обнаружены глубокие наруше-
ния ряда биохимических процессов в головном 
мозге: снижение синтеза гистонов и негистоновых 
белков |5] , изменение активности ферментов хо-
линергической системы 113], нарушение транспор-
та ионов [26] и т. д. Клеточную основу наблю-
даемого феномена составляет радиационная ги-
бель незрелых нейробластов развивающегося го-
ловного мозга [5]. 

Несмотря на то что о нарушении развития 
мозга при внутриутробном облучении известно 
давно и феноменология его описана достаточ-
но полно, молекулярные механизмы данного явле-
ния лишь только начинают исследоваться. 

Исходя из изложенного, целью настоящей ра-
боты явилось изучение влияния пренатального 
гамма-нейтронного облучения на экспрессию груп-
пы тканеспецифических генов (GAP-43, NCAM, 
протеинкиназа С ИКС, кальмодулин КМ) и 
протоонкогенов (c-fos, c-jun, c-rnas) в головном 
мозге крыс на протяжении длительного периода 
(до 1,5 лет) после рождения животных. 

М е т о д и к а . В экспериментах использовались белые бес-
породные крысы. Самки и самцы массой 200 300 г ссажи-
вались на 1 сут (5 самок-j-l самец). На 17-й день бере-
менности крыс облучали в биологическом канале реактора 
ВВР-М (Ленинградский институт ядерной физики 
им. Б. Г1. Константинова АН СССР) гамма-нейтронным из-
лучением в суммарной дозе 0,5 Гр (вклад нейтронов 7 0 % ) . 
Энергии нейтронов в разных сериях облучения составляла 
0,7 1,0 МэВ. 

Через определенные сроки после рождения (п. р.) облу-
ченных и контрольных крыс забивали и их мозг взвеши-
вали. Результаты обрабатывали статистически с вычислением 

критерия Стыодента | 2 | . Различия считали значимыми при 
/? < 0 , 0 5 . 

Выделение тотальной клеточной РНК. Тотальную клеточ-
ную РНК выделяли методом | 7 | . Замороженную ткань моз-
га гомогенизировали в 5 М гуанидинтиоцианате из расчета 
8 мл раствора на 1 г ткани. Гомогенат наслаивали на 20 мл 
5,7 М раствора CsCI и центрифугировали в роторе SW-27 
ультрацентрифуги L7-87 («Весктап» , США) в течение 24 ч 
при 24 000 об/мин и 20 °С. РНК растворяли в воде и пе-
реосаждали 70 % этанолом для удаления остатков гуанидин-
тиоцианата и CsCI. 

Электрофорез и перенос РНК на капроновые фильтры. 
5 мкг РНК денатурировали в I М глиоксале при 50 °С в 
течение 30 мин [25]. Р Н К разделяли на фракции в 1,1 % 
агарозном геле, 20 мМ натрий-фосфатном буфере при 4 °С. 
После электрофореза РНК переносили на капроновые мемб-
раны («Xийу Калур», СССР) путем капиллярного транспорта 
в 20-кратном SSC (однократный SSC это 0,15 М NaCI, 
0,01 М цитрат натрия, рН 7,0) и иммобилизовал и на фильтре 
УФ-светом в течение 3,5 мин [15]. 

Гибридизация РНК. Фильтры с иммобилизованной РНК 
предгибридизовали в смеси следующего состава: 7 % доде-
цилсульфат натрия ( Д С П ) , 0,15 М натрий-фосфат рН 7,0, 5 мМ 
ЭДТА при 60 °С в течение 16 20 ч. Гибридизацию фильт-
ра с ; ,2Р-меченными пробами Д Н К проводили в смеси того 
же состава в течение 36 48 ч при 60 °С и постоянном 
покачивании. 

Получение меченых проб. 32Р-меченные пробы Д Н К полу-
чали с помощью реакции никтрансляции (стандартный на-
бор фирмы «Amersham», Англия, и i 2P-меченные дезсжси-
нуклеотидтрифосфаты с удельной активностью более 
111 П Б к/моль, TMO «Изотоп», С С С Р ) . 

Специфическая активность меченых проб была 0,5 2,ОХ 
Х ' 0 Н имп/мип/мкг. 

В работе использовали полученные от авторов рекомбинант-
ные плазмиды, содержащие интересующие нас гены: GAP-43 
(GAP-ЕС О, к Д Н К крысы | I 4 | ) , NCAM (р5-16, к Д Н К 
мыши [11]) , протеинкиназа С (pUC 19, к Д Н К из мозга 
крысы | 1 7 | ) , кальмодулин (pRCM I. к Д Н К крысы [19]) , 
онкогены: v-fos (р fos-1, вирусный | 2 I | ) , v- jun (р Jun , ви-
русный [ 6 | ) , c -mas (pRM 1, геномная"последовательность 
крысы | 2 7 | ) . 

Фильтры отмывали от негибридизовавшейся пробы в жест-
ких условиях дважды ( 2 X $ S C , I % ДСП, 1 ч) и один 
раз в 0,1-кратном SSC, 1 ч, 65 °С. После отмывки фильтры 
экспонировали с рентгеновской пленкой (MS II, ORWO, Гер-
мания) при 70 °С в течение I 7 сут. 

Д л я количественной оценки уровня транскриптов авто-
радиограммы денсинтометрировали в «Biomed Scanning Den-
sitometer» (США). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В таблице 
приведены данные о динамике изменения массы 
мозга контрольных и пренатально облученных 
(ПНО) крыс. Дефицит массы мозга наблюдается 
уже у новорожденных облученных животных и 
достигает максимума через 3 нед п. р. В более 
отдаленные сроки (до 6 мес п. р.) дефицит мас-
сы мозга у ПНО животных не компенсируется. 
Следует отметить, что мозг 6-месячных животных 
значительно отличается от контрольного: он мень-
шего размера, в цем наблюдаются недоразвитие 
затылочной области коры больших полушарий 
и сглаженность извилин коры больших полуша-
рий [1]. Для выяснения молекулярно-генетических 
событий, происходящих в клетках мозга ПНО 
животных, мы исследовали экспрессию двух групп 

Динамика изменения массы головного мозга MHO крыс п. р. 

МЯ II. р., 
дни 

Масса мозга, г Дефицит 
массы 

мозга, % 
МЯ II. р., 
дни контроль облученис 

Дефицит 
массы 

мозга, % 

1 0,22-1-0,01 0,18=1=0,03 18,2 
7 0,63=1=0,02 0,394-0,01 38,1 

14 1,14 ± 0 , 0 1 0,724=0,02 36,9 
21 1,47=1=0,02 0,85=1=0,03 42,2 
28 l,54=j=0,05 0,97 4=0,03 37,1 
60 1,78 4-0,03 1,194=0,05 33,2 
90 1,874=0,03 1,294=0,05 31,1 

180 2,134=0,07 1,344=0,07 37,1 

26 



Рис. 1. Динамика экспрессии генов ИКС ( / ) и КМ (2) в мозге 
п. р. 
По оси абсцисс • ирсмя и. р.. мес; но оси ординат — единицы оптической 
плотности. Здесь и на рис. 2, 4, 5: сплошная линия контроль, пунктирная 
облучение. * 

Рис. 2. Динамика экспрессии генов NCAM ( / ) и GAP-43 (2) 
в мозге п. р. 

генов: специфических нейрональных генов и про-
тоонкогенов. В качестве примеров нейрональных 
генов были выбраны гены, кодирующие ИКС и 
КМ, экспрессия которых характеризуется высоким 
уровнем в первые 2 -3 нед. п. р. с последую-
щим снижением в период завершения функци-
онального созревания мозга (рис. 1). Экспрес-
сия других нейрональных генов (NCAM и GAP-43) 
высока у 1—7-дневных животных и снижается в 
процессе созревания мозга (рис. 2). 

Интересно, что, несмотря на различия в дина-
мике экспрессии нейрональных генов в раннем 
постнатальном онтогенезе, в коре мозга взрослых 
животных (6—18 мес) наблюдается высокий уро-
вень траискриптов всех изученных генов. Возмож-
но, это необходимо для реализации уникального 
свойства мозга пластичности, т. е. способно-
сти к образованию новых и реорганизации су-
ществующих синаптических связей в течение 
жизни. 

Следует отметить, что пренатальное облучение 
животных вызывает снижение уровня транскрип-
тов нейрональных генов в раннем постнатальном 
онтогенезе (1 7 сут п. р.) (см. рис. 1, 2). В даль-
нейшем (3—4 нед п. р.) происходит активация 
экспрессии всех изученных генов. Она совпадает 
по времени с периодом завершения функциональ-
ного созревания мозга в норме, а у облученных 

животных с максимальной выраженностью дефи-
цита массы мозга (3 4 нед п. р.). По-види-
мому, повышенный уровень экспрессии нейрональ-
ных генов в последнем случае (через 1 мес п. р.) 
отражает компенсаторные процессы в мозге, обус-
ловленные пострадиационным дефицитом нервных 
клеток. Эти компенсаторные процессы морфологи-
чески проявляются в формировании дополнитель-
ных аксонных выростов, ветвлении дендритов и 
образовании новых синапсов. Подобное компенса-
торное разрастание нервных отростков (спрау-
тииг)* продемонстрировано в ряде отделов голов-
ного мозга после хирургических вмешательств, 
приводящих к потере постсинаптических мише-
ней [3]. 

Наиболее выраженную пострадиационную ак-
тивацию экспрессии изученных генов мы наблю-
дали в коре мозга. В других его отделах (про-
долговатый мозг, мозжечок, средний мозг) она 
б ы л а з н а ч и тел ь н о м е н ее в ы ражена. Возможно, 
это связано с тем, что в момент облучения (17-й 
день in u te ro) .в коре мозга происходит наиболее 
активная пролиферация и дифференцировка 
клеток, что обусловливает их высокую радио-
поражаемость. 

Важно отметить, что нейроны коры облучен-
ного мозга способны поддерживать высокий уро-
вень транскрипции некоторых генов, характерный 
для взрослых контрольных животных до б мес п. р. 
(КМ), тогда" как для других генов (NCAM, GAP-
43, ИКС) наблюдается только кратковременная 
активация, продолжающаяся не более 1 мес. В по-
следующие сроки уровень транскриптов гена 
GAP-43 не отличается от контроля, а генов NCAM 
и Г1КС даже ниже контрольных значений. 

На рис. 3 можно видеть, что пострадиацион-
ная активация экспрессии гена ПКС сопровожда-
ется одновременными качественными изменениями 
синтеза мРНК этого гена. Так, в период 4 нед 
2 мес п. р. в коре мозга ПНО крыс выявля-
ются транскрипты размером 3,4 3,7 т. п. н., 
которые вновь исчезают у 1,5-годовалых живот-
ных. В этот же период (4 нед п. р.) у облу-
ченных крыс отмечается повышение содержания 
высокомолекулярных (9,5 т. п. и.) специфических 
транскриптов гена Г1КС. 

Характерно, что в позднем ПН периоде (18 мес) 
практически во всех случаях в мозге облучен-
ных крыс отмечается снижение уровня экспрес-
сии нейрональных генов. По-видимому, это от-
ражает функциональную неполноценность клеток 
облученного мозга в отдаленный пострадиацион-
ный период. 

В следующей серии экспериментов исследовали 
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Рис. 3. Гибридизация РНК, выделенной 
из мозга контрольных (К) и П Н О крыс с 
32Р-меченной плазмидой pUC 19, содер-
жащей вставку гена протеинкиназы С. 
Вверху — дни после рождения; справа размер 
транскриптов гена протеинкиназы С, т. и. н. 
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c- jun ( 2 ) в мозге п. р. 

экспрессию протоонкогенов c-mas, c-fos и c-jun 
в коре мозга контрольных и ПНО крыс. 

В раннем постнатальном онтогенезе (до 1 мес) 
наблюдается двухфазный характер экспрессии 
протоонкогенов. Высокий уровень транскриптов у 
новорожденных животных, возможно, связан с 
продолжающейся в первые дни п. р. пролифе-
рацией клеток, а также с дифференцировкой кор-
ковых нейронов. Второй пик экспрессии (у 3-не-
дельных крыс) коррелирует с активизацией про-
цессов созревания нервных связей в мозге 
(рис. 4, 5). 

Сходство динамики экспрессии изученных про-
тоонкогенов независимо от того, к какому клас-
су они принадлежат (ядерные, цитоплазматиче-
ские), предполагает существование их функцио-
нальной взаимосвязи. Действительно, продукты 
многих протоонкогенов и других клеточных ге-
нов взаимодействуют-в процессе развития и функ-
ционирования нервных связей в мозге. Так, в 
транедукции сигналов от гормонов,' нейромедиа-
торов, факторов роста и других внешних сти-
мулов через инозитол-липидный сигнальный путь 
принимают участие практически все изученные 
нейрон ал ьные гены и протоонкогены. Путем 
опосредованной активации ИКС и повышения со-
держания внутриклеточного Са2+ включается цепь 
событий, приводящая к интеграции входных сигна-
лов. Одним из конечных звеньев этой цепи яв-
ляется фосфорилироваиие ядерных белков, в том 
числе c-fos м c-jun. Это может приводить к ак-

I 

Рис. 5. Динамика экспрессии протооикогена s -mas в мозге п. р. 
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тивации транскрипции генов дифференцировки, 
генов, ответственных за морфологию и адгезив-
ные свойства синапсов. 

Таким образом, в процессе развития и функцио-
нирования нервных сетей в мозге различные груп-
пы генов работают взаимосвязанно и взаимоза-
висимо. 

Наблюдаемое усиление экспрессии изученных 
протоонкогенов у контрольных 6—18-месячных 
животных, так же как и в случае нейрональ-
ных генов, по-видимому, связано с функциони-
рованием зрелого мозга, обеспечивающего пласти-
ческие перестройки синаптических взаимосвязей 
в течение жизни. 

После пренатального облучения происходит сни-
жение уровня экспрессии протоонкогенов в ран-
нем постнатальном онтогенезе (у 1—7-дневных 
крыс) (см. рис. 4, 5) . Аналогичная динамика 
наблюдалась и для нейрональных генов (см. 
рис. 1 , 2 ) . 

Начиная с 3 нед постнатального развития от-
мечается повышение содержания транскриптов 
протоонкогенов. Этот период связан с заверше-
нием функционального созревания мозга. С дру-
гой стороны, в этот же период наблюдается раз-
витие максимального дефицита массы мозга. Ве-
роятно, так же как и в случае нейрональных 
генов, повышенный уровень экспрессии протоонко-
генов отражает компенсаторную реакцию кор-
ковых нейронов в условиях пострадиационной 
гибели значительной части их популяции. Повы-
шенное содержание мРНК-протоонкогенов сохра-
няется до 2 6 мес постнатального развития; че-
рез 18 мес отмечается подавление уровня тран-
скриптов протоонкогенов. Данный факт, аналогич-
ный наблюдаемому для нейрональных генов, так-
же, по-видимому, свидетельствует о функциональ-
ной неполноценности мозга в отдаленный период 
после облучения. 

-Наряду с изменением общего уровня транскрип-
тов наблюдаются различия в экспрессии инди-
видуальных мРНК-протоонкогенов (по крайней 
мере для гена c-fos) (рис. 6). Следует отме-
тить, что максимальное содержание специфиче-
ского транскрипта гена c-fos (2,2 т. п. п.) наблю-
дается в период, совпадающий с завершением 
функционального созревания мозга (3 4 нед 
п. р.). Е^ысокий уровень транскриптов (2,2 т. п. н.) 
отмечается у взрослых животных (6—8-месяч-
ных). Начиная с 3-недельного возраста у облу-
ченных животных происходит усиление экспрессии 
гена c-fos, при этом увеличено содержание как 
высокомолекулярных транскриптов, так и мРНК 
длиной 1,8 и 2,2 т. п. н. Наиболее высокое 
содержание зрелого транскрипта гена c-fos 
(2,2 т. п. и.) отмечается у 2-месячных животных, 
а более низкомолекуляриого транскриита 
(1,8 т. п. н.) — у 6-месячных. Поскольку уровень 
высокомолекулярной мРНК c-fos в период 3 нед 
6 мес существенно не меняется, можно предпо-
ложить, что изменение концентрации двух зре-
лых транскриптов гена c-fos происходит в резуль-
тате изменения скорости процессинга мРНК-пред-
шественника и также может иметь адаптивное 
значение. 

Интересно отметить аналогию пострадиацион-
ных изменений динамики различных форм мРНК 
генов c-fos и Г1КС (см. рис. 3, 6) . 



Рис. 6. Гибридизация РНК, выделенной 
из мозга контрольных {К) и ПНО крыс с 
32Р-меченной плазмидой р fos-1, содер-
жащей вставку гена c-fos. 
Вверху — дии после рождения; справа и слева 
отмечено положение 28S и I8S рРНК. 
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Важно подчеркнуть, что активация экспрессии 
протоонкогенов происходит за счет увеличения 
количества высокомолекулярных транскриптов. 
Это напоминает распределение транскриптов в 
нор мал ь и ом м оз ге н о во р ож де н н ы х ж и both ых и, 
вероятно, также связано с изменением скорости 
транскрипции и процессинга. 

Полученные результаты позволяют предполо-
жить, что протоонкогены, как и специфические 
мозговые ткани, участвуют в процессах компен-
сации пострадиационной потери клеток мозга. Ос-
тается невыясненной роль активации экспрессии 
протоонкогенов в канцерогенезе, однако повышен-
ный уровень протоонкогенов, рецепторов, росто-
вых факторов, сохраняющийся на протяжении 
длительного времени, может создавать благопри-
ятный фон для развития опухолевого процесса. 

Заслуживает внимания факт появления в коре 
мозга 18-месячных крыс в норме большого ко-
личества низкомолекулярных транскриптов, ко-
торые, возможно, гомологичны так называемым 
ID-последовательностям. Эти высокоповторяю-
щиеся последовательности обнаружены в нитро-
нах структурных генов мозга и могут выступать 
в качестве активаторов транскрипции структурных 
генов. 

В этот же период времени у облученных жи-
вотных наряду с понижением уровня транскрип-
тов исследованных нами генов наблюдается подав-
ление экспрессии низкомолекулярных тран-
скриптов. 

Итак, в настоящей работе впервые описана 
динамика экспрессии тканеспецифических генов и 
протоонкогенов в головном мозге ПНО крыс. Пер-
воначальный период активации экспрессии генов, 
по-видимому, представляет собой компенсаторную 

.реакцию на радиационную гибель клеток разви-
вающегося мозга. В дальнейшем наступает фаза 
подавления активности всех изученных генов, что 
коррелирует с развитием функциональной непол-
ноценности мозга в отдаленные сроки после пре-
на тального о бл учения. 
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EFFECT O F PRENATAL NEUTRON IRRADIATION ON GENE 
EXPRESSION IN DEVELOPING RAT BRAIN 

A. E: Borovitskaya, V. I. Evtushenko, K. P. Hanson 

Central Inst i tute of Roentgenology and Radiology, Ministry 
of Public Health of the USSR, Inst i tute of Oncology, Academy 
of Medical Sciences of the USSR, Leningrad 

0.5 Gy prenatal neutron irradiation at the 17 day of gestation 
resulted in activation of gene expression in brain. Elevated 
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level of neuronal (GAP-43, NCAM, protein kinase C, calmo-
dulin) and protooncOgene (c-foc, c- jun, c-inas) gene t ranscr ip ts 
in brain of 2-4 weeks old rats well correlated both with 
brain matura t ion in normal an imals and development of brain 
weight deficiency in the irradiated rats . Activation of gene 
expression appear s to be a compensatory response of surviving 
brain cells to irradiat ion. Suppression of the gene activity 
in brain of 18 months old ra ts correlated with impairment 
of brain functions at later periods after prenatal irradiation. 

® К О Л Л Е К Т И В АВТОРОВ, 1991 
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А КТ И В HOCT b П РОТЕ И Н A3 В Л И М Ф О И Д Н Ы X 
К Л Е Т К А Х П Р И Р А З Н Ы Х Ф О Р М А Х Л И М Ф О -
П РОЛ И Ф Е PAT И В Н Ы X ЗА ВО Л Е В А Н И Й 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, 
Москва 
НИИ гематологии и интенсивной терапии Всесоюзного гемато-
логического научного центра (ВГНЦ) Минздрава СССР, 
Москва 

Изучение протеолитических ферментов в лим-
фоидных клетках важно как для понимания моле-
кулярных механизмов патогенеза лимфопролифе-
ративных заболеваний ( Л П З ) , так и для поисков 
биохимических маркеров, которые могли бы быть 
использованы в диагностике и прогнозировании 
течения заболеваний. Полученные в последние го-
ды данные указывают на важность такого рода ис-
следований. Установлено, что один из основных 
иммунологических маркеров, используемых при 
диагностике острого лимфобластного лейкоза 
(ОЛЛ) CALLA (СД10) , является нейтральной 

эндопептидазой (КФ 3.4.24.11) [14, 19]; антиген 
миелоидных клеток СД13, который присутствует 
также и на лимфоидных властных клетках больных 
О Л Л , был идентифицирован как аминопептидаза 
N 115]. Эти ферменты, а также дипептидиламино-
пептидаза IV (ДАП-IV) (СД26) , экспрессиру-
ющаяся преимущественно на активированных 
Т-клетках [8, 12], как полагают, могут участво-
вать в образовании и инактивации факторов диф-
ференцировки и пролиферации лимфоидных кле-
ток [ 13, 18|. В процессы дифференцировки и акти-
вации лимфоидных клеток, по-видимому, могут 
быть включены и другие ферменты. 

Данных о наборе и активности протеиназ в от-
дел ь н ы х и м м у н ол о г и ч ее к и о х а р а кте р и зо в а н н ы х 
субпопуляциях лимфоидных клеток крайне мало 
|8, 18]. В связи с этим нами предпринято сравни-

тельное изучение спектра протеолитических фер-
ментов и их ингибиторов в опухолевых лимфоид-
ных клетках периферической крови, полученных от 
больных с разными формами Л П З |4] . Настоящая 
работа является частью этих исследований и посвя-
щена изучению ДАП-IV, активатора плазминогена 
(АП) урокиназного типа и катепсинов В и L в этих 
клетках. Интерес к последним ферментам объясня-
ется тем, что многие опухоли и трансформирован-
ные клетки синтезируют увеличенное количество 
АП [5, 21] и катепсинов В и L, секретируя в среду 
аномальные формы этих протеиназ; с их экспрес-
сией на мембране связывают метастатический по-
тенциал ряда опухолей [17, 20]. Полагают, что с 
повышенной продукцией АП могут быть связаны 

нарушения в системе гемостаза, что часто сопро-
вождает Л П З . Выяснение корреляции между ак-
тивностью названных ферментов в опухолевых 
лимфоидных клетках и формой Л П З может ока-
заться полезным в дифференциальной диагности-
ке, а также прогнозировании течения этих заболе-
ваний. 

М е т о д и к а . В работе использованы клетки перифери-
ческой крови больных с различными формами Л П З . Диагноз 
устанавливали на основании комплексной оценки клинических, 
гематологических и иммунохимических данных. Фенотипиче-
скую принадлежность лимфоидных клеток определяли методом 
иммунофлюоресценции на основании экспрессии линейно-спе-
цифических и дифференцировочных антигенов, идентифициру-
емых моноклональными антителами: OKT 10 (СД 38), OKI а, 
ОКТЗ (СД 3) (фирма «Ortho», США); НРСА-1 (СД 34), 
Leu7 (СД 57), Leul2 (CXI 19), Leul6 ( С Д 2 0 ) , Leu l4 (СД 22), 
амти-CRi (СД 35), анги СН> (СД 21) (фирма «Becton-
Dickinson», Германия); CALLA ( С Д 10), Дако-Т11 ( С Д 2) , 
Дако-Тб (СД I), Дако-Т2 (СД 7), Дако-Т4 (СД 4) , Дако-TQ 
(СД 8), Дако-TI (СД 5), flaKO-JL2-R (СД 25), Дако-RSC- l 
(СД 30), Да ко-р 150, 95 (СД 11с) (фирма «Dakopat ts» , Да-
ния); Vep l3 (СД 16) («Behririg», Германия); Ико-24 (СД 38) 
(ВОНЦ, СССР) ; ВСА-Р38 (СД 38), ВСА-16 (СД 5) (ВГНЦ, 
СССР) . Определяли также степень экспрессии мембранных 
иммуноглобулинов (rn-Ig) и число клеток, несущих рецептор 
для эритроцитов мыши. Уровень дифференцировки лимфоид-
ных В- и Т-клеток оценивали на основании экспрессии 
дифференцировочных и стадиоспецифических антигенов |1(), 
16]. 

Обследовано 40 пациентов, лимфоидные клетки которых бы-
ли представлены относительно однородной популяцией; содер-
жание патологических клеток в периферической крови больных 
составляло 60—95 %. Иммунологический фенотип лимфоидных 
клеток у 14 больных был подробно охарактеризован. Больных 
О Л Л было 9: 3 с Т-клеточиым вариантом (Т-ОЛЛ ), 3 с В-кле-
точным вариантом ( В - О Л Л ) , 3 с ни Т-, ни В-ОЛЛ; с Т-вариан-
том хронического лимфолейкоза (Т-ХЛЛ) было 4, с синдромом 
Сезари - 3; с В-ва-рианта ми ХЛЛ 6, с Про л и м ф о ц и т a pVi ы м, 
лимфобластным вариантами неходжкйнской лимфомы 
(НХЛ) 13, с волосатоклеточным лейкозом (1ЖЛ) 6. 

Лимфоидные клетки выделяли из концентрата, полученного 
после сеансов лимфоцитафереза, или из периферической крови 
путем градиентного центрифугирования в верографин фи-
колле | 7 | . Примесь эритроцитов удаляли путем гемолиза в 
растворе 0,83 % NH4C1. Клетки трижды отмывали 0,15 М рас-
твором NaCI в фосфатном буфере рН 7,2. В конечных суспен-
зиях число лимфоидных клеток составляло более 9.0 %. Морфо-
логический состав клеток при ХЛЛ был представлен малыми 
лимфоцитами, при ЕЖ Л лимфоидными клетками с бахром-
чатым краем цитоплазмы («волосатые» клетки), при НХЛ наря-
ду с малыми лимфоцитами значительную долю составляли 
пролимфоциты и лимфобласты (в зависимости от морфологи-
ческого варианта лимфосарком). 

Лизаты получали путем разрушения лимфоидных клеток, 
суспендированных в 0,15 М NaCI рН 7,2 (20—40-10" клеток/мл), 
на ультразвуковом дезинтеграторе УЗДН-2 (трижды по 30 с 
при частоте 22 Гц, 4 ° С ) . После озвучивания нерастворимый 
материал отделяли центрифугированием при 6000 g, а центри-
фугат использовали для определения активности ферментов. 

Активности ДАП-IV, АП урокиназного типа и суммарную 
активность катепсинов В и L (B -j-L) измеряли по гидролизу 
специфических фЛюорогеиных субстратов 1 7-амиио-4-метилку-
маринамидов г, ищи, i- L-и рол и на (Gly-Pro-MCA), карбобензок-
си - L-гл и цил-L-a pa г и н и на (Z-Gly-Gly-Arg-MCA), карбобензок-
си-1. фен ил ал а н ил-L-аргинина (Z-Pfye-Arg-MCA) соответст-
в е н н о П р и определении активности ДАП-IV и АП пробы 
объемом 500 мкл содержали 4 • 10 'М субстрата, 0,1 М фосфат-
ный буфер рН 7,8 и 50 100 мкл лизата. При определении ак-
тивности катепсинов B-j-L. пробы содержали 3» 10 1 М субстра-
та, ЭДТА и дитиотреитола (1 5-10 4 М), 0,1 М фос-
фатный буфер рН 6,5 и 10—50 мкл лизата. Гидролиз 
субстратов проводили при 37 °С в течение 10 30 мин. После 
остановки реакции (рН 4,0) измеряли флюоресценцию образо-
вавшегося 7-амиио-4-метилкумарина при 335 нм (возбужде-
ние) и 410 нм (изучение) на флюориметрс «Opton». Из-за раз-
личного содержания белка в исследуемых опухолевых клетках 

1 Субстраты были синтезированы в Институте биологиче-
ской и медицинской химии АМН С С С Р В. Ф. Поздневым, 
которому мы приносим благодарность. 

В. С. Былинкина, Н. В. Голубева, Т. А. Гуреева, 
JJ. А. Локшина, А. М. Полянская, Р. С. Самойлова 
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Рис. 1. Активность ДАП-IV (темные кружки), АП (светлые кружки) и катепсинов В + L (треугольники) в опухолевых лимфоидных 
клетках при разных формах Л П З . По оси ординат — удельная активность ДАП-VI ( / ) , АП ( / / ) и катепсинов B-j-L (III) 
в нмоль/мин/10 8 клеток. 

Рис. 2. Активность ДАП-IV, АП и катепсинов B + L в опухолевых лимфоидных клетках В-ряда (а) и Т-ряда (б) на разных стадиях 
дифференцировки. 

П о осям абсцисс активность Д А П - I V , АН и катепсинов B- f -L, отн. сд. I отн. сл. для Д А П - I V , АП и катепсинов B- f -L соответствует 0,1, 0,01, 0,83 нмоль/мин/10 8 

клеток соответственно (а): Л предшественники лимфоидных клеток, Б предшественники B-клеток, Н ранние, Г промежуточные, / / зрелые, fl 
поздние; б) А предшественники лимфоидных клеток, /— V — стадия дифференцировки. Остальные обозначения тс же, что на рис. I. 

активность ферментов выражали двумя способами: в наномо-
лях продукта, освобожденного за 1 мин на I мг белка, и в нано-
молях в I мин на 10н клеток. В настоящей работе представлены 
данные об активности ферментов в расчете на клетку. Контроль-
ные исследования на нормальных субпопуляциях лимфоцитов 
периферической крови не приведены ввиду резкого различия 
нормальных и опухолевых клеток по содержанию белка [3] и 
связанной с этим невозможностью адекватного представления 
активности ферментов в пересчете на клетку. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Для био-
химической характеристики отдельных субпопуля-
ций лимфоидных клеток больных с В- и Т-клеточ-
ными вариантами Л П З было проведено определе-
ние активности ДАП-IV, АП и катепсинов B-f-L. 
Величины активности этих ферментов и их соотно-
шение в отдельных типах клеток в большей или 
меньшей степени различались. Лимфоидные клет-
ки больных с В-клеточными вариантами заболева-
ний (исключая острые лейкозы) характеризова-
лись сравнительно низкой активностью всех иссле-
дуемых протеиназ (рис. 1), при этом при отдель-
ных формах заболеваний (ХЛЛ, НХЛ и ВКЛ) 
выявить существенные различия ни для одного из 
изученных ферментов не удалось. Наиболее низкая 
и близкая по величине активность каждого из фер-
ментов обнаружена в группе больных ХЛЛ. Иная 
картина наблюдалась при анализе данных в слу-
чаях О Л Л . Эта группа включала в себя больных 
как с В-, так и с ни Т-, ни В-иммунологическими ва-
риантами, поскольку последние, возможно, пред-
ставляют собой В-клетки ранних этапов дифферен-
цировки [1]. В этих клетках выявлены большие 
различия в активности АП и катепсинов B-f-L (от 
самых высоких значений до величии, характерных 
для хронических форм; см. рис. 1). Возможно, что 
разброс в активности ферментов объясняется раз-
ной степенью зрелости исследуемых клеток. 

При анализе данных, полученных при исследо-
вании клеток больных с Т-клеточными вариантами 
Л П З , были обнаружены резкие колебания актив-
ности ферментов (см. рис. 1). Особенно четко это 

выявлялось для АП и катепсинов B + L. Активность 
АП при Т-ОЛЛ более чем в 100 раз, а катепсинов 
B + L почти в 20 раз превышала активность этих 
ферментов при Т-ХЛЛ и синдроме Сезари. В по-
следнем случае у 1 из 3 больных наблюдались вы-
сокая активность катепсинов B-f-L. В отличие от 
этих ферментов наивысшая активность ДАП-IV 
была выявлена при редком варианте Т-ХЛЛ и у од-
ного больного синдромом Сезари. В первом случае 
клетки экспрессировали на поверхности одновре-
менно антигены Т-хелперов и Т-супрессоров (Т4 и 
Т«), что соответствует ранней тимической стадии 
дифференцировки. Во втором случае клетки имели 
необычный фенотип: Т^ Т^; Т4 и, возможно, пред-
ставляли собой активированные клетки. Ранее на-
ми было сделано предположение, что повышенная 
экспрессия ДАП-IV может быть связана не с при-
надлежностью клеток к определенной иммунологи-
ческой субпопуляции Т-лимфоцитов [12, 18], а со 
стадией дифференцировки [2]. 

Учитывая полученные данные и принимая во 
внимание, что при различных формах и вариантах 
Л П З лимфоидные клетки могут находиться на раз-
ных стадиях дифференцировки [1 ,9 ] , представля-
ло интерес рассмотреть исследуемые клетки как 
своего рода модельную систему для выявления 
биохимических маркеров и соответствия их имму-
мохимическим, характеризующим стадии диффе-
ренцировки. Для этого нами были отобраны клетки 
14 больных с различными формами Л П З , которые 
были охарактеризованы по уровню их дифферен-
цировки в соответствии с их иммунологическим фе-
нотипом. В таблице представлены данные об отно-
сительной активности исследуемых протеиназ в 
этих клетках. Анализ полученных результатов 
позволил выделить две группы клеток: одну от 
больных О Л Л (№ 1 - 5 ) , характеризующуюся вы-
сокой активностью исследуемых ферментов; дру-
гую от больных ХЛЛ, НХЛ, ВКЛ и с синдромом 
Сезари (№ 7, 8, 10 14), имеющую низкую актив-
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Активность протеиназ в лейкозных лимфоидных клетках на разных стадиях дифференцировки 

№ 
Стадия 

дифференцировки 

Относительная активность 

кле-
ток 

Диагноз Фенотип лимфоидных клеток Стадия 
дифференцировки Д А П - I V АП катепси-

ны B- f -L 

1 О Л Л НРСА-1 + , I a+ , Т1 , Т6 , ТЗ , CALLA Предшественники: 
лимфоидных клеток 

2 О Л Л НРСА-1 , I a+ , Т10+, Т2 , T l , Т6 , т о ж е 
14 , Т8 , CALLA 

3 О Л Л НРСА-1 + , Ia+ , Т10+, CALLA+, Т1 В-клеток 

+ + + + + + + + ( + + + + ) + + + 

+ + + + + + + + 

4 О Л Л НРСА-1 + , Т10+, Т6 , Т4 , Т8 , CALLA , 
la 

5 О Л Л НРСА-1 , Т10+, Т 6 + , Т 4 + , Т8+, C A L L A * 
I a ± 

6 ХЛЛ Т10 , T 1 I + , T 6 , Т4 + , Т8+, ТЗ+, CALLA , 
la 

7 ХЛЛ Т10 , Т2 , T 1 I + , Tl , Т6 , Т4 , Т8+, 
ТЗ+, 1а 

8 Синдром Т2+ , T l l ± , Т1+, Т4+, Т8 , ТЗ+, \а± 

Сезари 

Т-клетки: (стадия) : 
I + + + + + + . + + + + 
II (?) + + + ( + + + + ) + + + + 
Ill + + + + + + 
IV V + + + 
зрелые 
зрел ые 

Тс IV V 
Тх 

+ + 

ТЗ 
В-клетки: 

ТЗ пре-В ( + ) ( + ) (+) 
ранние + + + 
промежуточные + + + 

, TI зрелые + Ж + 
В 2 , поздние + Ж + 
ВЗ+, зрелые + + + 

9 О Л Л 
К) ХЛЛ 
1 1 НХЛ 
12 НХЛ 
13 НХЛ 

14 ВКЛ 

НРСА-1 + , Ia + , CALLA+, В1±, Т1 
la + , В4 + , В1+, ЕМ + , I Т 1 + 

! 1 + ' Т | I a + , В1+ , ЕМ 
Ia + , CALLA , В1+, ЕМ , В2+, Ig 
Ia+\ В4+ , CALLA , В1+, ЕМ , 
I g + + + t Т 1 

I a + , CALLA+, В1+, ЕМ , Ig 
р-150,95+, II 2R , RSC-1 + 

П р и м е ч а н и е . Относительная активность (от -f до - Ы - - Ц - ) дана на основании следующих величин активности: 
для ДАП-IV 4-0,4 1,3, + + 1,31—3,0, + + + 3,1 6,0, + + + + 6,1—7,6; для АП соответственно 0,02 0,09, 0,1 0,19, 
0,2 0,29, 0,3—0,45; для B + L соответственно 1,3 4,0, 4,1 10,0, 10,1 20,0, 21,1 60,0. ( + + + + ) активность выше величин, 
обозначенных —|—j—|— —(—, (-}-) активность ниже величии, обозначенных -f-. 

ность протеиназ. Клетки первой группы по уровню 
дифференцировки соответствовали общим пред-
шественникам лимфоидных клеток, предшествен-
никам В-клеток и Т-клеткам, находящимся на ран-

,ней тимической стадии созревания. К клеткам вто-
рой группы относились зрелые Т- и В-клетки, нахо-
дящиеся на стадиях от пре-В до зрелых клеток. 
Вместе с тем клетки (№ 3 и 9), полученные от 
больных О Л Л , резко отличались по уровню актив-
ности исследуемых ферментов, а также по содер-
жанию белка. Фенотип клеток № 9 указывал на 
более зрелую стадию их дифференцировки 
(пре-В-клетки) в отличие от клеток № 3 (пред-
шественники В-клеток). Обнаруженный разброс в 
активности АП и катепсинов B-f-L при острых фор-
мах В-клеточных вариантов Л П З (см. рис. I) мо-
жет быть связан также с различным уровнем диф-
ференцировки исследуемых клеток. 

Следует отметить, что, характеризуя АП и ка-
тепсины B + L в различных лимфоидных клетках, 
мы выявляли лишь активность ферментов, не свя-
занных с соответствующими ингибиторами. Полу-
ченные данные поэтому не отражают их истинного 
содержания ферментов в клетках. Возможно, недо-
статочностью ингибиторов и вследствие этого на-
рушением регуляции активности указанных фер-
ментов можно объяснить чрезвычайно высокую их 
активность в клетках (№ 2, 4 и 5) больных О Л Л 
(см. таблицу). На присутствие эндогенных ингиби-
торов в лимфоцитах указывают результаты наших 
предыдущих исследований [4], а также данные 
отдельных авторов [6, 11J. Факт обнаружения 
очень высокой активности протеиназ в ряде слу-
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чаев О Л Л требует дальнейшего изучения и оценки 
его клинического значения в прогнозировании те-
чения заболеваний. 

Сопоставление активности исследуемых протеи-
наз в опухолевых В- и Т-клетках со стадиями диф-
ференцировки представлено на рис. 2. При диффе-
ренцировке клеток-предшественников изменения 
активности всех исследуемых протеиназ находи-
лись в определенной зависимости от принадлеж-
ности клеток к 'Г- или В-субпопуляциям. При диф-
ференцировке клеток в направлении В-ряда актив-
ность протеиназ снижалась на уровне пре-В-лим-
фоцита и оставалась практически без изменений в 
ходе дальнейшего созревания. При дифференци-
ровке Т-клеток на начальных стадиях, проте-
кающих в тимусе, имело место резкое увеличение 
активности каждого из исследованных ферментов 
с последующим ее снижением, причем каждая ста-
дия характеризовалась максимальной актив-
ностью одной из исследованных протеиназ. 

Полученные результаты представляют собой 
первые сведения о ряде протеиназ опухолевых лим-
фоидных клеток человека с охарактеризованным 
фенотипом. Эти данные получены на ограниченном 
материале и носят предварительный характер. Тем 
не менее они указывают на существование корре-
ляции между уровнем активности исследуемых 
протеиназ и степенью дифференцировки опухоле-
вых лимфоидных клеток. Дальнейшие комплекс-
ные иммунохимические и биохимические исследо-
вания патологических лимфоидных клеток челове-
ка, с нашей точки зрения, являются перспективны-
ми и могут быть использованы для оценки прогно-



за течения заболевания и в дифференциальной 
диагностике Л П З . 
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ACTIVITY O F PROTEINASES IN LYMPHOID CELLS OF 
PATIENTS WITH VARIOUS LYMPHOPROLIFERATIVE 
D I S O R D E R S 

V. S. Bylinkina, N. V. Golubeva, T. A. Gureeva, L. A. Lokshina, 
A. M. Polyanskaya, R. S. Samoylova 

Insti tute of Biological and Medical Chemistry, Academy of Medi-
cal Sciences of the USSR, Inst i tute of Hematology and Intensive 
Therapy, All-Union Hematological Centre, Ministry of Public 
Health of the USSR, Moscow. 

Activities of dipeptidyl-aminopeptidase IV, urokinase-l ike 
plasminogen activator, cathepsins В and L were studied in lym-
phoid cells of pat ients with var ious forms of lymphoproliferat ive 
disorders. Activity of the enzymes studied was found in all the T-
arul B-cell, a l though rate and ratio of the enzymatic activity were 
dissimilar in various cell types. The highest ra te of activity exhibi-
ted cells at early s tages of matura t ion obtained from patients 
with acute lymphoblastic leukemia, while low level of the protei-
nase activity was detected in cells of patients with chronic 
lymphoid leukemia, non-Hodgkin lymphoma, hairy cell leukemia 
and Sezary disease, corresponding to ma tu re T- and B-subpopu-
lations. As shown by analysis of the cells immunological pheno-
type and their proteolytic activity, the ra te of lymphoid cells diffe-
rentiation correlated with level of proteinases activity. Series of 
proteinases were firstly studied in human mal ignant lymphoid 
cells with known phenotype. The enzyme assay may be used in 
diagnosis and t rea tment of pat ients with lymphoproliferative 
disorders . 

,c) КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1991 
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И З М Е Н Е Н И Я В А П П А Р А Т Е Р Е П Л И К А Ц И И И 
С О С Т О Я Н И И П У Л А Ф О С Ф О Р С О Д Е Р Ж А Щ И Х 
М Е Т А Б О Л И Т О В Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н Ы Х 
О П У Х О Л Е Й Ж И В О Т Н Ы Х В П Р О Ц Е С С Е РАЗ-
В И Т И Я 

Институт химической физики АН СССР, Москва 

Химиотерапевтическая активность лекарствен-
ных препаратов существенно изменяется в за-
висимости от доли пролиферирующих клеток в 
популяции опухолевых клеток. Уменьшение доли 
Д1 IK-сиитезирующих и накопление неделящихся 
клеток в растущей опухоли могут быть одной из 
причин изменения ее чувствительности к цито-
статикам. 

Изучение некоторых биохимических особен-
ностей опухолевых клеток в процессе развития 
опухоли может способствовать пониманию при-
чин этого явления. Развитие опухолевого процесса 
сопровождается нарушениями в регуляции син-
теза макромолекул из их низкомолекулярных пред-
ш ест в е н и и к о в. С у i д ест ве н н у ю р ол ь в и з м е н е н и и 
биохимического статуса клеток могут играть 
изменения структуры хроматина и активности 
ферментов комплекса реплитаза, куда относят 
ДНК-полимеразы <х и (3, а также ферменты, 
участвующие в синтезе дезоксирибоиуклеотидов 
de novo и по запасному пути. Тимидинкиназа 
(ТК) катализирует превращение тимидина в 
тимидинмонофосфат (ТМФ) и является основным 
ферментом запасного пути синтеза ДНК. Рибо-
нуклеотидредуктаза (РР) ключевой фермент 
синтеза de novo катализирует скорость-
лимитирующую реакцию восстановления дезокси-
нуклеозиддифосфатов ( Д Н Д Ф ) в нуклеозидди-
фосфаты ( Н Д Ф ) . ДНК-полимераза а основной 
фермент, участвующий в репликации, а ДНК-
полимераза (3 в репарации повреждений ДНК. 

В настоящей работе определяли активность 
ферментов комплекса реплитазы (ТК, РР, ДНК-
полимераз а и Р), скорость включения 2-мС-ти-
мидина и дезокси-2-иС-уридина в ДНК, образова-
ние одиночных разрывов в Д Н К в процессе 
развития экспериментальных лейкозов Р388 и 
L1210. Кроме того, в условиях in vivo изучали 
изменения в пуле фосфорсодержащих метаболи-
тов в клетках меланомы В16 на разных ста-
диях развития опухоли. 

М е т о д и к а . Клетки лейкоза Р388 (10° 107) и L1210 
(5'10 ( )) прививали виутрибрюшинио мышам BDF I (C57BIX 
X D B A / 2 ) . Мелаиому В16 прививали подкожно мышам 
C 5 7 B I / 6 X C B A . 

2-мС-тимидии (5 мкКи) или дезокси-2-мС-уридин (2 мкКи) 
вводили виутрибрюшинио мышам-опухоленосителям за I ч 
до забоя. Детальное описание методик изучения синтеза 
Д И К описано ранее [3, 4 | . Одиночные разрывы Д Н К 
определяли методом ультрацентрифугирования лизатов клеток 
в градиенте плотности нейтральной сахарозы в условиях 
высокой ионной силы в присутствии различных концентраций 
этидиумбромида (ЭБ) [10, 18]. Активность ДНК-полимераз а 
и р и ТК определяли, как описано ранее |8, 16]. 
Разделение тимидина, ТМФ, тимидиндифосфата и тимидин-
трифосфата проводили ступенчатой хроматографией с 0,2, 
1,0 и 1,6 М LiCI (2, 4 и 16 мин соответственно) 
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Рис. 1. Включение 2- | 4С-тимидина в Д Н К клеток лейкозов 
L1210 ( / ) и Р388 (2), меланомы В16 (3) и дезокси-2- , 4С-уриди-
на в Д Н К клеток лейкоза Р338 (4) в процессе развития 
опухолей. 
Но оси абсцисс — время, сут, по осям ординат: слева имп/мин на I мг 
Д Н К - 1 0 4 , справа ими/мин на I мг Д Н К - 1 0 ' . 

на PEI-целлюлозе. Радиоактивность измеряли в сцинтил-
ляционном счетчике «Дельта-300» («Tim Analitic», США) . 
Активность Р Р определяли биохимическим методом по 
превращению мС-цитидиндифосфата в 14С-дезоксици.тидинди-
фосфат и методом ЭПР-спектроскопии |2, 211. Сигнал Э П Р 
регистрировали на радиоспектрометре «Brukcr ER 220D», 
используя стандартную программу для обработки данных 
на компьютере «Aspect». Оксимочевину использовали как 
специфический ингибитор Р Р |2, 14]. Спектры ЯМР на 
ядрах " Р получены на спектрометре «Р-360 Bruker» 
при частоте 145 и 78 мГц. Условия эксперимента описаны 
в работе [4]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как пока-
зано на рис. 1, рост опухолей Р388, L1210 
и меланомы В16 сопровождается замедлением 
включения 2-мС-тимидина в ДНК, что объяс-
няется увеличением доли неделящихся клеток. 
Для лейкоза Р388 показано, что к 8-м суткам 
после трансплантации 90 % клеток не делятся, но 
полностью сохраняют жизнеспособность, что про-
является при последующей прививке здоровым 
мышам [9]. 

Опыты с использованием меченого дезоксиури-
дина продемонстрировали, что уменьшение синте-
за Д Н К с ростом опухоли происходит не только 
за счет запасного пути, но и за счет синтеза 
дезоксирибонуклеотидов de novo. Таким образом, 
уменьшение количества ДНК-синтезирующих кле-
ток коррелирует с замедлением синтеза Д Н К 
как de novo, так и по запасному пути. Причем 
синтез Д Н К de novo уменьшается менее резко, 
чем по запасному пути. Возможно, эти различия 
свидетельствуют об изменении соотношения синте-
за дезокситимидинтрифосфата по запасному пути 
и de novo в процессе развития лейкоза Р388. 

Нарушения вторичной структуры Д Н К исследо-
вали методом ультра центрифугирования лизатов 
клеток Р388 в градиенте плотности нейтральной 
сахарозы в условиях высокой ионной силы. Кон-
формациоиные изменения нуклеоида являются ин-
тегральным показа т ел ем п о в р е ж д е н и я х р о м а т и -
на, что должно сказываться на его сед и мен-
та ц ионной п од в и ж ноет и. Д остове р н ы х р а з л и ч и й 
в профилях седиментации нуклеоида из этих 
клеток на разных стадиях развития опухоли 
выявить не удалось (рис. 2). Для повышения 

Рис. 2. Седиментация предсуществующей Д Н К нуклеоида 
клеток лейкоза Р388 в градиенте плотности нейтральной саха-
розы в разные сроки развития лейкоза. 
По оси абсцисс помор фракции; по оси ординат % от общей радиоактив-
ности. Римские цифры срок развития лейкоза, сут. 

чувствительности метода использовали градиенты 
плотности сахарозы, содержащие различные кон-
центрации интеркалирующего агента ЭБ. Этот 
метод позволяет определять несколько разрывов 
на молекулу Д Н К |18). Нативиая Д Н К имеет 
бифазную кривую зависимости седиментационной 
подвижности от концентрации ЭБ, отражающую 
конформационные состояния Д Н К : при концент-
рации ЭБ 1 мкг/мл происходит уменьшение 
отрицательной суперспирализации ДНК, при 
2 6 мкг/мл ее исчезновение, при 10 мкг/мл 
образование оппонентной суперспирализованной 
ДНК. Седиментационная подвижность нуклеоида 
в различные сроки развития опухоли практи-
чески одинакова (рис. 3) . 

Таким образом, нами впервые с использова-
нием чувствительных методов было показано от-
сутствие одиночных разрывов Д Н К на поздних 
стадиях развития опухоли, когда большинство 
клеток не делится. Следует отметить, что боль-
шинство работ по определению вторичной струк-
туры Д Н К в клетках с различной пролифера-
тивной активностью проводили с культурами 
клеток in vitro. В Д Н К покоящихся лимфоци-

Рис. 3. Зависимость седиментационной подвижности Д Н К 
нуклеоида клеток лейкоза Р388 от концентрации ЭБ. 
/ 3-й сутки, 2 б-е сутки, 3 7-е сутки развития лейкоза Р388. По оси 
абсцисс концентрация ЭБ, мк г /мл ; по оси ординат номер фракции. 

Рис. 4. Зависимость активности РР ( / ) и ТК ( 2 ) от срока 
р а з в ит и я л е й коз а Р388. 
По оси абсцисс - время, сут; но осям ординат: слева нмоль Т Ф М в 1 мни 
на 10° клеток, справа интенсивность дублетного сигнала, отн. ед. 
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тов человека было обнаружено большое коли-
чество разрывов и значительное уменьшение их 
мри стимуляции лимфоцитов фитогемагглютини-
ном, что и послужило основанием считать оди-
ночные разрывы маркерами иеделящихся клеток 
[5 | . С другой стороны, в экспериментах с ис-
пользованием метода щелочной элюции не было 
обнаружено заметного количества разрывов Д И К 
покоящихся лимфоцитов [11| . Результаты проти-
воположного характера, по всей вероятности, 
объясняются несовершенством применяемых мето-
дов, когда локальные расплетания регистрируются 
как разрывы [ 12]. 

Определение активности ферментов ТК и РР 
проводили в течение роста лейкоза Р388. Ак-
тивность ТК резко снижается в первые дни после 
трансплантации и остается на очень низком 
уровне до гибели животных. Активность РР 
плавно уменьшается с ростом опухоли (рис. 4). 
При сравнении рис. 1 и 4 видно, что изменения 
в синтезе Д Н К хорошо коррелируют с уменьше-
нием активности PP. Эти данные подтверждают, 
что РР играет важную роль в контроле синтеза 
Д Н К и клеточной пролиферации | 7 | . 

РР ключевой фермент синтеза дезокси-
нуклеотидтрифосфата (ДНТФ) de novo, катали-
зирующий реакцию восстановления Д Н Д Ф в НДФ. 
В состав РР, который регулирует баланс Д Н Т Ф 
в клетке, входит свободный радикал аминокис-
лотного остатка тирозина. Известно, что повышен-
ная активность Р Р характерна для активно де-
лящихся клеток. Так, активность РР коррели-
рует со скоростью роста гематом; активность Р Р 
в медленно и быстро растущих гепатомах разли-
чается в 200 раз [7]. Активность ТК в нормальных 
иеделящихся клетках чрезвычайно низка, но в 
культурах различных опухолевых клеток она воз-
растает в 5 100 раз [20]. Наблюдаемое нами 
и другими авторами [22] резкое падение актив-
ности ТК в первые дни развития лейкозов 
Р388 и L1210 трудно поддается объяснению. 
Предполагается, что увеличение активности ТК 
при переходе клеток в фазу деления происхо-
дит благодаря повышению эффективности транс-
ляции п редсу шествующей мРНК, кодирующей 
ТК [19| . Поскольку уменьшение активности ТК 
предшествует ингибированию синтеза Д Н К и ак-
тивность этого фермента чрезвычайно низка и в 
ДНК-синтезирующих клетках, можно предполо-
жить, что ТК участвует в регуляции перехода 
делящихся клеток в неделящиеся. Однако это 
предположение требует дополнительных исследо-
ваний. 

Все опубликованные ранее данные, посвящен-
ные изучению активности ДНК-полимеров а и (3, 
были получены в экспериментах на культурах 
нормальных и трансформированных клеток млеко-
питающих [6, 13, 15J. Проведенное нами ис-
следование активности этих ферментов показало, 
что в клетках лейкоза Р388 активность ДНК-
полимеразы а уменьшается с 3-х по 5-е сутки 
развития лейкоза Р388, а затем слегка увеличи-
вается. Активность ДНК-полимеразы |3 существен-
но возрастает на поздних стадиях развития 
лейкозов, когда основную часть популяции со-
ставляют неделящиеся клетки (рис. 5). Анало-
гичные данные были получены нами и в опытах 
на клетках лейкоза L1210 [1]. 

Рис. 5. Изменение активности ДНК-полимераз а ( / ) и |3 (2) 
при развитии .лейкоза Р388. 
По оси абсцисс время, сут; по оси ординат активность ферментов, нмоль 
Д Ц М Ф / м и н на 10" клеток • I ()'\ 

Рис. 6. Спектры " Р - Я М Р опухоли одной и той же мыши, 
полученные при помощи поверхностной катушки на 11-е (/) 
и 18-е ( / / ) сутки развития меланомы В16 (а) и (6) измене-
ние отношений амплитуд (А) сигналов ФС ( / ) , КФ (2) и АТФ 
(3) к Ф„. 
По оси абсцисс время, сут; по оси ординат и А<ьг / А Ф ; A i / ф / Д ф ; 
А А Т ф / А Ф „ - 1 Ф С - 2 КФ, 3 АТФ, 4 АДФ, 5 НАД, в 11 Ф ( |. 

Нам не удалось наблюдать прямую зависимость 
между изменениями в синтезе Д Н К и актив-
ностью ДНК-полимеразы а. Это можно объяснить 
сложностью взаимовлияний ферментов комплекса 
реплитаза. Вероятно, падение активности ДНК-
иол и мер азы а тоже вносит свой вклад в этот 
процесс наряду с другими ферментами комплекса 
реплитазы, такими, как ТК и PP. Обнаруженное 
нами впервые значительное увеличение активно-
сти ДНК-пол имеразы |3 на терминальной стадии 
развития опухоли представляет определенный ин-
терес для характеристики популяции иеделящих-
ся клеток. Однако остается неясным, обуслов-
лено ли повышение уровня ДНК-пол имеразы (3 
модификацией этого фермента или активацией 
его синтеза. Повышается ли активность ДНК-
молимеразы (3 во всех клетках или только в ие-
делящихся, составляющих основную долю популя-
ции? Можно предположить, что отсутствие раз-
рывов Д Н К на терминальных стадиях развития 
опухоли связано с повышенной активностью 
ДНК-полимеразы (3. Недавно было показано, что 
в клетках лейкоза Р388, резистентных к диамип-
дихлорплатине (II) и резистентных к N-алкил-
N-нитрозомочевине, активность Д11К-полимера-
зы [3 в 3 раза превышает таковой в чувстви-
тельных клетках |1, 16]. Одной из причин ле-
карственной устойчивости на поздних стадиях 
развития опухоли может быть активация ДНК-
полимеразы (3. 

Не исключено, что эффективность действия 
лекарственных препаратов может быть связана 
с энергетическим статусом опухолевых клеток. 
Од 11 а к о и м е ют с я лишь е д и н и ч н ые и с с л е д о в а н и я 
в этом направлении. 

Нам представлялось целесообразным провести 
прижизненную регистрацию состояния пула фос-
форсодержащих соединений в клетках солидной 
опухоли меланомы В16 на разных стадиях раз-
вития. В отличие от лейкозов рост солидных 
опухолей сопровождается значительным уменьше-
нием степени оксигенации опухолей, ослабле-
нием процессов дыхания и аэробного гликолиза. 

В начальной стадии развития меланомы В16 
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спектр " Р - Я М Р характеризуется высокой интен-
сивностью сигналов от фосфатов Сахаров (ФС), 
АТФ и креатинфосфата (КФ) (рис. 6, а, 
спектр / ) . По мере развития опухоли интен-
сивность сигналов от АТФ, АДФ, НАД, К Ф / Ф С 
по сравнению с сигналом неорганического фос-
фата (Фн) уменьшается (см. рис. 6, а, спектр / / ) . 
Изменения относительных уровней фосфорсодер-
жащих метаболитов приведены на рис. 6, б. 

Наблюдаемое падение уровня макроэргических 
соединений и одновременное адекватное увели-
чение уровня ф, были отмечены ранее в опытах 
с другими экспериментальными опухолями живот-
пых |17) и, возможно, свидетельствуют об уве-
личении доли иеделящихся клеток в процессе 
роста меланомы В16 мышей. Нельзя исключить и 
возможность частичной гибели клеток на терми-
нальной стадии развития опухоли. 

Таким образом, полученные экспериментальные 
данные свидетельствуют о том, что на терми-
нальных стадиях развития опухоли, обогащенные 
неделящимися клетками, приобретают новые био-
химические особенности, которые могут изменять 
их чувствительность к химиотерапевтическим 
препаратам. 
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Activity of repli tase complex enzymes involving thymidine 
kinase (TK), ribonucleotide reductase (RR) . DNA-polymera 
es a and fi as well as DNA synthesis and single breaks 
in DNA were studied dur ing growth of P388 ascites tumor . 
Under these conditions the ra te of DNA synthesis w a s 
distinctly decreased via sa lvage pathwav and de novo. 
Single breaks were not detected in the preexistent DNA 
within various periods af ter t r ansp lan ta t ion of P338 leukemic 
cells. Retardat ion of DNA synthesis dur ing tumor growth 
corre la ted with a decrease in TK, RR and DNA-polymerase a 
activities, while DNA-polyrnerase fi activity was markedly 
increased. Growth of melanoma В16 was accompanied by 
a decrease in content of ATP, ADP, NAD, phosphocreat ine 
and phosphosaccharides as well as by an increase in the 
level of inorganic phosphates . 
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В настоящее время не вызывает сомнений учас-
тие протеолитических ферментов в процессах 
канцерогенеза, в частности в процессах инвазии 
и метастазирования. Важная роль в этих про-
цессах наряду с коллагеназами принадлежит ци-
стеиновым протеиназам — катепсинам В и L [5, 
16]. В последние годы установлено, что активные 
или предшественные формы катепсинов L и В син-
тезируются клетками некоторых злокачественных 
опухолей и трансформированными клетками в 
культуре [10, 13, 14, 16]. Эти ферменты могут сек-
ретироваться или быть ассоциированы с поверх-
ностью опухолевой клетки [10, 11, 13—17]. Актив-
ность катепсинов коррелирует со степенью злока-
чественности ряда линий опухолей [5, 16]. Однако 
функции цистеиновых протеиназ в процессах онко-
генной трансформации и метастазирования неяс-
ны. Недавно установлено, что онкобелок p21r;,s ин-
гибирует активность цистеиновых протеиназ [8 | , 
что позволяет предполагать включение последних 
в процесс трансформации уже на начальных ста-
диях. В связи с этим важное значение приобре-
тает вопрос об изучении цистеиновых протеиназ и 
их ингибиторов на отдельных этапах канцерогене-
за. Удобной моделью для изучения многостадий-
ного процесса трансформации является введение 
различных онкогенов в клетку. 

Целью данной работы было изучение экспрес-
сии цистеиновых протеиназ на разных этапах 
канцерогенеза. Исследование проводили на ранее 
разработанной модельной системе эмбриональных 
фибробластов крысы, трансформированных в ре-
зультате трансфскции двух разных генов: генов 
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ранней области аденовируса обезьяны SA7 и по-
следующей трансфекции онкогеном c-Ha-ras [3]. 
Эта модель позволяет выделить две дискретные 
стадии злокачественной трансформации in vitro: 
иммортализацию и туморогенную трансформацию. 

М е т о д и к а . В работе использовали следующие линии 
клеток: REF первичные эмбриональные фибробласты крысы 
линии Фишер использовали в качестве контроля; REF-1 
имморталИзованная клеточная линия, полученная после транс-
фскции Д Н К плазмиды рАА13, содержащей геном ранней 
области аденовируса обезьяны SA7 (в опытах использовали 
клетки, полученные на 36 пассаже) |4] ; REF-2EJ трансфор-
мированные фибробласты крысы, полученные из опухоли бести-
мусной мыши, индуцированной введением клеток REF-1, транс-
фецированных онкогеном c -Ha- ras [3]. Клетки культивировали 
в течение 24, 48 и 96 ч в смеси бессывороточной среды 
Д М Е М ("Serva" , Германия) и гидролизата лактальбумина в 
соотношении 1:1, с добавлением 0 , 0 3 % раствора глутамина, 
а т а к ж е пенициллина и стрептомицина (100 ЕД на 1 мл среды). 
Смену среды производйли через 48 ч. Клетки смывали с по-
верхности стекла 0,0002 % раствором химопсина в 0,02>^£*рас-
творе версена, а затем 4 -5 раз промывали раствором Хенкса 
и центрифугировали при 1000 об/мин в течение 10 мин при 
4 °С. Клетки и культуральную жидкость хранили при -30 °С. 

Д л я получения лизатов клеток в пробы добавляли 0,45 % 
раствор NaCI, содержащий I мМ СаС12 и 0,1 % тритона Х-100 
(из расчета 1-107 клеток в 1 мл раствора) и подвергали 
6-кратному замораживанию-оттаиванию. Далее клетки разру-
шали в тефлоновом гомогенизаторе в течение 10 мип; осадок 
отделяли центрифугированием в течение 20 мин при 
7000 об/мин при 4 °С. Для дальнейшей работы использовали 
супернатант. 

В опытах использовали интактную культуральную жид-
кость и культуральную жидкость после диализа при 4 °С в те-
чение 30 ч против 0,45 % раствора NaCI, содержащего 1 мМ 
CaCJ2 . 

В работе применяли среду Д М Е М фирмы "Flow Lab." (Ве-
ликобритания), раствор витаминов ВМЕ фирмы "Se rva" 
(Германия). В качестве активаторов и ингибиторов использо-
вали дитиотрейтол (ДТТ), этилендиаминтетрауксусную кисло-
ту (ЭДТА)., фенилметилсульфонилфторид (ФМСФ), йоду^ус-
ную кислоту фирмы "Se rva" (Германия). Остальные реактивы 
отечественного производства. 

Д л я определения активности цистеиновых ферментов ис-
пользовали следующие субстраты: 7-амино-4-метил-кумарин-
амиды карбобензокси^-фенилаланил-L-аргинина (Z-Phe-Arg-
MCA) и к а р б о б е н з о к с и ^ - а л а н и л ^ - а р г и н и л ^ - а р г и н и н а (Z-
ДI а - Arg-Arg-MCA), синтезированные доктором хим. наук 
В. Ф. Поздневым в Институте биологической и медицинской 
химии АМН СССР. 

Активность цистеиновых протеиназ оценивали по гидроли-
зу Z-Phe-Arg-MCA (0,03 мМ) и Z-Ala-Arg-Arg-MCA 
(0,019 мМ) при рН 6,5 в присутствии ДТТ и ЭДТА (I мМ). 
Инкубационная смесь содержала исследуемый материал: лизат 
клеток 0,02—0,06• 106 клеток или 20 100 мкл культуральной 
жидкости, 30 мкл раствора ДТТ и ЭДТА (1 мМ), 20 мкл раство-
ра субстрата в 70 % диметилсульфоксиде и 0,1 М натрий 
фосфатный буфер (до общего объема 0,6 мл). Инкубацию 
проводили при 37 °С в течение 15 мин (с Z-Phe-Arg-MCA) 
или I ч (с Z-Ala-Arg-Arg-MCA). Реакцию останавливали 
добавлением 2,4 мл 0,05 М натрий-ацетатного буфера рН 4,0. 
Освобожденный 7-амино-4-метил-кумарин измеряли при 370 нм 
(возбуждение) и 460 нм (излучение). Активность выражали 
в наномолях продукта, освобожденного за 1 мин на 1 мг белка и 
1-10е клеток или на 1 мл культуральной жидкости. 

Содержание белка определяли по |9] . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты 
исследования активности цистеиновых протеиназ в 
лизатах эмбриональных фибробластов крысы, на-
ходящихся на разных стадиях онкогенной транс-
формации, представлены на рис. 1. Прослежена 
динамика изменения внутриклеточной и секрети-
руемой активности ферментов в течение 96 ч куль-
тивирования клеток. Установлено, что в имморта-
лизованных клетках REF-1 активность внутрикле-
точных цистеиновых протеиназ существенно (в 
3 раза) увеличивалась в течение 24 ч по сравнению 
с первичными фибробластами (см. рис. 1, а, б). 

50.0 

10.0 

Рис. 1. Активность внутриклеточных (а, б) и секретируемых (в) 
цистеиновых протеиназ, тестированных по гидролизу Z-Phe-
Arg-MCA (а, о) и Z-Ala-Arg-Arg-MCA (б) в культурах 
эмбриональных фибробластов крысы. 
По оси ординат активность протеиназ, нмоль/мин/ 10й клеток. / REF, 
II REF-1, III REF-2EJ. I 24 ч, 2 48 ч. 3- 96 ч культивирования. 

В трансформированных онкогеном c-Ha-ras клет-
ках REF-2EJ происходило дальнейшее значитель-
ное повышение активности цистеиновых протеи-
наз. Активность этих протеиназ в клетках REF-2EJ 
возрастала в 6 раз по сравнениючс REF 1 и в 20 раз 
по сравнению с первичными фибробластами. 

Исследование динамики изменения внутрикле-
точной активности протеиназ в клетках, культиви-
рованных в течение 48 и 96 ч, показало, что про-
исходит последовательное увеличение активности 
цистеиновых протеиназ в соответствии с развитием 
процесса трансформации. Активность протеиназ в 
иммортализованных клетках REF-1 выше, чем в 
REF, а наиболее высокая активность отмечена в 
трансформированных трансфекцией c-Ha-ras фиб-
робластах REF-2EJ (см. рис. 1, а, б) . 

При изучении секретируемой активности цисте-
иновых протеиназ (см. рис. 1, в) в зависимости от 
стадии трансформации и времени культивирова-
ния было показано, что в течение первых 24 ч 
активность секретируемых протеиназ в линиях кле-
ток REF и REF-1 существенно не отличалась 
от активности внутриклеточных ферментов, что 
свидетельствует о равновесном содержании этих 
ферментов в клетке и вне ее. Однако последую-
щая траисфекция онкогеном c-Ha-ras приводила к 
резкому увеличению секреции цистеиновых про-
теиназ. 

Исследование динамики секреции цистеиновых 
протеиназ в культурах клеток, культивированных 
48 и 96 ч, показало, что на стадии иммортализа-
ции активность секретируемых протеиназ сущест-
венно снижена по сравнению с первичными фибро-
бластами. На стадии туморогенной трансформа-
ции фибробластов секретируемая активность ци-
стеиновых протеиназ резко возрастала. Следует 
подчеркнуть, что секретируемая активность клеток 
REF-2EJ, культивированных 24 и 48 ч, в 30 раз вы-
ше, чем активность иммортализованных клеток 
REF-1, и приблизительно в 55 и 18 раз соот-
ветственно выше секретируемой активности эм-
бриональных фибробластов. Таким образом, уве-
личение продукции внутриклеточных и секрети-
руемых цистеиновых протеиназ в исследованных 
клеточных линиях коррелирует с развитием про-
цесса онкогенной трансформации. 

Д л я идентификации отдельных цистеиновых 



Т а б л и ц а I 
Активность в лизатах клеток и культуральной жидкости, определяемая по гидролизу Z-Phe-Arg-/WCA и Z-Ala-Arg-Arg-MCA 

Длитель-
Активность в лизатах клеток Активность в культуральной жидкости 

Культура ность 
культиви-

"Z-Phe-Arg-MCA /. • A1 я - А гц' - А гц - М С А Z -Phe-Arg -MCA Z - A l a - A r g - A r g - M C A 
клеток р о на нии, 

ч нмоль/мин/10'1 % актив-
ности нмоль/мин/10Г* % актив-

ности нмоль/мин/1 0" % актив-
ности нмоль/мин/101 ' % актив-

ности 

24 0,634 100 0,058 9 0,781 100 0,006 0,7 
48 0,449 100 0,1 17 26 3,213 100 0 0 
96 3,590 100 0,365 10 6,148 100 0,01 0,1 

24 1,980 100 0,570 30 1,350 100 0,013 0,9 
48 ' 6,390 100 0,618 10 2,120 100 0,014 0,6 
96 0,276 100 0,100 36 3,810 100 0,006 0,2 

24 1 1,910 100 2,350 19 42,400 100 0,525 1,2 
48 13,700 100 2,180 15 •59,000 100 1,280 2 
96 54,790 100 .5,140 9 9,720 100 0 0 

протеиназ внутриклеточную и секретируемую ак-
тивность в исследуемых культурах клеток оценива-
ли по растеплению двух синтетических субстра-
тов: Z-Phe-Arg-MCA, гидролизуемого как катепси-
ном L, так и катепсином В, и Z-Ala-Arg-Arg-
МСА специфического субстрата катепсина В. 
Как видно из табл. 1, определяемая во всех клеточ-
ных линиях активность по гидролизу Z-Phe-Arg-
MCA обусловлена действием протеиназы, подоб-
ной катепсину L. Активность катепсина В состав-
ляла лишь 10 30 % от внутриклеточной активно-
сти цистеиновых протеиназ, а в культуральной 
жидкости активность этого катепсина практически 
не определялась (см. табл. 1). Анализ влияния ин-
гибиторов разных классов протеолитических фер-
ментов на исследуемую активность подтвердил, 
что гидролиз Z-Phe-Arg-MCA во всех исследован-
ных культурах клеток осуществляется именно 
цистеиновой протеиназой (табл. 2). 

Исследование активности катепсин L-подобной 
протеиназы в культуральной жидкости показало, 
что в результате диализа активность протеиназы 
увеличивалась (рис. 2). Мри этом активность 
цистеиновой катепсин L-подобной протеиназы в 
культуральной жидкости первичных фибробластов 
и иммортализованных клеток повышалась в 16— 
20 раз, а в культуральной жидкости трансформи-
рованных клеток активность в 2 4 раза по 
сравнению с активностью интактной культураль-

ной жидкости. Это увеличение активности скорее 
всего связано с диссоциацией фермент-ингибитор-
ного комплекса. Преинкубация диализованной 
культуральной жидкости при рН 4,2 в течение 
15 мин при 37 °С приводила к дальнейшему уве-
личению активности катепсин L-подобной протеи-
назы еще в 1,5 3 раза (см. рис. 2). Эти данные 
позволяют заключить, что во всех исследованных 
культурах клеток цистеиновая катепсин L-подоб-
ная протеииаза секретируется в предшественной 
форме и(или) значительная часть фермента нахо-
дится в комплексе с ингибитором. 

В настоящее время установлено, что главный 
секретируемый белок М Е Р фибробластов мы-
шей, трансформированных вирусом саркомы мыши 
Кирстен, является предшественной формой катеп-
сина L |6, 12]. Синтез этого профермента 
трансформированными фибробластами в 25 раз 
выше, чем его синтез родительскими клетками, 
причем 94 % этого белка секретируются из клет-
ки [7]. В исследованных нами культурах фибро-
бластов внутриклеточная активность на 70—90 % 
обусловлена действием катепсин L-подобной про-
теиназы, а секретируемая активность связана с 
действием только этой протеиназы. При этом, как 
отмечалось выше, активность катепсин L-подобной 
протеиназы в 25 50 раз превышала активность 
в первичных фибробластах. 

Полученные результаты позволяют охарактери-

Т а б л и ц а 2 

Влияние ингибиторов протеолитических ферментов на их активность, определяемую по гидролизу Z-Phe-Arg-MCA в культурах 
клеток 

Длительность 
культиви-
рования, ч 

Без добавок Д Т Т - Э Д Т А Йолуксуснан кислота Ф М С Ф 

Культура клеток 
Длительность 

культиви-
рования, ч нмоль/мии/ 10й % актив-

ности нмоль/мин/1 U(i % актив-
ности нмоль/мин/ 101' % актив-

ности нмоль/мин/1 ()" % актив-
ности 

REF 
24 0 0 4,4 100 0,28 6,4 3,2 72 
48 0 0 1,25 100 0 0 0,75 60 
96 0,15 1,1 13,3 100 0,15 1,1 1 1,3 85 

24 0 0 10,33 100 0 0 9,73 94 
48 0 0 12,90 100 0,27 2 11,1 85 
96 0 0 0,818 100 0 0 0,818 100 

24 0,75 2,9 25,20 100 0 0 25,20 100 
48 0,66 2,5 26,0 100 0 0 25,0 96 
96 2,16 2,4 88,7 100 0,83 0,9 88,7 100 

П р и м е ч а н и е . Во всех опытах активность, определенную в присутствии Д Т Т и ЭДТА, принимали за 1 0 0 % . 
Преинкубацию с ингибиторами (10 4 М) проводили в течение 15 мин при 37 °С. 

38 



Рис. 2. Активность катепсин L-подобной протеиназы в культу-
ральной жидкости фибробластов крысы. 
По оси абсцисс иреми, ч; по оси ординат активность, пмоль/мин/мл. 
Светлые столбики активность в культуральной жидкости до диализа; столби-
ки с косой штриховкой активность в культуралыюй жидкости после диали-
:ia; столбики с вертикальной штриховкой активность в диализованиой куль-
туралыюй жидкости после преиикубации при p l l 4,2 ч в течение 15 мин 
при 37 °С. Остальные обозначения тс же, что на рис. I. 

зовать каждую стадию трансформации фибро-
бластов исследованной модельной системы и сви-
детельствуют о корреляции между увеличением 
активности цистеиновых протеиназ катепсинов 
L и В и развитием процесса трансформации 
фибробластов (см. рис. 1). Выявлены четкие раз-
личия в уровнях и характере изменения актив-
ности протеиназ для отдельных клеточных линий. 
Важно подчеркнуть, что обнаружено существенное 
отличие иммортализованных клеток REF-1 от пер-
вичных фибробластов по уровню как внутрикле-
точной, так и секретируемой активности цистеи-
новых протеиназ. Это тем более интересно, что 
при сравнении экспрессии протоонкогенов e-fos, 
c-jun и c-myc в эмбриональных фибробластах 
при их иммортализованном состоянии существен-
ных различий не обнаружено |1, 2] . Стадия пол-
ной трансформации фибробластов характеризует-
ся наиболее высокой как внутриклеточной, так и 
секретируемой активностью цистеиновых протеи-
наз, что согласуется с имеющимися в литературе 
данными [5, 11, 14 17]. Проведенные исследова-
ния являются первым этапом изучения роли про-
теолитических ферментов разных типов на отдель-
ных стадиях онкогенной трансформации с исполь-
зованием указанной модельной системы фибро-
бластов. 
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C Y S T E I N E - D E P E N D E N T P R O T E I N A S E S AT VARIOUS 
STI'.PS o r RAT F IBROBLAST MALIGNANT TRANSFOR-
MATION 

E. A. Dilakyan, N. /. Solov'yova, L. Z. Topol 

Insti tute of Biological and Medical Chemistry, Insti tute of 
Carcinogenesis , All-Union Oncology Research Centre, Academy 
of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Cysteine-dependent proteinases were studied in a model sy-
stem of rat embryonal f ibroblasts which enabled to evaluate 
two discrete steps of ma l ignan t t rans format ion in vitro: immor-
talization and tumoral t r ans format ion . Dynamics of intracellu-
lar and secreted activities of cysteine proteinases was est imated 
in relation to the s tage of t rans format ion and durat ion of cells 
cultivation. Activation of cysteine proteinases cathepsins L and В 
correlated with developed t rans format ion of f ibroblasts ; each 
step of the process was character ized. Int racel lular and secreted 
activities of the proteinases were distinctly increased in 
immortalized cells as compared with pr imary fibroblasts . 
The highest activity of the enzymes was detected both in intra-
and extracel lular f ract ions at the s t age of complete fibroblast 
t ransformat ion . Cysteine-dependent cathepsin L-like proteinase 
was mainly responsible for intracel lular and secreted activities 
of the fibroblast cul tures studied. This proteinase was found 
to be produced-in the form of precursor in all the cell s t ra ins 
studied a n d / o r main part of the enzyme developed complexes 
with an inhibitor. 
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A Н AЛ И 3 Я В Л Е Н И Я К О М ПА Р Т М ЕН Т А Л И -
З А Ц И И Г Е Н О М А В Н О Р М А Л Ь Н Ы Х И О П У Х О -
Л Е В Ы Х К Л Е Т К А Х 

НИИ канцерогенеза Всесоюзного онкологического научного 
центра АМН СССР, Москва 

При анализе интактных клеточных ядер (или 
свежеприготовленных клеточных лизагов) мето-
дом дифференциальной диссоциации нуклеопро-
теидов [4, 5, 8, 11, 12] было неожиданно обна-
ружено, что хроматографическое распределение 
Д И К гетерогенно [2 | . Это наблюдение не согла-
суется с общепринятым представлением о це-
лостности и непрерывности Д И К в хромосомах. 
Казалось интересным выяснить его природу (раз-
мер фрагментов, участие нуклеаз и других дегра-
дирующих Д Н К агентов, степень универсальности 
и т. д.) независимо от того, является ли оно 
прижизненным динамическим разбиением генома 
на отдельные компартменты (см., например, |28] ) 
или же следствием каких-то искусственных воз-
действий. Соответствующие данные представлены 
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в настоящей работе. Предварительное сообщение 
было опубликовано ранее [3]. 

М е т о д и к а . В работе использовали фибробласты джун-
гарского хомячка (ФДХ) , трансформированные ОВ40 (ли-
ния 4 /21) , и клетки различных тканей крысы. Клетки лизи-
ровали в гомогенизаторе Даунса со слабо притертым пестиком 
при 4 ° £ в 250 мМ сахарозе, 60 мМ KCI, 15 мМ NaCI, 3 мМ 
MgCI2, 15 мМ трис-HCl, |)11 7,5, 0,5 мМ 2-меркаптоэтаноле, 
2 % тритоне Х-100, 1 мМ фенилметилсульфонилфториде 
(ФМСФ). В некоторых опытах в лизирующий раствор вво-
дили спермидин (0,15 мМ) или ингибитор нуклеаз 0,1 % 
диэтилпйрокарбонат ( Д Э П К ) , заменяя в этом последнем слу-
чае трис-НС1-буфер на 0,01 М натрий-фосфатный буфер. 

Изолированные ядра или нефракционированные клеточ-
ные лизаты фиксировали на адсорбенте целите |2, 12]. Ли-
зирующий раствор, прошедший через колонку (примерно 5 мл), 
и буфер TM (25 мМ трис-HCl рН 7,6, 5 мМ MgCl2), которым 
дополнительно промывали колонку (примерно 15 мл), объеди-
няли для последующего анализа (фракция «отмыва» или 
Д Н К - O i ) . Вслед за этим проводили при 2 °С последовательно 
градиенты NaCI ( Д Н К - 0 2 , ДНК-Оз и ДНК-CM и LiCl-моче-
вины (ДНК-Ii и Д Н К - Ь ) . Наиболее прочно ассоциированные 
с внутриядерными структурами Д И К элюировали градиентом 
температуры (ДНК-II i и Д Н К - l b ) , как описано ранее [2 5, 
8, 12). 

Д Н К фракции концентрировали сорбцией на оксиапатите 
и использовали для последующего анализа: переноса . на 
мембранные фильтры и дот-гибридизации с меченными в ре-
акции ник-трансляции зондами |7] или тотальной ДМ К (непря-
мое мечение) или для электрофореза в агарозе и гибриди-
зации по Southern в нашей модификации [6]. В последнем 
случае преципитаты Д И К оксиапагит растворяли в 0,5 М 
ЭДТА, обрабатывали РНКазой А (200 мкг/мл, 1 ч, 37 °С) 
и протеиназой К (200 мкг/мл, 37 °С в течение ночи), разбав-
ляли в 3,5 раза дистиллированной водой, прибавляли гли-
коген (10 мкг/мл) и 1 мМ ФМСФ, после чего осаждали 
Д И К равным объемом изопропанола в присутствии 2 М ацетата 
аммония, споласкивали 70 % этанолом и после растворения 
в буфере ТЕ (10 мМ трис-HCl рН 8,0, 1 мМ ЭДТА) и осветле-
ния низкоскоростным центрифугированием использовали для 
последующего анализа. 

Концевое мечение Д Н К in situ (в изолированных ядрах) 
проводили следующим образом [18]. Ядра (грубый осадок) 
получали лизисом ФДХ в 2 % тритоне Х-100, после чего их 
промывали несколько раз в буфере ТМ, суспендировали в бу-
фере для концевого мечеиия (50 мМ NaCI, 10 мМ трис-НС1 
рН 7,5, 10 мМ MgCl2 , 1 мМ дитиотреитол) из расчета 106 ядер 
в 100 мкл среды, вносили в среду фрагмент Кленова (2 ед.), 
, i 2P-dCTP (20 мкКи) и остальные дезоксинуклеозидгрифосфа-
ты (20 мкМ), после чего инкубировали при комнатной темпе-
ратуре 20 мин. Реакцию остапавливали охлаждением в ледя-
ной бане и сорбцией ядер на целите. После всех обычных 
процедур фракционирования и концентрирования Д Н К пере-

/ ДНН-0 ° ДННЧ ДНН-11 
г— - - ^ r — - 2 — , 

Рис. 1. Распределение Д Н К по степени адгезии к внутриядер-
ным структурам. 
Клетки, лизированные нсионным детергентом, были подвергнуты хроматографи-
ческиму разделению. Д Н К переносили на фильтры и гибридизовали с тоталь-
ной " Р - Д Н К соответствующего происхождения, а клетки ФДХ 4/21: б 
ткани самцов беспородных крыс: печень ( / ) , тимус (2) , почки (3) , мозг (4) . 
Здесь и на рис. 2 7 цифры фракции Д Н К . 
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Рис. 2. Анализ Д Н К клеток ФДХ. 
а непрямое мечение Д И К гибридизацией в пятнам с тотальной ' ^Р -ДНК ; 
0 электрофоретическое разделение Д Н К различных фраикций Д И К . М 
маркеры (H ind I l l -фрагменты Д Н К фага а: 23.7. 9,5, 6,7, 4,3, 2,3, 2,0 т. п. п.). 
Окраска бромистым этидием. 

носили на нейлоновые фильтры и авторадиографировали или 
разделяли электрофорезом в I % агарозе и затем автора-
диографировали ( 70 °С, в присутствии интенсифицирующих 
экранов). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Распреде-
ление интактной ДНК по степени внутриядерной 
адгезии. На рис. 1 представлены результаты диф-
ференциальной экстракции Д Н К из клеточных 
лизагов разного происхождения (клетки ФДХ, 
различные ткани крыс). Клетки лизировали строго 
по холоду, в присутствии ингибиторов протеаз 
и нуклеаз (ФМСФ, Д Э П К ) . Обнаруженное во всех 
случаях гетерогенное распределение Д Н К не 
согласуется с представлением о целостности и 
непрерывности Д Н К в составе хромосом и может 
быть в принципе следствием различных искус-
ственных воздействий. Цель ряда последующих 
экспериментов — проверка этого предположения. 

На рис. 2 представлены результаты непрямого 
мечения Д Н К клеток ФДХ гибридизацией в пятнах 
с тотальной 3 2 Р-ДНК и гель-электрофореза от-
дельных фракций Д Н К в 1 % агарозе. Видно, 
что Д Н К всех фракций высокомолекулярна 
более 20 тыс. пар нуклеотидов (т. п. п.). Здесь 
необходимо подчеркнуть, что эта оценка размеров 
Д Н К минимальна, поскольку на иостхроматогра-
фических этапах подготовки Д Н К к анализу (та-
ких, например, как сорбция Д Н К на оксиапатите 
с диспергированием преципитатов в гомогенизато-
ре Даунса, а также многократное пипетирование 
при переосаждениях) она неизбежно фрагменти-
руется. Можно полагать, что в момент элюции 
из ядер молекулы Д Н К имеют несравненно 
большие размеры. 

Сопоставление данных, представленных на 
рис. 1 и 2, дает основание для двух важных, 
на наш взгляд, выводов. Во-первых, видимое от-
сутствие низкомолекулярных фрагментов (нуклео-
сомной «лесенки») свидетельствует о том, что не-
зависимо от природы этого явления (естествен-
ной или искусственной) оно отражает какой-то 
необычный тип распада ДНК. Во-вторых, оказы-
вается, что в клеточном ядре сосуществуют фраг-
менты большого размера, сопоставимые с доменом 
хроматина или, возможно, превышающие его, ко-
торые существенно отличаются друг от друга проч-
ностью своей ассоциации (адгезии) с внутриядер-
ными структурами. 
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Г5ис. 3. Влияние скорости эволюции на хроматографическое 
распределение Д Н К . 
а стандартные условия (60 мл /ч ) ; б скорость эволюции 12 мл/ч. Детек-
ция Д Н К непрямым мечением. 

Оценка гидродинамического сдвига и эндоген-
ных нуклеаз как факторов, ответственных за фе-
номен компартментализации ДНК. Фрагментация 
Д Н К в описанных выше экспериментах может 
быть следствием по крайней мере двух причин: 
гидродинамического сдвига в процессе фракцио-
нирования и эндонуклеазного гидролиза. Что ка-
сается первой из них, то существует возмож-
ность того, что в процессе дегистонизации (на 
протяжении градиента NaCI) происходит «выпет -
ливание» Д Н К и образующееся гало из гигант-
ских петель, чрезвычайно чувствительных к гид-
родинамическим воздействиям, фрагментируется 
потоком элюента. Для проверки этого предполо-
жения сопоставляли распределение Д Н К клеток 
ФДХ при обычных условиях фракционирования 
и при скорости элюента, в 5 раз меньшей, чем 
обычная. Если высказанное предположение верно, 
то эффект компартментализации должен стать в 
последнем случае значительно менее выраженным 
(сдвиг вправо). Результат оказался, однако, пря-
мо противоположным (рис. 3): гетерогенность не 
только не исчезла, но и стала более выра-
женной. Таким образом, гидродинамический сдвиг 
не является, по-видимому, причиной обнаруженно-
го явления. 

Возможной причиной видимой компартментали-
зации Д Н К может быть ее гидролиз эндоген-
ными нуклеазами. Д л я оценки значимости этого 
фактора первоначальная процедура фракциони-
рования, включающая строгое соблюдение холода, 
была усилена включением в лизирующий раствор 
сильных ингибиторов протеаз и нуклеаз (соот-
ветственно ФМСФ и Д Э П К ) . Как видно из рис. I 
3, гетерогенное распределение Д Н К сохранилось, 
несмотря на предпринятые предосторожности. 

В следующем опыте анализировали ядра клеток 
ФДХ, полученные в стандартных условиях, в усло-
виях, благоприятствующих действию Д Н К а з (ин-

ДНН-0 ДННЧ ДНИ-И 

Рис. 4. Влияние условий, препятствующих и способствующих 
действию эндогенных нуклеаз, на хроматографическое распре-
деление Д Н К . 
Детекция Д Н К непрямым мечением. и стандартные условия ( 2 ° С , 0,1 % 
Х1Э11К, I мМ Ф М С Ф , лизирующий раствор с 3 мМ M g C U ) ; б лизис клеток 
и стандартных условиях-}- инкубация I ч при 37 "С; н удаление в процессе 
лизиса клеток двухвалентных катионов (вместо MgCI* введено 5 мМ Э Д Т А ) . 
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Рис. 5. Электрофоретическое разделение фракции Д Н К , полу-
ченных из клеток ФДХ. 
Клетки лизировали в присутствии 0,1 % Д Э П К или 0,15 мМ спермидина 
(б ) . Окраска бромистым этидием. 

кубация ядер 1 ч при 37 °С), и в условиях, 
препятствующих действию большинства ядерных 
нуклеаз (т. е. в присутствии ЭДТА) |1 | (рис. 4). 
Если роль эндогенных нуклеаз в описанном явле-
нии велика, то различия в распределении Д Н К 
в представленных опытах должны быть значи-
тельными. Существенных различий, однако, при 
анализе изолированных ядер, выделенных в столь 
разных условиях, не было обнаружено. 

Известно, что поливалентные катионы (по-
лиамины спермин и спермидин) прочно, а при 
низкой ионной силе и необратимо связываются 
с хроматином, способствуя его конденсации и ста-
билизации [14| . Представляло интерес выяснить, 
не устранит ли фрагментацию Д Н К введение в 
лизирующий буфер стабилизирующего катиона 
(0,15 мМ спермидина). На рис. 5 показаны элект-
рофореграммы фракций Д Н К клеток ФДХ, лизи-
рованных в присутствии Д Э П К или спермидина. 
В обоих случаях полностью сохранен феномен 
компартментализации, одинаковы и размеры 
фракций Д Н К . Вместе с тем в последнем случае 
очевидно относительное уменьшение легко экстра-
гируемой ДНК-Oi (на негативе эта полоса, хотя 
и ослабленная, видна) и увеличение содержания 
фракций, более прочно ассоциированных с клеточ-
ным ядром. Поскольку этот эффект не вызывается 
сильным ингибитором нуклеаз ДЭПК, то мы склон-
ны объяснять его конденсирующим хроматин дей-
ствием полиаминов. Таким образом, хотя участие 
эндогенных нуклеаз в видимой фрагментации ге-
нома не может быть в настоящее время исклю-
чено, нет и данных в пользу обратного. 

Концевое мечение ДНК in situ. В настоящей 
работе была предпринята попытка пометить кон-
цы ДНК' in situ (рис. 6). С этой целью ядра, 
выделенные из клеток ФДХ, инкубировали в соот-
ветствующем буфере в присутствии фрагмента 
Кленова и 3 2P-dCTP. Поскольку фрагмент Кленова 
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Рис. 6. Концевое мечение Д И К in situ и ее анализ в гель-
электрофорезе. 

а модельный эксперимент с плазмидой pBR322. Концевому мсчению подвер-
гали смесь релаксированной кольцевой, суперспирализоваиной и линеаризован-
ной рестриктазой HindI I I -форм. / окраска .бромистым этидием смеси форм, 
подвергнутых концевому мочению; 2 — автограф меченой Д Н К (линеаризован-
ные молекулы); б изолированные ядра Ф Д Х инкубировали 10 мин в буфере 
для концевого мечения при 20 °С в присутствии 2 ед. фрагмента Кленова, 
3 2P-dCTP и «холодных» нуклеозидтрифосфатов, после чего подвергали обыч-
ному фракционированию. Фракции Д И К концентрировали, разделяли электро-
форезом в I % агарозе и авторадиографировали. М маркеры (H ind I I I -фраг -
менты Д Н К фага и) . 

не обладает 5'->3'-экзонуклеазной активностью, то 
в данных условиях должны метиться концы моле-
кул Д Н К (с выступающими 5'-последователь-
ностями) или бреши в виде однонитевых участков. 
Действительно, в модельном эксперименте, постав-
ленном на плазмиде pBR322 (см. рис. 6) , было 
установлено, что преобладающая доля радиоак-
тивности включается в линеаризованную рестрик-
тазой плазмиду, но не в релаксированную коль-
цевую форму (3-^5-экзонуклеазная активность 
фермента подавляется в присутствии дезоксинук-
леозидтрифосфатов) и не в суперспирализованные 
молекулы. Незначительное включение метки в ре-
лаксированную кольцевую форму обнаруживается 
лишь при длительной экспозиции автографа. 

Цель эксперимента концевого мечения Д Н К 
in situ заключалась в выяснении того, предсу-
гцествуют ли концевые последовательности в све-
жеизолированных ядрах или они возникают на 
последующих этапах фракционирования (в пользу 
последнего предположения свидетельствовало бы 
обнаружение хроматографических фракций ДНК, 
вовсе не содержащих радиоактивную метку). Как 
видно, однако, из рис. 6, в результате реакции 
метятся практически все фракции ДНК. Электро-
форетическое разделение продуктов реакции пока-
зывает, что метятся в основном высокомолеку-
лярные Д Н К и лишь в начальных фракциях 
(ДНК-О) и еще и низкомолекулярные фрагменты. 
Происхождение последних остается неясным; 
можно лишь предположить, что в описанной реак-
ции должны, по-видимому, метиться наряду с кон-
цевыми последовательностями и однонитевыми 
брешами и фрагменты Оказаки, часть которых, 
находящихся вблизи участков ori, может в ре-
зультате экструзии [9, 30] оказаться в легко 

а 

б 

Рис. 7. Влияние ингибиторов топоизомеразы II на хроматогра-
фическое распределение Д Н К . 
КЛетки Ф Д Х 4/21, предварительно меченные | 4С-тимидииом (0,1 мкКи /мл , 
I с ) , культивировали в обычных условиях (а) , I ч в присутствии новобиоцина 
(б) или VM26 (в ) . Фракции Д Н К переносили на фильтры и авторадиографиро 
вали. 

вымываемых фракциях. (Синтез Д Н К сам по себе 
осуществляется в составе прочно ассоциированной 
с матриксом ДНК-П [3—5]) . 

Действие ингибиторов топоизомеразы II. По-
скольку в предыдущих экспериментах не нашло 
подтверждения предположение о том, что компарт-
ментализация Д Н К является артефактом, то была 
сделана попытка оценить участие в этом явлении 
топоизомеразы II — единственного известного в 
настоящее время фермента, способного in vivo 
вызывать обратимые двунитевые разрывы Д Н К 
[26] • 

Клетки ФДХ 4/21, меченные предварительно 
14С-тимидином (0,1 мкКи/мл, 1 с), инкубировали 
на протяжении 1 ч при 37 °С с ингибиторами 
топоизомеразы II — новобиоцином (500 мкг/мл) 
или VM26 (тенипозид, 100 мкМ), после чего их 
подвергали обычному анализу. Фракции Д Н К пе-
реносили на фильтры и авторадиографировали 
(рис. 7). Не отмечено существенного изменения 
степени гетерогенности Д Н К в результате при-
менения указанных ингибиторов. Это наблюдение 
может свидетельствовать либо о неучастии топо-
изомеразы II в описанном явлении, либо о том, 
что образованные с ее участием двунитевые раз-
рывы Д Н К не всегда тут же «зашиваются», но 
могут в определенных ситуациях существовать 
длительное время. 

В литературе существуют отдельные разрознен-
ные описания явления фрагментации Д Н К в эука-
риотических клетках. В отличие от динамической 
однонитевой фрагментации Д Н К , которой припи-
сывают функциональное значение [ 10, 16, 20, 27], 
появление двунитевых разрывов обычно связы-
вают с необратимыми проявлениями клеточной 
гибели, программируемой [15] или индуцирован-
ной токсическими агентами [22, 29]. Гидролиз 
Д Н К в этом случае осуществляется, по-видимому, 
С а 2 + / Л ^ 2 + - а к т и в и р у е м о й эндонуклеазой [15, 211. 

Динамическая двунитевая фрагментация Д Н К 
возможна как проявление активности топоизоме-
меразы II (см., например, [28]) , участвующей в 
процессах репликации и транскрипции, а также, 
по-видимому, в структурной организации доменов 
хроматина [17, 27]. Именно с активностью то-
поизомеразы II связывают высвобождение из спле-
ноцитов мыши небольшой (2 4 %) и активно 
метящейся 3Н-тимидином фракции ДНК, солюби-
лизируемой неионным детергентом [31]. 

Неслучайная фрагментация хромосомной Д Н К 
человека с появлением особой, выявляемой пульс-
электрофорезом фракции («форум»-ДНК), описа-
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на ранее [13]. Одно из предположений относи-
тельно природы этой фракции — существование 
разрывов в хромосомах in vivo. 

Обнаружение в клеточном ядре отдельных по-
пуляций ДНК, физически не связанных друг с 
другом, может быть обусловлено также присут-
ствием различных экстрахромосомных элементов, 
в частности полидисперсных кольцевых ДНК, ко-
торые, по-видимому, возникают в результате их 
«выпетливания» и замыкания фланкирующих пов-
торов посредством незаконной рекомбинации [24]. 
Этот процесс затрагивает не только повторяю-
щиеся последовательности и сателлитиые ДНК, 
но и структурные гены. Было показано, например, 
что по мере пассирования фибробластов чело-
века происходит реорганизация генома — вьпцеп-
ление некоторых структурных генов (актина, гло-
бина) и их существование в виде экстрахро-
мосомных элементов [19]. Выщепленные из хромо-
сом последовательности обнаруживаются иногда 
не только в ядрах, но и в цитоплазме [23]. 
Неизвестный ранее тип экстрахромосомных струк-
тур (0,25—0,5 % тотальной Д Н К ) , имеющих вид 
гомогенной популяции молекул размером около 
650 т. п. н. и содержащих амплифицированные 
гены, выявлен недавно при помощи пульс-электро-
фореза [25]. 

В настоящей работе обнаружено явление ви-
димого разбиения клеточной Д Н К на фрагменты 
большого размера (определить их точные размеры 
не представляется пока возможным), причем 
семейства таких фрагментов различаются между 
собой прочностью ассоциации с внутриядерными 
структурами. Принципиально одно и то же распре-
деление Д Н К обнаружено при анализе разных 
типов клеток, как культивируемых, так и происхо-
дящих из животных тканей. Хотя природа этого 
явления остается невыясненной, оно имеет ряд 
свойств, отличающих его" от описанных выше. 
Во-первых, речь в данном случае идет не о ми-
норных фракциях, существующих наряду с хро-
мосомной ДНК, рассматриваемой как единое це-
лое, а о разбиении тотальной Д Н К на несколько 
семейств фрагментов. Представленные данные 
свидетельствуют против (хотя и не исключают 
полностью) фрагментации Д Н К под воздействием 
эндогенных нуклеаз и топоизомеразы II. Во-вто-
рых, большие размеры фрагментов и отсутствие 
сколько-нибудь выраженной нуклеосомной «лесен-
ки» позволяют исключить распад Д Н К как след-
ствие программируемой клеточной гибели. 

Независимо от того, существует ли явление 
компартментализации Д Н К in vivo или оно возни-
кает искусственно in vitro, неожиданным является 
то обстоятельство, что протяженные отрезки ДНК, 
сопоставимые по размерам с доменом хроматина 
(или даже превышающие его), столь резко раз-
личаются по степени адгезии к внутриядерным 
структурам. Наряду с фрагментами, связанными 
с ядерным скелетом (ДНК-I и Д Н К - И ) , обна-
руживаются также молекулы, не ассоциированные 
с ним (ДНК-О) . Наиболее странной, с этой точки 
зрения, представляется фракция ДНК-Oi , также 
высокомолекулярная, но вымываемая из клеточ-
ных ядер начальными растворами с физиоло-
гической ионной силой, т. е. по всей видимости, 
весьма рыхло связанная с клеточным ядром. 
Данные, свидетельствующие о неслучайном харак-

тере описанной фрагментации, будут представле-
ны в следующих сообщениях. 
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ON THE PHENOMENON OF G E N O M E C O M P A R T M E N T A L I -
ZATION IN NORMAL AND T U M O R A L C E L L S 

M. M. Zaboikin, R. P. Alekhina, A. V. Lichtenstein 

Ins t i tu te of Carc inogenes is , All-Union Oncology Research 
Centre , Academy of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Intact cell niclei (or whole cell lysates) were immobilized on 
Celite and extracted g r a d u a l l y with g r ad i en t s of NaCI, LiCl-urea 
and t empera tu re . C o n t r a r y to the notion of DNA integri ty 
and cont inui ty within chromosomes , a he te rogenous spec t rum of 
DNA f r a g m e n t s of l a rge size was obta ined, adhesion of which 
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to the nuclear interior widely varied. Similar chromatographic 
pa t te rns of DNA were observed in analysis of var ious origin 
cells both in normal animal t issues and in mal ignant cells 
(Djurigar ian hamster f ibroblasts t rans formed by SV40). 
Possible a r te fac ts of apparent genome f ragmenta t ion caused by 
radioactive precursors or hydrodynamic shear ing were checked 
up and ruled out as well as endogenous nucleases appear 
not to be involved in the phenomenon observed. DNA end-
labelling in situ enabled to reveal pre-existence of DNA frag-
ments in isolated nuclei. 

(£) А. А. К А Р Е Л И И , 1991 

У Д К 576 .385 .5 .153 .4 

А. А. Карелин 

Р О Л Ь « С И Г Н А Л Ь Н О Г О » АТФ К А К В Т О Р И Ч -
Н О Г О М Е С С Е Н Д Ж Е Р А В Т Р А Н С М Е М Б Р А Н -
Н О Й П Е Р Е Д А Ч Е П О Л И П Е П Т И Д Н Ы Х С И Г Н А -
Л О В К РОСТУ И К Л Е Т О Ч Н О Й Д И Ф Ф Е Р Е Н -
Ц И Р О В К Е 

Институт хирургии им. А. В. Вишневского АМН СССР, Мо-
сква 

Изучение молекулярных механизмов транс-
мембранной передачи сигналов, контролирующих 
рост и дифференцировку нормальных клеток че-
ловека и животных, является одной из фунда-
ментальных проблем современной биологии [28]. 

В последние 30—40 лет был открыт новый класс 
гормоноподобных веществ — полипептидные фак-
торы роста ( П Ф Р ) , вовлеченные в пролифера-
цию, дифференцировку и трансформацию мно-
гих типов клеток [16]. Этот новый, класс бел-
ковых регуляторов поддерживает рост, развитие 
и дифференцировку клеток [15]. 

П Ф Р вовлекаются в широкий круг физиоло-
гических и патологических процессов. Эти про-
цессы включают эмбриогенез, рост, развитие, из-
бирательное переживание клеток, гемопоэз, ткане-
вую репарацию, иммунные ответы, атеросклероз, 
неоплазию [28]. Были установлены важная вза-
имосвязь и структурная гомология между П Ф Р 
или их рецепторами и продуктами онкогенов 
[14, 17, 19, 33]. Однако неизвестно, каким об-
разом информационные сигналы, передаваемые 
различными ПФР и родственными им продуктами 
онкогенов, пересекают гидрофобный барьер плаз-
матической мембраны (ПМ) клетки через стадию, 
в которой осуществляется преобразование ком-
плекса фактор роста (ФР) — рецептор или он-
копротеин рецептор. 

В начале 80-х годов неожиданным оказалось, 
что рост трансформированных клеток может быть 
конститутивным проявлением каких-то элементов, 
присущих нормальному пути передачи митоген-
ного сигнала в клетку [19, 34]. Такими элемен-
тами являются собственно сам ФР, мембранный 
рецептор, некий преобразователь (усилитель) сиг-
налов на ПМ. Это означает, что один из меха-
низмов трансформации клетки может работать 
на вершине регуляторного пути передачи сигнала: 
мутационно-измененный рецептор для ФР ведет 
себя так, словно он конститутивно связывает свой 
лиганд, который теперь уже может действовать 
в качестве онкопротеина [3'4]. Именно на пред-
ставлениях о внеклеточных сигналах и их пере-

даче в клетку основывается наше понимание ме-
ханизма действия онкогенных белков [34]. 

Однако поиск и обнаружение молекулы-мессенд-
жера, которая бы усиливала или энергетически 
обеспечивала трансмембранный перенос митоген-
ного сигнала ФР и онкопротеинами, оставались 
загадочными до начала 80-х годов [1, 22]. 

В настоящей работе приводятся данные о том, 
что такой молекулой-мессенджером, которая обес-
печивает трансмембраиное энергетическое сопря-
жение пролиферативного стимула на Г1М с от-
ветом клетки, предпочтительно является коротко-
живущий плазмомембранный «сигнальный» АТФ 
(ПС-АТФ), генерируемый посредством ПФР ре-
цепторзависимым путем в сопряженном окисли-
тельно-восстановительном процессе. 

М е т о д и к а . Объе'ктом исследования были препараты мно-
гократно промытых и суспендированных в 0,25 М сахарозе 
обогащенных плазматическими мембранами частиц ( О П М Ч ) , 
изолированных из различных тканей и клеток-мишеней в ус-
ловиях низкоскоростного центрифугирования (200 400, 400 
800, 1000— 2000 g) по |27). Ссылки на методы изоляции 
ОПМЧ из различных тканей приведены ранее |8] . 

Суспензии ОПМЧ вносили в 20-миллилитровые сосудики 
Эрленмейера до общего объема среды 2,4 мл (по I мл в 
каждый сосудик, содержащий 1,4 мл инкубационной смеси) 
или до общего объема 3,6 мл (по 1,5 мл в каждый со-
судик, содержащий 2,1 мл инкубационной смеси). Реакцион-
ная смесь содержала в конечной концентрации: 0,04 М 
трис-HCl-буфер рН 7,5, M g S 0 4 2,5 мМ, АДФ динатрие-
вая соль 2 мМ, К Н 2 Р 0 4 5 мМ: NaF 20 мМ, 
NAD-H 0,01 мМ, р-оксимасляной кислоты натриевая соль 
10 мМ, бычий сывороточный альбумин — 277 мкг/мл, ци-
тохром с — 0,1 мМ, антимицин А 0,0015 мМ, KCN 
1 мМ, ротеион 7,61 мкМ, 5'-фторсульфоиил-бензоиладе-
нозин — Л),002 мМ, сахароза 76 мМ. Обычно один из 
аналогов АТФ р, у-аденилилимидодифосфат (AppNHp) , 
р, у-метиленаденозин-5'-трифосфат [Арр(СНг)р] или 5'-фтор-
сульфонилбензоиладенозин (FSBA) вносили в реакционную 
смесь до конечной концентрации 1—2 мкМ. Эти аналоги 
АТФ использовали для максимального предотвращения рас 
пада и утилизации образующегося «сигнального» АТФ путем 
ингибирования реакций переноса или гидролиза у фосфата 
АТФ мембранио-связанными АТФ-киназами и АТФазами. 

Вслед за суспензией ОПМЧ в каждый опытный сосудик 
быстро вносили ФР, митоген, родственный Ф Р хемоаттрак-
тант, иммунный ростовый фактор или колопиестимулирую-
щий фактор, фактор дифференцировки в концентрации от 
I до 40 50 мкг в объеме 20 25 мкл 2 мМ глицил-гли-
цииового буфера рН 7,5 или в 50 мкл 40 иМ трис-2 мМ 
глицил-глицинового буфера рН 7,5. В контрольный сосудик 
в том же ^объеме, что и в экспериментальный вносили толь-
ко буферный раствор. Инкубацию проводили при 30 °С в 
течение 60 с в условиях постоянного продувания инкубацион-
ной смеси кислородом под давлением. Перемешивание смеси 
проводили путем непрерывного встряхивания, реакцию оста-
навливали замораживанием проинкубированных проб в жид-
ком азоте. Дальнейшие процедуры изоляции и количествен-
ного определения АТФ производили, как описано ранее 
[1, 2, 7, 9] . 

О стимулируемом П Ф Р и митогенами накоплении АТФ 
судили по приросту АТФ в продуктах лиофилизации, по-
лученных после фракционирования объединен т г о материала 
из 4—5 образцов, инкубированных в присутствии ПФР, по 
сравнению с уровнем АТФ из образцов, инкубированных в 
отсутствие ПФР. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В нашей 
лаборатории впервые было показано, что в про-
цессе- трансмембранной передачи регуляторного 
пептидного сигнала к росту, клеточной пролифе-
рации и дифференцировке от рецепторов ряда 
П Ф Р на мембранные эффекторные системы (ки-
назы) в ходе NAD• Н-связанното окисления на 
внешней (плазматической) мембране (ПМ) жи-
вотной клетки в течение 30—60 с синтезируется 
ПС-АТФ из АДФ и неорганического фосфата 
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ПФР, митогены и цитокины, вызывающие накопление АТФ в течение 1 мин инкубации при 30 °С препаратами обогащенных 
плазматическими мембранами частиц, изолированными из тканей-мишеней при инкубации частиц в среде, содержащей 
грис-НС1~буфер рН 7,5, ЛДФ, M^SOi, неорганический фосфат в процессе NAD• Н-связанного окислении в присутствии 
(АТФ ан. юна) |(Арр(СН )р, AppNHp, F S B A ) ц и т о х р о м а с и кислорода 

ПФР, м-и то ген Ткпни и клстки-мишеи 

Стимули-
рующий 

эффект ФР, 
ми топ-на, 

ЛТФ, нмоль 
не I мг 

белки \а 
I мин 

Физиологический ответ, функция Источник 
литературы 

Инсулин 

Формилметиониллейцилфсиила-
ланин (FMLP) 

Койканавалии A (Con А) 

Жировая ткань крысы 
Скелетные мышцы » 
Печень » 
Эритроциты человека 
Плацента » 
Сердце быка 
Лимфоциты крысы 
11еритонеальные пол и морф ноя дер-

ные лейкоциты морской свинки 

Пейтрофилы человека 
Скелетные мышцы крысы 

Соматотропный гормон, СТГ Жировая ткань крысы 
(GH) 

Фактор роста эпидермиса (EGF) Плацента человека 

Пролактин 

Иммуноглобулин Е (IgE) 
Интерлейкин-2 (П.-2) 

и Тромбин 

I иреотропин-рилизинг гормон 
(TRH) 

Гранулоцитарные макрофагаль-
н ы е ко л о н и ест и м у л и р у ю щ и е 
факторы: 

GM-CSF мыши 
GM-CSF человека 

Л е г к и е фрагменты фибронектина 

Молочная железа кроликов 

Тучные клетки крысы 
Т-лимфоциты из тимуса крысы 

Т-лимфоциты периферической кро-
ви человека 

Фибробласты из бычьих выйных 
связок 

Тромбоциты человека 
Передняя доля гипофиза быка 0,21 11,6 

3,97 
0,350 
0,041 
0,295 
8,250 
0,300 
0,170 
1,520 

16,550 
0,092 

2,550 

7,540 

1,220 

6,300 
4,580 

2,720 

1,800 

1,170 

Макрофаги из воспалительного пе-
ритонеального экссудата мышей 
линии 

сзн 

Фибробласты из бычьих выйных 
связок 

7,8 

27,5 
0,5 

Рост клеток в культуре 
Т р а н с п о р т Сахаров 

Транспорт аминокислот 
Синтез белка 

Хемотаксис, фагоцитоз, высво-
бождение лизосомальных 
ферментов 

Стимуляция митогенеза подра-
жает эффектам инсулина 

Р о с т , т р а н с п о р т С а х а р о в 

Стимуляция клеточной проли-
ферации, митогенная актив-
ность 

Стимуляция синтеза ДНК, ини-
циация лактации 

Секреция гистамина 
Стимуляция пролиферации, 

дифференцировки и киллер-
иой активности 

Митогенез секреции серотонина 

Рост клеток GH-типа в куль-
туре, высвобождение сомато-
тропина 

Рост, пролиферация и диффе-
ренцировка макрофагов, рост 
и переживание макрофагов в 
культуре 

Ст и м ул я ц и я п рол ифе р а ц ии 
фибробластов, х е м от а кс и с, 
рост фибробластов в куль-
туре. 

|2| 

|8| 
19] 

|7 | 
ИI 

|8, 9] 

[2, 91 

[HI 

[12} 

[81 
[ 5 1 

[Ю] 

[6] 

П р и м е ч а н и е . Экспериментальные условия описаны в разделе «Методика». После остановки реакции образцы 
обычно от 4—5 сосудиков объединяли, замораживали в жидком азоте, затем нагревали при 100 °С 1—2 мин, охлаждали на 
ледяной бане до 4 °С и центрифугировали при 6000 g в течение 20 мин. Супернатанты подвергали ионообменной хромато-
графии на колонках со смолой Дауэкс 1X8 (CI , 100—200 меш) [ I ] . АТФ элюировали 6 8,5 мл 0,1 Н.НС1. Элюаты 
лиофилизовали до полного высушивания, затем содержимое растворяли в 1 мл 0,04 М трис-НС1-буфере, рН 7,5 и содержа-
ние АТФ определяли по (24). 

в концентрации 10 9—10 8 М (см. таблицу). 
Предположительно синтез плазмомембранного 
сигнального АТФ осуществляется электрохимиче-
ским [ N a f | градиентом Ац Na в ходе Na ' 1 /Н 1 -
обменного ионотранслоцирующего фосфорилиро-
вания [3, 7, 10]. 

Инсулин, который можно рассматривать как 
ФР, гормон роста, другие ПФР, такие, как EGF, 
IL-2, а-тромбин, пролактин, стимулятор роста кле-
ток GH-типа TRH, митогены Con А, фитогема-
гглютинин, родственные П Ф Р хемоаттрактанты 
(FMLP) , колониестимулирующие факторы (мы-
шиный GM-CSF и человеческий GM-CSF) , легкие 
фрагменты фибронектина, воздействуя на свои 

специфические мембранные рецепторы клеток-ми-
шеней, приводили к одному итогу — возраста-
нию содержания АТФ в первую минуту инку-
бации при вышеуказанных условиях. 

Следует особо подчеркнуть, что образование 
короткоживущего ПС-АТФ на внешней мембране 
животной клетки давали главным образом те 
ПФР, рецепторы которых обладали тирозинкиназ-
ной активностью [21, 22]. Хотя эта закономер-
ность прослеживалась не всегда и не для всех 
ПФР и митогенов, все же феномен синтеза «сиг-
нального» АТФ на ПМ был доминирующим для 
такого типа сигналов и их рецепторов. 

Тирозинспецифическое фосфорилироваиие 
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(ТСФ) относительно редкая форма модифи-
кации белков (менее 0,1 % фосфатных групп при-
соединено к остаткам тирозина в белках нор-
мальных клеток) [29]. Тем не менее ТСФ играет 
ключевую роль в активации покоящихся клеток 
посредством рецепторов клеточной поверхности 
для EGF, инсулина, IGF-1, RDGF, GM-CSF и 
в трансформации клеток посредством различных 
ретровирусных онкогенов, таких, как v-abl, w-erb, 
v-fes/fps, v-fgr, w-src и v-yes [13, 20]. Ниже 
приведены критерии для оценки роли АТФ в ка 
честве вторичного мессенджера ФР, митогенов,' 
стимуляторов клеточной пролиферации и диффе-
ренцировки. 

Критерии для оценки роли АТФ в качестве 
вторичного мессенджера ФР, митогенов, стиму-
ляторов клеточной пролиферации: I. АТФ-мессенд-
жер должен генерироваться в ответ на опосредуе-
мый рецептором стимул к росту, пролиферации, 
митогенезу, хемотаксису и т. д. для активации 
рецепторного фосфорилирования (самофосфор и-
лирования) и фосфорилирования мишени-протеи-
на; II. Добавление АТФ к пермеализованным 
клеткам, изолированным из различных источни-
ков, должно воспроизводить или усиливать эф-
фект ФР, цитокинов, митогенов, стимуляторов кле-
точной пролиферации, а добавление аналога АТФ 
AppNHp должно ингибировать этот эффект; III. 
Специфический ингибитор протеинкиназ FSBA, 
добавленный к инкубационной среде, содержащей 
суспензии ОПМЧ, АДФ, M g 2 i , неорганический 
фосфат (Ф„)., NAD-H, цитохром с и 0 2 , увели-
чивает продукцию мембранно-связанного «сиг-
нального» АТФ в клетках-мишенях в ответ на 
опосредуемый рецептором митогенный стимул к 
росту и пролиферации; IV. Биохимический ответ 
на регуляторы пептидных сигналов к росту и 
пролиферации локализован только в тех клетках-
мишенях, в которых есть соответствующий вы-
сокоспецифический рецептор и физиологический 
ответ является АТФ-зависимым. 

Зачем нужно образование сигнального АТФ 
на внешней мембране животной клетки в от-
вет на действие многих ПФР? 

Известно [25, 32], что опухолевый промотор 
форболовый эфир и ФР обычно действуют со-
гласованно и синергетически усиливают проли-
ферацию клеток. Бомбезин, вазопрессин, рили-
зинг-фактор гастрина, нейромедины [28], а также 
опухолевые промоторы, такие, как форлескин, те-
леоцидин, лииглитоксин А, аплизиотоксин, жир-
ные кислоты, метиловые эфиры жирных кислот, 
хлороформ, ССЬ(, бензол, толуол, желчные кисло-
ты, палитоксин, бензиламин, какодилат, генериру-
ют продукцию Ins 1, 4, 5 Рз и DG и активируют 
протеинкиназу С (РКС) , т. е. действуют через 
Ins 1, 4, 5 Pa-^DG-^PKC-сигнальный путь |18]. 
Однако синергетические взаимодействия РКС и 
рецепторных тирозиновых кипаз представляют 
проблему, которая еще не решена [25]. 

Инсулин EGF, IGF-1, M-CS F- l , GM-CSF не 
вызывают расщепления P td lns 4,5 Р2. Однако все 
они активируют рецепторную тирозинкиназу и вы-
зывают продукцию ПС-АТФ. Продукт фермента-
тивного гидролиза Ptd Ins 4,5 Р2 диацилглицерин 
(DG) активатор РКС — имеет очень короткий, 
мимолетный период жизни (около 1 мин). РКС 
проявляет свою активность в клетке только в 

Рис. I. Активация ключевого мембранного протеина PLC 
происходит при его фосфорилировании с участием АТФ-Mg, 
которое осуществляется при посредстве полипептидных факто-
ров роста и гормонов, таких, как инсулин, IGF-1, EGF, GM-CSF, 
[30]. 
/ бомбезин; II Gp; III PLC; IV Ins 1,4,5 P;); V мобилизация 
C a + 2 ; VI физиологическая реакция; VII DG; VIII активация РКС; 
IX EGF; А" инсулин; XI C S F - I ; A 7 / активация тирозинкиназы; ХШ 
АТФ; XIV Mg2"1 ; XV Р. 

течение, очень короткого периода времени, в то 
же время последствия активации этого фермен-
та для функции клетки, ее роста и трансфор-
мации необычайно стойки [23]. 

Можно предположить, что пролонгирующая, 
поддерживающая или усиливающая активация 
ключевых регуляторных белков ПМ, таких, как 
PLC, РКС, вызванная вышеперечисленными опу-
холей ромотора ми, может осуществляться через 
механизм рецепторного ТСФ с участием АТФ-Mg 
[30], инициально генерируемого на ПМ посредст-
вом взаимодействия ПФР со своими рецептора-
ми (рис. 1 и 2). Эта активация мембранного 
Тирозинспецифического энзиматического фосфо-
рилирования может играть роль в превращении 
нормальной клетки в опухолевую [31]. 

Учитывая, что многие рецепторы ПФР и про-
дукты ракового гена обладают способностью ак-
тивировать протеин (тирозин)киназы, а регуля-
ция их активирования за счет самофосфорили-
рования и фосфорилирования мишени-протеина 
на ПМ имеет прямое отношение к размноже-
нию клеток, их разделению и подвижности, ста-
новится очевидной связь образования ПС-АТФ 
под действием П Ф Р с процессом онкогенеза. Воз-
можно, что в цепи событий, передающих сигна-
лы ПФР и гормонов пролиферации на пути от 
ПМ к ядру, образование ПС-АТФ является наибо-
лее ранним, первоначальным и быстроразвиваю-
щ и м с я событием. 

Рис. 2. Стимуляция клеточной активности и пролиферации 
в процессе передачи сигналов через ИМ Т-клсток |26 | . 

IL-2, взаимодействуя с рецептором, активирует тирозинспецифические киназы 
и продуцирует ПС-АТФ. Фосфорилированис с ее участием мембранных протеи-
нов, включая РКС (?) и антигенов 0 ) 4 и CD8, приводит к активации Т-клеток. 
Опухолепромотор 12-0-тетрадеканоил-форбол-13-ацетат (ТРА) прямо и устой-
чиво активирует РКС. / I I . - I ; II LFA; III РКС; IV факторы роста; 
V. I L-2 (TCGF) ; VI GP; VII - активация тирозинкиназы: VIII • тирозин-
киназа; IX—X Ti CD8; XI сигнал; XII PLC, XIII IP :); XIV освобож-
дение C a 2 + ; XV активация Т С - клеток; XVI DG; XVII ТРА. 
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IMPORTANCE OF SIGNAL ATP AS A SECONDARY MES-
SENGER OF TRANSMEMBRANE TRANSDUCTION OF PO-
LYPEPTIDE SIGNAL TO CELL GROWTH AND DIFFEREN-
TIATION 

A. A. Karelin 

A. V. Vishnevsky Insti tute of Surgery , Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

Experimental and l i terature data, concerning the formation 
arid utilization of short-l iving membrane bound ATP on 
plasmatic membrane of mammal ian cells, ar'e discussed. This 
type of ATP is produced in the fraction of particles enriched 

with plasmatic membranes by means of receptor-dependent 
mechanism coupled with redox potential. Role of the ATP 
in mediation of the «signal» t ransduct ion through plasmat ic 
membrane by a number of polypeptide factors of growth, 
mitogenes, by s t imula tors of cell proliferation and differen-
tiation is considered. Formation of short- l iving «signal» ATP 
on plasmat ic membrane, as it is par t icular ly emphasized, is 
related to activation of tyrosine specific phosphorylation cata-
lyzed by membrane-bound tyrosine kinases. The criteria cor-
roborat ing importance of the plasmatic membrane ATP as 
early messenger t r ansduc ing s ignals to cell growth, prolifera-
tion,differentiation and t rans format ion are discussed. Interre-
lation is considered between formation of the signal t rans-
ducing ATP from ADP and Pf on pasmat ic membrane of 
mammal i an cell and oxidation of NADH coupled with aerobic 
phosphorylation and Na + /H-I- exchange. 
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Всесоюзный научный центр молекулярной диагностики и ле-
чения Минздрава СССР, Всесоюзный онкологический науч-
ный центр АМН СССР, Москва 

При онкологических заболеваниях молочной же-
лезы эффективность химиотерапевтического воз-
действия во многом определяет общий прогноз ле-
чении [7]. При лечении рака молочной железы 
в настоящее время широко используется химио-
терапевтическая схема Купера, предусматриваю-
щая введение больному в течение 22 дней сле-
дующих препаратов: винкристина (1 мг внутри-
венно в 1,8, 15 и 22-й дни), 5-фторурацила (750 мг 
внутривенно в 1, 8, 15 и 22-й дни), мстотрекса-
та (40 мг внутривенно в 1, 8, 15 и 22-й дни), 
циклофосфана (200 мг внутримышечно каждый 
день), преднизолона (30 мг перорально 3 раза 
в день). При использовании такой схемы обыч-
но происходит значительная регрессия опухоли, 
однако часто наблюдаются и побочные эффекты, 
связанные главным образом с применением цик-
лофосфана, которые выражаются в частичной ало-
пеции волосистой части головы, тошноте, рвоте, 
головокружении, лейкопении и лимфопении. 

Как известно |6] , циклофосфан быстро мета-
болизируется в печени с образованием активных 
метаболитов, взаимодействующих как с опухоле-
выми, так и с нормальными клетками. Благо-
даря этому кажется очевидной невозможность 
разнонаправленной регуляции терапевтического и 
токсического действия этого препарата, что под-
тверждено целым рядом работ [2, 8, 10]. Это 
означает, что при увеличении терапевтического 
эффекта циклофосфана одновременно возрастает 
его токсическое действие, и наоборот. Поэтому 
наша стратегия состояла в том, чтобы видоиз-
менением существующей схемы добиться умень-
шения токсического эффекта без существенного 
снижения терапевтического действия циклофосфа-
на. Одной из основных предпосылок для реше-
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ния этой задачи послужил экспериментально уста-
новленный факт, что при применении циклофос-
фана один из его активных метаболитов — акро-
леин резко понижает в клетке уровень глу-
татиона [18], который, как известно, служит ком-
понентом одной из основных защитных систем 
организма [5]. При этом установлено, что сам 
акролеин играет главную роль в индуцируемой 
применением циклофосфаиа токсичности и мень-
шую роль в терапевтическом действии этого пре-
парата [19]. Уменьшение клеточного уровня глу-
татиона под воздействием акролеина не имеет 
линейной концентрационной зависимости и носит 
синергический характер [9f. На основании этих 
данных мы предположили, что для уменьшения 
токсического действия циклофосфана необходимо 
увеличить в используемой химиотерапевтической 
схеме интервалы между применением этого пре-
парата и одновременно увеличить его дозы. Этим 
предполагалось обеспечить перед каждым новым 
введением циклофосфана высокий уровень глута-
тиона в клетке и тем самым снизить токсичность 
препарата. Для сравнения эффективности клас-
сической и модифицированной схем Купера мы 
определяли значения константы скорости выведе-
ния акролеина из организма, расчетные значе-
ния терапевтического эффекта применения цикло-
фосфана, отношение концентрации неметаболизи-
рованного препарата к его обшей дозе в раз-
личные сроки в процессе проведения химиотера-
певтических курсов больным. 

М е т о д и к а . Содержание акролеина в слюне больных оп-
ределяли спустя 5, К), 15, 20, 30, 45, 50 и 90 мин после 
введения циклофосфана. Ранее была установлена положитель-
ная линейная корреляция между содержанием акролеина в 
крови и слюне после введения циклофосфана [20]. Объем 
слюны для определения составлял 0,3— 2 мл. Методика оп-
ределения акролеина описана ранее [13]. 

Неметаболизированный циклофосфан в моче больных опре-
деляли спустя 1,5 ч после введения препарата с помощью 
метода хромато-масс-спектрометрии 11 11. 

Расчет константы скорости выведения акролеина произ-
водили, исходя из одночастевой модели элиминации цикло-
фосфана и его метаболитов [4 | . Значения расчетного те-
рапевтического эффекта (ТЭ) применения циклофосфаиа были 
определены в соответствии со следующим выражением |24 | ; 

ТЭ=S/H. 

где S — площадь под фармакологической кривой; // ам-
плитуда фармакокииетической кривой. 

Статистическую обработку данных проводили на персональ-
ном компьютере «Hewllet Packard 85» (США) с помощью 
критерия / Стьюдента. Достоверными считались различия при 
/?<(),05. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . На рис. 1 
п р е д с т а в л е н ы Д и а г р а м м ы и з м е н е н и я з н а ч е н и й кон-

.станты выведения акролеина в слюне больных 
при химиотерапии по классической (а) и моди-
фицированной (б) схемам Купера. При анализе 
классической схемы из 22 введений циклофосфана 
больным были выбраны 7 (1, 4, 8, 11, 15, 18 
и 22-й дни), а при анализе модифицированной 
схемы — все 4 введения препарата. Из рис. 1 
следует, что достоверное снижение значений кон-
станты выведения акролеина при проведении клас-
сической схемы Купера происходит уже на 8-й 
день курса, тогда как при проведении модифи-
цированной схемы химиотерапии — лишь на 15-й 
день. К 22-му дню процент снижения констан-
ты выведения акролеина к начальному уровню для 
первой схемы составляет 24, я для второй 
только 11. Как было установлено ранее, выве-
дение акролеина из организма происходит путем 
его ферментативного или неферментативного вза-
имодействия с восстановленным глутатионом j l , 
18]. Поэтому наблюдаемое снижение константы 
скорости выведения акролеина может быть свя-
зано с индуцируемым циклофосфаном [8] умень-
шением уровня глутатиона в клетке. Различия в 
динамике изменения величин констант выведения 
акролеина при проведении химиотерапии по клас-
сической и модифицированной схемам указывает 
на то, что при использовании второй схемы вызван-
ное циклофосфаном снижение уровня глутатиона в 
клетке менее выражено, чем при использовании 
первой схемы. Вследствие того что глутатион вы-
полняет в организме функции детоксикации, сле-
дует ожидать, что при использовании модифи-
цированной схемы Купера в сравнении с клас-
сической деструктивное воздействие активных ме-
таболитов циклофосфана и других используемых 
противоопухолевых препаратов на ферментные си-
стемы печени менее выражено. 

На рис. 2 представлены диаграммы динамики 
изменения расчетного терапевтического эффекта 
применения циклофосфана при проведении боль-
ным химиотерапии по классической (а) и мо-
дифицированной (б) схемам Купера. Как видно, 
в процессе проведения классической схемы зна-
чения терапевтического эффекта сначала снижа-
ются, к 11-му дню достигают минимальной ве-
личины ( 6 5 % от исходного значения), а затем 
возрастают и к 22-му дню практически соответ-
ствуют контрольному уровню. В процессе при-
менения модифицированной схемы Купера досто-
верного снижения значений терапевтического эф-
фекта не наблюдалось. Абсолютные значения те-
рапевтического эффекта по модифицированной 
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Рис. I. Динамика изменений расчетного значения ТЭ циклофос-
фана в процессе применения классической (а) и модифициро-
ванной (в) схем Купера. 
Здесь и на рис. 2 и 3. Но оси абсцисс длительность лечения, дни. 
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Рис.2 

1 I 
1 1 

11 15 18 22 15 22 

Рис. 2. Динамика изменений кажущегося значения константы 
выведения ( К г 1/мин акролеина) при лечении по классической 
(а) и модифицированной (б) схемам Купера. 
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Рис. 3. Динамика изменений отношения ( М / О ) содержания 
циклофосфана б моче к общей дозе препарата при проведении 
классической (а) и модифицированной (б) схемам Купера. 

схеме Купера были приблизительно равны зна-
чениям терапевтического эффекта в 1-й и 22-й 
дни проведения классической схемы. Эти данные 
свидетельствуют о преимуществах второй схемы 
перед первой. 

Па рис. 3 представлена динамика изменений 
отношения неметаболизированного циклофосфана 
к его исходной дозе в процессе проведения боль-
ным классической (а) и модифицированной (б) 
схем Купера. Это отношение может служить по-
казателем степени повреждения ферментных си-
стем печени, участвующих в метаболизме цик-
лофосфана, при химиотерапевтическом воз-
действии. 

Применение циклофосфана вызывает у экспе-
риментальных животных значительное уменьше-
ние активности целого ряда ферментов печени 
[12, 16]. Этот процесс связан с тем, что в ре-
зультате биоактивации циклофосфана образуются 
высокореакционные метаболиты — акролеин, фос-
форамид и др., которые вызывают деструкцию 
биомолекул. Применение циклофосфана вызывает 
уменьшение активности цитохрома Р-450 [16], 
NADPH -цитохром Р-450-редуктазы [15], глута-
тион-Б-трансферазы [21], альдегиддегидроген-
азы [17], алкогольдегидрогеназы [14]. Некоторые 
из этих ферментов участвуют в метаболизме цик-
лофосфана. Так, цитохром Р-450 катализирует 
начальный этап активации циклофосфана до тау-
томерной формы 4-гидроксициклофосфан/альдо-
фосфан [3], глутатион-Б-трансферазы осущест-
вляют конъюгацию электрофильных метаболитов 
циклофосфана с глутатиоиом [231, альдегиддегид-
рогеназа катализирует превращение альдофосфа-
на в карбоксифосфаи - - основной путь детокси-
кации циклофосфана [22], алкогольдегидрогеназа 
ответственна за свою меньшую роль в детокси-
кации восстановлении альдофосфана до алко-
формы |14]. 

Представленные данные свидетельствуют о том, 
что при повторном применении циклофосфана его 
метаболизм может существенно замедлиться. При 
применении классической схемы отношение неме-
таболизированного циклофосфана к его исходной 
дозе увеличивается более чем в 3 раза уже к 
4-му дню химиотерапии, тогда как соответствую-
щее значение для модифицированной схемы оста-
ется неизменным до 8-го дня и возрастает толь-
ко к 15-му дню. Абсолютные значения величины 
отношения существенно меньше при проведении 
модифицированной схемы по сравнению с клас-
сической. Эти данные свидетельствуют о том, что 

ферментные системы печени, участвующие в био-
трансформации циклофосфана, повреждаются зна-
чительно меньше при использовании модифици-
рованной схемы Купера по сравнению с клас-
сической. 
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EFFICIENCY OF ROUTINE AND M O D I F I E D C U P E R PRO-
C E D U R E S USED IN CHEMOTHERAPY OF MAMMARY 
GLAND TUMOR 

E. N. Korneva, V. M. Scherbakov, L. V. Kravchenko, B. Sh. Chi-
kvashvili, V. M. Devichinsky, S. Yu. Semenov, V. P. Letyagin 

All-Union Research Centre of Molecular Diagnosis, Ministry 
of Public Health of the USSR, All-Union Oncology Research 
Centre , Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Efficiency of routine and modified Cuper procedures was 
studied af ter evaluation in saliva and urine of women with 
m a m m a r y gland tumor of the following pa ramet res : a l tera-
tions in dynamics of acrolein excretion with sal iva, dynamics 
of a l tera t ions in calculated therapeut ic doses of cyclophosphane 
administered using these procedures , dynamics of the ratio 
between non-metabolized cyclophosphane and its initial level 
in urine of the patients. Analysis of the data obtained sugges t 
that the liver t issue enzymatic systems, involved in biotrans-
formation of cyclophosphane, were distinctly less impaired 
dur ing the modified Cuper procedure as compared with the 
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routine course, thus corrobora t ing advan t ages of the modified 
procedure used in chemotherapy of pat ients with m a m m a r y 
gland tumor. 

К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1991 
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В. П. Гурченко, И. Исмахил, И. В. Пронсшя 

Р О Л Ь К А Н Ц Е Р О Г Е Н Н Ы Х А М И Н О Б И Ф Е Н И -
Л О В В Д И Ф Ф Е Р Е Н Ц И Р О В К Е Г Е П А Т О Ц И Т О В 

Белорусский университет им. В. И. Ленина, Минск 

Введение животным фенобарбитала, 3-метилхо-
лантрена и ряда других ксенобиотиков вызывает 
увеличение содержания в гепатоцитах крыс фер-
ментных систем биотрансформации чужеродных 
веществ, рост эндоплазматического ретикулума 
и другие проявления, характерные для зрелых 
дифференцированных гепатоцитов | 1 | . При этом 
в процессе дифференцировки гепатоцитов наблю-
дается снижение уровня рецепторов к индукто-
рам пролиферации: эпидермальному фактору ро-
ста, стероидным гормонам [4, 24] . Среди ксе-
нобиотиков многие аминобифенилы являются про-
канцерогенами, требующими метаболической ак-
тивации для проявления канцерогенных свойств 
[14]: Одним из возможных путей их метабо-

лической активации является пероксидазное окис-
ление, в ходе которого все гемопротеины ката-
лизируют реакции окисления аминобифенилов по 
уравнению: 

АН 2 +Н 2 О 2 -^А 0 -{ -2Н 2 О, 

где АН2 — донор водорода [9 | . 
Образующиеся химически активные интерме-

диаты могут вызывать модификацию биомакро-
молекул и как следствие приводить к инакти-
вации ферментов, повреждениям мембран, мута-
циям, влиять на пролиферативный процесс. 

Широкое использование канцерогенных амино-
бифенилов в современных промышленных техно-
логиях (производство красителей, резины, клеев, 
пластмасс и др.) обусловливает необходимость 
детального исследования влияния этих веществ 
на биохимические защитные системы организма, 
ответственные за его адаптацию и резистентность 
к химическим факторам окружающей среды | 2 | . 
В связи с этим в настоящей работе проведе-
но сравнительное исследование действия амино-
бифенилов с убывающей канцерогенностью: силь-
ного канцерогена бензидина ( Б Д ) , слабых кан-
церогенов 3,3'-диметоксибеизидина ( Д М О Б Д ) , 

3,3'-диметилбензидина ( Д М Б Д ) и неканцероген-
ного 3,3' 5,5'-тетраметилбензидина (ТМБД) на 
систему микросомальиого окисления, антиокси-
дантную систему, активность глутатионзависимых 
ферментов систем, характеризующих зрелость 
гепатоцитов. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на беспородных крысах-
самцах массой 150 200 г. Ксенобиотики вводили перораль-
но в течение 4 дней в виде суспензии в 0,9 % растворе 
NaCI в дозе 120 мг на I кг массы животного. Микросо-
мальную фракцию печени выделяли дифференциальиым цент-
рифугированием [10]. Содержание цитохрома P-450 и Ьб оп-
ределяли по | 1 7 | . Активность НАДФ • Н-цитохром P-450 ре-
дуктазы измеряли по восстановлению цитохрома с [23]. Ско-
рости монооксигеназных реакций О-деэтилирования 7-этокси-
резоруфина (7-ЭР) и О-деалкилирования пентоксирезоруфи-
на (ПР) оценивали по образованию резоруфина [20| , гидро-
ксилирование андростендиона по |21 | . Содержание изо-
форм цитохрома Р-450 в микросомах определяли методом 
ракетного иммуноэлектрофореза | 19 | . Пероксидазную актив-
ность микросом и гемоглобина, цитохромов Ьг» и Р-450 ис-
следовали по [6]. В надосадочной фракции, полученной после 
выделения микросом, определяли количество восстановленно-
го глутатиона |22| и активность супероксиддиемутазы (СОД) 
[16], каталазы [12], глутатионпероксидазы (ГП) [8 | , 
НАДФ• Н-глутатионредуктазы (ГР) [5], глутатион-Б-транс-
феразы (ГТ) |13| спектрофотометрически; белок определяли 
по [15]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. При изуче-
ни проблемы взаимосвязи структуры конкретно-
го аминобифенила и характера вызываемого им 
биологического эффекта^ на гепатоциты предва-
рительно были получены кинетические параметры 
пероксидазного окисления БД и его производ-
ных, имеющих различные заместители в положе-
нии 3 и 5, микросомами печени и рядом гемо-
протеинов: цитохромами Р-450 и Ь5, гемоглоби-
ном, пероксидазой хрена в присутствии перекиси 
водорода. Из табл. 1 видно, что введение двух 
метильных ( Д М Б Д ) заместителей в молекулу бен-
зидина по положению 3 или четырех по положению 
3 и 5 (ТМБД) вызывает 3- и 8-кратный соответст-
венно рост отношения констант K c a l /Km , характе-
ризующего эффективность пероксидазного ката-
лиза. В то же время окисление этих субстра-
тов гемоглобином, цитохромами bs и Р-450 ЛМг 
резко замедляется с введением метильных заме-
стителей. При окислении БД и его производных 
микросомами печени также наблюдается значи-
тельное снижение эффективности пероксидазно-
го катализа с ростом количества метильных за-
местителей, при этом константа Михаэлиса 
Ментен уменьшается в 3 раза. Анализ этих ре-
зультатов свидетельствует о том, что введение 
заместителей в молекулу Б Д вызывает эффектив-
ное связывание его производных с цитохромом 
Р-450, но затрудняет их окисление. 

Кинетические параметры пероксидазного окисления БД и его производных рядом гемопротеинов 
Т а б л и ц а 1 

Препараты 
Б Д Д М О Б Д Д М Б Д Т М Б Д 

Препараты 
1 I I I I I 1 • I I I I I 1 I I I I I 1 I I I I I 

Микросомы печени 1,25 4,85 38,8 0,91 1,87 20,5 1,01 2,12 20,9 1,68 1,68 27,7 
Цитохром Р-450 Л М 2 1,96 6,7 f 34,2 1,82 0,4 2,15 9,09 2,4 2,6 
Цитохром b5 0,83 0,71 8,6 1,85 0,86 4,6 4,0 1,6 4,0 2,0 0,57 2,9 
Гемоглобин 1,43 163,8 1 145 1,04 6,9 66,3 1,17 3,2 27,4 1,02 14,1 138,2 
Пероксидаза 1,18 1 320 1 1 186 0,74 1400 18 918 0,68 2800 41 176 1,09 10 100 92 660 

П р и м е ч а н и е.1 К т , м - 1 0 "4; II KCat , с " 1 ; III Kcat/Kmi М 1 -с" 10 3. Здесь и в табл. 2- 4 
представлены средние данные 6 8 независимых опытов. 
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'Г а б л и ц а 2 

Характеристика монооксигеназной системы микросом печени 
крыс, получавших различные аминобифенилы 

Общее Активность 
Содер- содер- Н А Д Ф - И - Содер- Содер-

Препарат 
жание жание цитохром жание жание 

Препарат цито- цито- С-редукт.а.чы, цито- цито-
микросом хрома хрома II мол ь хрома хрома 

нмоль/мг Р-450, цитохрома С р - 450 ь + е, Р - 4 5 0 г 
белка нмоль/мг и 1 мин/мг % % белка белка % % 

Контроль 0,59 0.55 1 14,0 4 3 

Б Д 0,53 0,8 94,2 3 3 
Д М О Б Д 0,58 0,78 67,2 9,7 11,0 
Д М Б Д 0,59 1,78 74,4 1 1,0 26,4 
Т М Б Д 0,64 1,18 105,0 3,6 28,9 

Ранее бы.ло показано [11| , что производные 
бифенила, 2 и 4 позиции которых блокированы 
галогенами, способны индуцировать систему мик-
росомального окисления печени по фенобарби-
тальному типу. Блокирование хлором 3, 4, 5 по-
зиций бифенила дает производные, вызывающие 
метилхолантреновый тип индукции монооксигеназ-
ной системы. Смешанный тип индукции присущ 
производным бифенила, хлорированным по поло-
жению 2, 4 и 3, 5 |11, 18|. Можно предпо-
ложить, что существует взаимосвязь между био-
трансформацией аминобифенилов, имеющих в 3 
и 5 позициях метильные, а в 4 — аминогруппы, 
и их индуцирующей активностью в отношении 
систем метаболизма ксенобиотиков. 

Известно, что бифенил является типичным суб-
стратом цитохрома Р-450 и не проявляет свойств 
индуктора монооксигеназной системы |11 | . Как 
видно из табл. 2 и 3, введение животным БД 
также не вызывает существенных изменений в 
состоянии монооксигеназной системы. В сравне-
нии с БД у животных, получавших Д М О Б Д , 
наблюдается почти двукратное уменьшение актив-
ности НАДФ- Н-цитохром-с-редуктазы без изме-
нения удельного содержания цитохромов Р-450 
и bs (см. табл. 2). В то же время происхо-
дит изменение содержания отдельных форм цито-
хрома Р-450. Так, иммунохимически определяе-
мое суммарное содержание цитохрома Р-450,, и 
р_450с в микросомах возросло до 9,7 % от об-
щего содержания Р-450 в микросомах (см. табл. 2). 
Возросла активность микросом при О-деалкили-
ровании IIP и гидроксилировании андростендио-
на по положению бр и 16<х (см. табл. 3). Этот 
рост может быть связан с незначительной ин-
дукцией молекулярных форм цитохромов Р-450,,, 
Р-450(, и Р-450.,, проявляющих субстратную спе-
цифичность при окислении этих субстратов. Ак-

Т а б ./I и ц а 3 

Активность монооксигеназной системы (в нмоль/мин/мг белка) 
микросом печени крыс при введении аминобифенилов 

Препарат 
микросом 

Андростендион 7-ЭР-
О-диэти-

лаза 

МР-
диэтилаза 

Г1Р-0-
де ал кил аз а 

Препарат 
микросом 7а бр 

7-ЭР-
О-диэти-

лаза 

МР-
диэтилаза 

Г1Р-0-
де ал кил аз а 

Ко п т рол ь 1,22 0,1 0,1 0,09 0,04 0,04 

Б Д 1,40 0,17 0,18 0,06 0,05 0,04 
Д М О Б Д 0,57 0,51 0,90 0,09 0,07 0,03 
Д М Б Д 3,40 0,89 0,65 1,27 0,31 0,04 
Т М Б Д 0,94 0,26 1,33 1,10 0,03 0,02 

тивация их метаболизма характерна для индук-
ции фенобарбитального типа. 

Замена метоксигрупп в положении 3 на ме-
тильные придает Д М Б Д свойства индуктора сме-
шанного типа. Об этом свидетельствуют иммуно-
электрофоретические исследования, выявившие 
рост содержания молекулярных форм цитохромов 
Р-450ь + е и Р-450,, которые составили 1 1,0 и 26,4 % 
соответственно от общего содержания цитохрома 
Р-450 в микросомах. Общее содержание цитохро-
ма Р-450 возросло в 3 раза по сравнению с 
контролем (см. табл. 2). Цитохромы Р-450ь и 
Р-450с проявляют субстратную специфичность при 
гидроксилировании андростендиона в положении 
6(3 и 16(х [11]. Как видно из табл. 3, скорость 
гидроксилировании андростендиона в положении 
16(х возросла в 8 раз и в положении в 
6 раз. Значительный рост этих активностей так-
же свидетельствует об индукции форм цитохро-
мов Р-450,, и Р-450,.. Кроме того, наблюдается 
трехкратный рост скорости гидроксилировании 
андростендиона в положении 7а, что свидетельст-
вует об индукции цитохрома Р-450., | 11 | , и в 
6 раз возросла активность деэтилирования мс-
токсирезоруфина, характерная для цитохрома 
Р-450(, (см. табл. 2) | 7 | . 

Введение 4 метильных заместителей в молеку-
лу БД придает ТМБД свойства индуктора ме-
тилхолантреиового типа. Содержание формы цито-
хрома Р-459, иммунохимически идентичной метил-
холантрениндуцируемой форме Р-450с, определен-
ное ракетным иммуноэлектрофорезом, достигло 
0,3 нмоль/мг белка и составило 28,9 % от об-
щего уровня цитохрома Р-450, возросшего в 2 ра-
за по сравнению с контрольными микросомами 
(см. табл. 2). Изменение содержания цитохрома 
Р-450,, было незначительным. Этот индуктор вы-
зывает рост активности О-деэтилирования 7-ЭР 
в 10 раз и гидроксилирования андростендиона 
в положении 6|3 в 6 раз. Рост этих активно-
стей характерен для индукторов метилхолантре-
нового типа, вызывающих увеличение содержа-
ния цитохромов Р-450с и Р-450(, | 2 1 | . 

Процесс окисления аминобифенилов в ходе I фа-
зы их метаболизма сопровождается образовани-
ем химически активных метаболитов, перекисей 
и с в об од нор ад икал ьн ы х форм к и сл орода (О Н'; 
Н0 2 ; Oi) . Обезвреживание этих продуктов осу-
ществляют соответствующие биохимические за-

щитные системы, важную роль в которых игра-
ют ферменты II фазы биотрансформации чуже-
родных веществ. Среди них большое значение 
имеют реакции конъюгации с глутатионом, ка-
тализируемые ГТ. Из табл. 4 видно, что введе-
ние животным изучаемых аминобифенилов инду-
цирует активность ГТ. В результате действия БД, 
Д М Б Д , Д М О Б Д скорость реакции конъюгации 
глутатиона с 1-хлор-2, 4-динитробензолом возрос-
ла в 1,6 2,2 раза. При этом наблюдается ин-
дукция не только ГТ, но и НАДФ• Н-зависимой 
ГР, восстанавливающей глутатион из его окислен-
ной формы. Активность ГР при введении живот-
ным БД, Д М Б Д , Д М О Б Д возрастала в 1,9, 2,1 
и 2,5 раза соответственно. Тиолдисульфидная ре-
докс-система по-разному реагирует на действие 
бензидина и его производных. БД вызывает трех-
кратное снижение уровня восстановленного глута-
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Т и б л и н а 4 

Активы гь антиоксидаптных и глутатиончлвисиммх ферментов 
печени .чрыс, пг учавшмх аминобифени w 
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ДМОГ) [ 814,0 34,9 27(),8 2,0 4,4 0,93 
Д М Б Д 1050 29,4 202,0 2,37 1,16 

тиона по сравнению с контролем. В то же время 
введение диметоксипроизводного Б Д ( Д М О Б Д ) 
приводило к 8,5-кратному и диметильного произ-
водного ( Д М Б Д ) к 11-кратному росту уров-
ня восстановленного глутатиона (см. табл. 4). 

Полученные данные о индукции ферментов 11 фа-
зы биотрансформации ксенобиотиков показывают, 
что выраженность индуцирующего влияния ами-
нобифенилов определяется количеством и харак-
тером заместителей в молекуле бензидина. 

Результаты исследования активностей фермен-
тов антиоксидантпой системы цитозольной фрак-
ции печени крыс, получавших аминобифенилы, 
приведены в табл. 4. Анализ данных показывает, 
что после введения БД наблюдается снижение 
активности СОД почти в 2 раза, катал азы в 
3 раза. Активность ГТ остается в пределах контро-
ля. Д М О Б Д вызывал аналогичные изменения, 
однако степень угнетения активности СОД и ка-
талазы оказалась меньшей г в 1,3 и 1,6 раза 
соответственно по отношению к контролю. После 
введения животным диметильного производного 
БД ( Д М Б Д ) существенных изменений активно-
стей антиоксидантных ферментов не наблюдалось. 

Таким образом, БД существенно снижает ак-
тивность ферментов антиоксидантпой системы, в 
то время как метилированный по положению 3 
Б Д ощутимого влияния на активность этих фер-
ментов не оказывает. 

Суммируя полученные результаты по действию 
БД на биохимические защитные системы, необ-
ходимо отметить, что под его воздействием в 
гепатоцитах не происходит существенных изме-
нений в микросомальной системе окисления, оп-
ределяющей I фазу метаболизма этого ксенобио-
тика. Процесс биотрансформации БД проходит 
в две стадии [14], во II фазе которого про-
дукты окисления вступают в реакции конъюга-
ции, в том числе и с глутатионом, при этом 
уровень восстановленного глутатиона резко умень-
шается, хотя активность фермента, ведущего его 
восстановление, возрастает. Наблюдается индук-
ция ГТ, катализирующей этот процесс. Кроме 
того, происходит резкое снижение активности фер-
ментов антиоксидантпой системы. 

Введение двух метоксигрупп в молекулу бен-
зидина изменяет характер его воздействия на 
системы, ответственные за адаптацию и устойчи-
вость гепатоцитов к ксенобиотикам. Д М О Б Д про-
являет свойства слабого индуктора фенобарби-
тального типа, но при его введении резко умень-
шается активность НАДФ • Н-цитохром Р-450-ре-

дуктазы (см. табл. 2). Индуцибельность же ГТ 
и ГР под его влип: ем значительно б > iee в 
ражена При >том жтивн ть ф >мейт- ; am 
оксидаитной системы умень аетси незна телы , 
а уровень восстановленного [утатиона вг траста 
многократно (см. табл. 4) . Замена мето- игру; 
га метальные н молекуле Д радикал! ю изм 

ет илдуцир ющее лияж на ерме! ные с. 
( : смы метаболизма и детоксикации ксенобиоти-
ков. В отличие от БД ДМ Д проивляе свойс 
ва индуктора I и 11 фазы биотрансформаш , 
выраженные в равной степени. Являяс» индук 
тором смешанного типа, Д М Б Д при введении 
животным вызывает более чем трехкратный рост 
уровня цитохрома Р-450 (см. табл. 2 и 3) , дву-
кратный рост активности ГТ, трехкратный роет 
активности ГР, более чем десятикратный рост 
уровня восстановленного глутатиона на фоне не-
значительных изменений активности антиокси-
дантных ферментов. Необходимо отметить, что ин-
дукция Д М Б Д этих систем, углубляющих диф-
ференцировку гепатоцитов, приводит к трехкрат-
ному снижению уровня связывания эпидермаль-
ного фактора роста с рецепторами гепатоцитов 
в результате уменьшения количества рецепторов 
без изменения константы связывания |3] . 

Таким образом, аминобифенилы, индуцируя 
ферменты I и II фазы биотрансформации, су-
щественно изменяют соотношение уровней, актив-
ностей и изозимного профиля этих ферментов, 
свойственных интактным гепатоцитам, углубляют 
их дифференцировку. Результатом этого является 
усиление процессов детоксикации как самого ин-
дуктора, так и других чужеродных веществ, по-
падающих в организм. 

Авторы выражают благодарность Т. Г. Семак 
и Е. Е. Ломоносовой за участие в эксперименте. 
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нии экспрессии онкогенов myc, ras, fos, erb В и др. 
на уровне РНК в наиболее распространенных опу-
холях человека [2, 27 29], однако данные о бел-
ковых продуктах онкогенов в опухолях ограни-
чены. Представлялось важным исследовать и 
сравнить экспрессию ряда онкобелков в опухолях 
человека различной локализации с целью выявле-
ния возможных корреляций между активацией 
онкогенов и гистогенезом, уровнем дифференци-
ровки ткани, прогрессией и метастазированием 
опухоли. Поступила 01.03.91 

E F F E C T S OF CARCINOGENIC AMINOB1PHENYLS ON 
IIE PATOC: YTES DIFFE R E NT I AT ION 

V. P. Kurchenko, L Ismakhit, I. V. Pronskaya 

Byelorussian State University, Minsk 

Contribution of var ious hemoproteins to peroxidase oxidation 
of benzidine and its derivatives as well as effects of these 
subs tances on functional s ta te of hepatocytes are discussed. 
Benzidine and its derivatives were shown to induce those 
fo rms of cytochrome P-450 which were involved in accelerated 
oxidation of the carcinogenic d r u g s studied as well as affected 
the gluta thione t ransfe rase , NADPI l-dependent glutathione re-
ductase activities and the activity of antioxidation system enzy-
mes. Increase in content of cytochrome P-450, glutathione-
dependent enzymes and other effects specific for adult hepato-
cytes, which occurred in presence of aminobiphenyls, were 
accompanied by decrease in content of receptors to epidermal 
factor of growth regula t ing the hepatocytes proliferation. 
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С И Н Т Е З И Р А С П Р Е Д Е Л Е Н И Е О Н К О Б Е Л К О В 
В О П У Х О Л Е В Ы Х Т К А Н Я Х 

НИИ канцерогенеза Всесоюзного онкологического научного 
центра АМН СССР, Москва, Московская медицинская акаде 
мин им. И. М. Сеченова 

За последнее десятилетие в геноме человека 
идентифицировано более 40 новых клеточных ге-
нов, получивших название протоонкогенов, в связи 

'с тем что нарушение их структуры или нормаль-
ной экспрессии приводит к круциальным измене-
ниям в регуляции клеточного деления и дифферен-
цировки, возникновению и росту опухоли [1]. Зна-
чительные усилия исследователей сосредоточены 
на выявлении особенностей структуры и метабо-
лизма их белков. Один из экспериментальных 
подходов состоит в изучении экспрессии онкобел-
ков в нормальных и опухолевых клетках. Нами 
были получены новые антисыворотки к синте-
тическим пептидам ряда онкобелков — src | 6 | , 
sis [5 | , fos [7], myc и др,, что позволило оценить 
иммуногеиность отдельных фрагментов молекулы, 
выявить родственные антигены, исследовать экс-
прессию онкобелков в различных культурах тран-
сформированных и опухолевых клеток. Установ-
лено, что полученные антисыворотки могут быть 
использованы не только в молекулярно-биологи-
ческих, но и в иммуноморфологических иссле-
дованиях для определения активности онкогенов в 
тканях [3]. 

Имеются многочисленные сообщения об усиле-

М е т о д и к а . Образцы опухолей и макроскопически не-
измененных нормальных тканей того же органа (условно-
нормальные ткани) сразу после удаления замораживали и 
хранили в жидком азоте. Для исследования онкобелков 
методом иммуноблоттинга замороженные препараты измельча-
ли в микродисмембраторе фирмы «В. Вгаип» и растворяли в 

- буфере RIPA (20 мМ трис-HCl рН 7,4, 150 мМ NaCI, 1 % дезок 
сихолат натрия, 1 % тритон Х-100, 0,1 % додецилсульфат нат-
рия SDS, 1 мМ аиротинин и 0,1 М ингибитор P M S F ) . Д л я 
разрушения Д Н К белковые лизаты обрабатывали ультразву-
ком, центрифугировали на низкой скорости и супернатант 
(по 100 MKV белка) использовали для электрофоретиче-
ского разделения белков в 10 или 12 % SDS-полнакриламид-
ном геле. 

Белки из геля электрофоретически переносили на нитроцел-
люлозные фильтры и для определения продуктов онкогенов 
использовали следующие специфические антитела: овечьи анти 
v-rnyc |12] в резведеиии 1:500, кроличьи анти с - т у с , получен-
ные нами к фрагменту 57 68 онкобелка (синтезирован-
ному сотрудником Института биоорганической химии АН С С С Р 
В. В. Антоиенко) в разведении 1:500, кроличьи анти c-fos к 
синтетическому пептиду 6 15 (1:200) | 7 | , кроличьи анти 
v-sis к пептиду 201 210 [5| (1:150), мышиные моиоклоиаль-
ные Mab 327 к белку src [6] (1:200), мышиные моноклональ-
ные Mab SCRF 3511 к пептиду 95 118 р21 Ha- ras (ВСВ 
NIH,CLLIA) в титре 1:100. В качестве вторичных использовали 
антивидовые антитела, конъюгированные с пёроксидазой, а 
продукты реакции с Н2О2 тестировали с диметилбензиди-
иом или орто-4-хлорнафтолом. 

Иммуногистохимическое определение онкобелков проводили 
непрямым иммунопероксгидазным методом [I 1| с антисыворот-
ками к продуктам v-myc | I 2 | , c-fos [7], v-sis | 5 | , кроличьей 
аитисывороткой TBR к белку src [4| и мышиными P a n - r a s 
антителами («Cetus», США) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Исследова-
ние экспрессии онкобелков проводили методом им-
муноблоттинга в тканях операционных биопсий 
больных раком желудка (46 образцов) , раком лег-
кого (66), меланомами (24). В ряде случаев, по-
мимо препаратов самой опухоли, удавалось полу-
чить макроскопически неизмененные участки тка-
ни того же органа, а также метастазы в лимфо-
узлы (табд. 1). Кроме того, мы исследовали неко-
торые другие опухоли (лимфосаркому легкого, 
злокачественную шванному), а также ткань мета-
стазов от больных с различными формами сарком 
(синовиальная саркома, фиброзная гистиоцитом а; 
хемодектома) и рака (рак яичников, плоскокле-
точный рак кожи, гортани и языка) . Наряду с этим 
были исследованы препараты некоторых доброка-
чественных опухолей (фиброма легкого, узловатый 
зоб, экринная порома) и неопухолевых заболе-
ваний (туберкулома легкого, псевдоопухоль же-
лудка, хроническое воспаление). 

Синтез белкового продукта гена с - т у с в препа-
ратах тканей исследовали с антителами к фраг-
менту 3 экзона вирусного онкобелка v-myc [12]. 
Эти антитела практически во всех тестированных 
опухолевых препаратах и метастазах выявляли 
мощную экспрессию белков с мол. м. 64—66 кДа, а-
также более слабую полосу белка 60 кДа 
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Т а б л и ц а I 

Экспрессии он кобел ко в в тканях различных опухолей 

Объект исследования Ткань 
Онкобелок 

Объект исследования Ткань 
myc fos ras sre sis 

Карцинома желудка Первичная опухоль 22/22 (100) 22/22 (100) 11/19 (58) 3 /22 (13) Карцинома желудка 
Метастаз 5 / 5 з / з 2 /4 0 / 5 
Нормальная 13/13 11/14 12/15 1/13 

Карцинома легкого Первичная 34/37 (92) 12/12 (100) 17/17 (100) 20 /33 (60) 9 /16 (56) 
Метастаз 4 / 5 2 /2 2 / 3 1/1 
Нормальная 21/24 3 / 6 5 / 6 5/24 1/2 

Мета ном а Первичная 6 /6 5 / 6 0 / 3 0 /4 1/3 
Метастаз 18/18 18/18 14/15 1/15 9 /12 

Саркомы Первичная 2 /2 2 /2 2 /2 0 /2 
Саркомы Метастаз 5 / 5 3 / 3 3 /4 1/5 1/3 
Карцинома Метастаз 4 / 6 6 / 6 1/6 0 / 5 3 /4 
Доброкачественные опу-

холи 2 / 3 2 / 3 2 / 3 0 / 3 
Неопух ол с в ые з а бол е в а -

II и я 2 / 3 2 / 3 1/3 0 / 3 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: в числителе положительные случаи, в знаменателе количество тестиро-
ванных опухолей, в скобках процент. 

(рис. 1, а). Кроме того, продукция онкобелка 
с - т у с наблюдалась в большинстве исследованных 
условно-нормальных тканей желудка и легких 
(см. табл. I). Экспрессия белка с - т у с обнаруже-
на также в препаратах некоторых доброкачест-
венных опухолей (узловатый зоб, псевдокарци-
нома желудка) , однако не найдена при фиброме 
и туберкуломе легких. 11родукт гена с - т у с выявлен 
в опухолях и при использовании антител к син-
тетическому пептиду, соответствующему фраг-
менту 57 -68 онкобелка с-гпус. В нескольких слу-
чаях антитела к белку v-myc выявляли белок с 
мол. м. 34—37 кДа (см. рис. I, а). Мы полагаем, 
что в данном случае удалось выявить короткую 
форму онкобелка продукта гена L-myc, обна-
руженную при трансляции in vitro короткой 
мРНК L-myc |16] . Этот белок наблюдался в пре-
паратах нормальной и опухолевой ткани от боль-
ного аденокарциномой желудка (см. рис. 1, a ) , a 
также в препарате мелкоклеточного рака легкого 
(данные не приведены). 

Полученные результаты подтверждают сообще-
ния, что экспрессия гена т у е характеризует 
высокую степень пролиферации клеток в опухоле-
вой ткани. В то же время экспрессия онкобелка 
т у е наблюдалась в большом проценте услов-
но-нормальных тканей, т. е. визуально морфоло-
гически нормальных участков органов, поражен-
ных опухолью. Это, с одной стороны, может 
иметь место за счет присутствия в этих тканях опу-
холевых клеток с высокой пролиферативной актив-
ностью, а с другой стороны, указывать на то, что и 
для нормальной ткани, окружающей опухоль, так-
же характерна высокая степень пролиферации. 
Более определенный ответ мог быть получен толь-
ко в иммуноморфологических исследованиях, так 
как взятый для молекулярна-биологического ана-
лиза препарат не всегда гистологически одно-
роден. 

При иммуногистохимическом исследовании рака 
легкого белковый продукт с - т у с обнаружен в ви-
де гранул и аморфного материала в ядрах и цито-
плазме опухолевых клеток в препаратах различ-
ных гистологических типов (рис. 2, а ) . Экспрес-
сия наблюдалась в 95 % опухолей и не выявлена в 
нормальных эпителиальных клетках (табл. 2). Не-
большая экспрессия обнаружена в строме рака 

легкого в очагах десмопластическои реакции 
11 р о л и ф е р и р у ю щ их ф и б р о б л а ст а х, ми о фи б р о б л а -
стах. В очагах регенерации эпителия, метапла-
зии и аденоматоза экспрессия выявлена в 29,7 % 
случаев, в основном в очагах пролиферации с 
атипией клеток, а уровень экспрессии в среднем 
был значительно ниже, чем при раке легкого [3]. 

Таким образом, высокий уровень экспрессии 
продукта гена с - т у с в опухолях человека отражает 
высокий уровень пролиферации клеток и может 
быть связан с прогрессией опухоли. 

Данных об экспрессии гена c-fos в опухолях че-
ловека на уровне РНК исключительно мало [2, 
27—29J, а экспрессию белка практически никто не 
исследовал. С помощью антител к синтетиче-
скому пептиду 6—15 белка c-fos выявлено при-
сутствие продукта с мол. м. 62 кДа в подавляющем 
большинстве опухолей (см. табл. I) , однако уро-
вень экспрессии варьировал в различных тканях. 
Мри раке желудка высокий уровень экспрессии 
регистрировался в 60 % опухолей. В ряде слу-
чаев удалось сравнить экспрессию c-fos в препара-
тах опухоли, условно-нормальной ткани и мета-
стаза рака желудка от одного больного, обычно 
уровень экспрессии в опухоли и метастазе выше, 
чем в прилегающей к опухоли ткани (рис, 1 , 6 ) . 
В мел а номах и ее метастазах, а также в метаста-
зах плоскоклеточного рака уровень экспрессии был 
относительно низким. 

Увеличение синтеза белка pp62c fos обнаружено 
методом иммуноблоттинга также в 100 % препа-
ратов рака легких. При иммуноморфологическом 
исследовании опухолей легких, белок c-fos обна-
ружен в ядрах клеток паренхимы, часто под 

Т а б л и ц а 2 

Экспрессия онкобелков в легочной ткани в норме и патологии 
но данным иммуногистохимии 

Регенераторные Неизмененная 
Опкобелок Рак легкого и предраковые легочная 

изменения ткань 

т у е 
fos 
ras 
sre 
sis 

1 8 / 1 9 ( 9 4 , 7 ) 

3 3 / 3 3 ( 1 0 0 ) 

2 5 / 3 3 ( 7 5 , 8 ) 

1 9 / 3 0 ( 0 3 , 3 ) 

2 7 / 3 2 ( 8 4 , 4 ) 

I 1 / 3 7 ( 2 9 , 7 ) 

2 ( I / ' L 3 ( ( H ) , 5 ) 

1 7 / 4 2 ( 4 0 , 5 ) 

1 4 / 4 2 ( 3 3 , 3 ) 

9 / 4 2 ( 2 1 , 4 ) 

0 / 4 4 ( 1 0 0 ) 

0 / 4 4 ( 1 0 0 ) 

0 / 4 4 ( 1 0 0 ) 

0 / 4 4 ( 1 0 0 ) 

0 / 4 4 ( 1 0 0 ) 
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Рис. I. Иммуноблоттинг лизатов опухолей с антителами 
к продуктам генов myc (a) , fos (б), ras (в), src (г) 
и sis (д). 
а: I, 3. -1 лйзаты карциномы желудка, 2, 5 условно-нормальная 
ткань желудка, в-—10 карцинома легкого; 6: 2, 4, G карцинома 
желудка, 1, 3 условно-нормальная ткань желудка, 5 метастаз рака 
желудка в лимфоузле; ч\ 1,4,6 карцинома желудка, 2, 5 — услов-
но-нормальная ткань желудка, 3 метастаз в лимфоузел. <:: / 
метастаз рака легкого в лимфоузел, 2, 3, 7, Н рак легкого, 6 
условно-нормальная ткань легкого, 5 лимфосаркома; с): 1 . 2 мета-
стазы меланомы в лимфоузлы, 3—5 первичная мелаиома, 6, 7 
рак легкого. 

кариолеммой в виде гранулярного или аморфного 
материала (см. рис. 2, 6). Высокая экспрессия 
отмечена в опухолях с железистой дифференци-
ровкой бронхиолоальвеолярном раке, адено-
карциноме и железисто-плоскоклеточном раке, а в 
мелкоклеточном раке чаще имеется относительно 
более слабая продукция белка c-fos. Продукт вы-
деляется в небольших количествах и в неопухоле-
вой ткани альвеолярных макрофагах и клетках 
соединительной ткани. В очагах регенерации, ме-
таплазии, дисплазии и аденоматоза экспрессия об-
наружена в 60,5 % случаев (см. табл. 2). Высокая 

экспрессия онкобелка коррелируете высоким уров-
нем дифференцировки рака, а также более ранни-
ми этапами опухолевой прогрессии. По-видимому, 
c-fos активируется на ранних этапах канцерогене-
за. Об этом также свидетельствует тот факт, что 
усиление экспрессии регистрируется уже на стадии 
предраковых изменений эпителия (в очагах про-
лиферации с атипией клеток), в то время как в 
очагах регенерации эпителия и в неизмененной ле-
гочной ткани экспрессия низкая или вовсе отсут-
ствует [3| . 

Синтез белкового продукта ras исследовали с 
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Рис. 2. Иммуногистохимическое выявление онкобелков в разных типах рака легкого. 
а белок с т у е в ядрах клеток высокодиффсренцированной аденокарциномы. X 4 0 0 ; б — белок c-fos в ядрах и цитоплазме клеток высокодифференцироваиного 
плоскоклеточного рака. Х 4 0 0 ; в - белок с-гас в цитоплазме клеток бронхиолоальвеолярного рака. Х200 ; г белок c-src в цитоплазме клеток мелкоклеточного 
рака с эндокринной дифференцировкой клеток. Х 4 0 0 ; д — белок c-sis в цитоплазме и ядрышках клеток бронхиолоальвеолярного рака. Х250 . 

помощью мышиных моноклональных антител к 
пептиду, соответствующему аминокислотам 96— 
118 белка р21 c-Ha-ras . Этот участок консервати-
вен, и антитела выявляют также продукты генов 
e-Ki-ras и N-ras. Продукция онкобелка с мол. м. 
21 кДа была выявлена в большинстве исследуе-
мых опухолевых препаратов (см. табл. 1), что 
подтверждает представление о гене ras как о часто 
экспрессируемом в опухолях [2, 28, 29]. 

Онкобелки с мол. м. 21—23 кДа были найдены в 
58 % препаратов рака желудка и почти всег-

да в прилегающей условно-нормальной ткани. 
В ряде случаев онкобелок экспрессировался в 
условно-нормальной ткани, но при этом не обнару-
живался в опухолевой ткани того же больного 
(рис. 1, в) . Полученные данные могут указывать 
на то, что онкоген ras в раке желудка активирует-
ся на ранних этапах канцерогенеза и его по-
стоянная экспрессия не является необходимой для 
поддержания трансформации. Это подтверждает-
ся сообщением о более частой транскрипции гена 
ras на ранних стадиях развития опухоли в 
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дисплазиях и метаплазиях (57—63 % ) , чем в пер-
вичном раке желудка (38 %) [ 14, 15]. В то же вре-
мя экспрессия белка ras значительно уменьшена в 
метастазах рака желудка по сравнению с первич-
ными опухолями [ 17]. Экспрессию белка ras в при-
легающих к опухоли нормальных тканях также на-
блюдали ранее при анализе рака желудка [ 14, 25] 
и кишечника |18). Таким образом, наблюдает-
ся негативная корреляция между экспрессией гена 
ras и развитием рака желудка и, следователь-
но, отсутствие онкобелка ras в препаратах уда-
ленных опухолей может свидетельствовать о за-
пущенности процесса, поздно проведенной опе-
рации и плохом прогнозе для больного. 

Однако при исследовании меланом мы обнару-
жили совсем другую картину. В 14 из 15 случаев 
( 9 5 % ) метастазов меланом обнаруживался про-
дукт гена ras, но он не выявлен в 3 случаях первич-
ных меланом (см. рис. 1). С большой осторож-
ностью можно предположить, что регистрируемое 
усиление продукции белка ras характерно для ме-
тастазирующих клонов клеток меланомы, появ-
ляющихся в ходе опухолевой прогрессии. К выводу 
,об усилении экспрессии гена ras с прогрес-
сией опухоли пришли и другие исследователи, 
обнаружившие активацию гена ras в культурах 
клеток инвазивных, но не ранних первичных мела-
ном [9]. Интересно, что в 3 из 14 случаев (21 % ) 
метастазов меланомы мы наблюдали онкобелок с 
более высокой подвижностью, которая может соот-
ветствовать продукту гена N-ras. Характерно, что 
этот ген активирован в 20 % культур клеток мела-
ном [30]. 

Экспрессия гена ras методом иммуноблоттимга 
выявлена также в большинстве препаратов рака 
легкого и прилегающих условно-нормальных тка-
ней (см. табл. 1). При иммуиогистохимическом 
исследовании опухолей легкого продукт ras обна-
руживался на внутренней стороне цитоплазмати-
ческой мембраны (рис. 2, в) в 75,8 % случаев, и 
уровень экспрессии колебался в широких преде-
лах. Наиболее низкий уровень экспрессии выявлен 
в мелкоклеточном раке легкого, причем отмечена 
тенденция к усилению синтеза белка при увеличе-
нии размеров опухоли и появлении метастазов. 
В аденокарциномах легкого экспрессия белка ras 
чаще выявлялась на ранних стадиях прогрес-
сии и не была связана с метастазированием [3]. 
В очагах регенерации эпителия, метаплазии, 
дисплазии и аденоматоза экспрессия ras обна-
ружена в 40,5 % случаев, как правило, на более 
низком уровне, чем в раке легкого (см. табл. 2). 
В отдельных случаях высокая экспрессия ras на-
блюдалась на стадии предрака в очагах аденома-
тоза. 

В отличие от генов myc, fos, ras онкоген sre, судя 
по уровню мРНК, О Т Н О С И Т С Я к числу «молчащих» 
в опухолях человека [2, 28, 29j . Показано, что экс-
прессия белка sre характерна для нейронов | 13 | , 
клеток нейроретины и отсутствует в большинстве 
нормальных тканей человека. Обнаружено увели-
чение ферментативной активности белка sre в ней-
робластомах | 26 | , саркомах, карциномах молоч-
ной железы [211 и толстой кишки [10], а также 
в культуре клеток мелкоклеточного рака лег-
кого с нейроэндокринной дифференцировкой кле-
ток [24]. 

Анализ синтеза продукта гена sre в различных 

опухолях человека проводили иммуноблоттингом с 
моноклональными антителами Mab 327 [23]. 
Действительно, в большинстве исследованных опу-
холевых препаратов и нормальных тканях белок 
sre не выявлен (см. табл. I ) . При исследовании 
опухолей желудка очень слабая экспрессия обна-
ружена в 3 из 22 препаратов, из них в одном 
случае экспрессия наблюдалась как в препарате 
опухоли, так и в еще больших количествах в ус-
ловно-нормальной ткани того же больного (рис. 1, 
г). В целом для рака желудка активация гена sre 
нехарактерна; не исключено, что положительный 
результат наблюдается в опухолях, содержащих 
атипичные клетки, характерные для рака кишечни-
ка, который отличается высокой экспрессией гена 
sre [10]. Онкобелок также не обнаружен в мела-
номах, как в первичных, так и в метастазах ме-
ланом в лимфоузлы, а также в других опухолях 
(злокачественная шваннома, синовиальная сарко-
ма, хемодектома и др.) и метастазах (рака гор-
ла, кожи, гортани, аденокарциномы яичников). 
Экспрессия белка sre отсутствовала в доброка-
чественных опухолях (фиброма легкого, экринная 
порома, узловатый зоб), а также при неопухо-
левых заболеваниях (туберкулома и псевдоопу-
холь желудка) (см. табл. 1). 

В то же время онкобелок pp60 c s , c обнаружен 
в 20 из 33 препаратов рака легкого и в 2 из 3 
исследованных метастазов в лимфоузлы, т. е. в 
6 0 % случаев (см. табл. 1 и 2). Сопостав-
ление данных иммуиоблоттинга и морфологи-
ческих характеристик опухолей показало, что 
синтез белка sre имеет место в опухолях различ-
ных гистогенетических типов: как в мелкоклеточ-
ном раке легкого, имеющем нейроэндокринное про-
исхождение, так и в различных формах немелко-
клеточного рака легкого (80 % аденокарцином и 
бронхиолоальвеолярного рака, железисто-плоско-
клеточный рак и в 50 % плоскоклеточного рака 
легкого). Установлено также, что в группе плоско-
клеточного рака частота экспрессии онкобелка 
коррелирует с более низким уровнем дифферен-
цировки опухоли [3, 8] . 

При иммуиогистохимическом исследовании рака 
легкого с сывороткой TBR продукт гена sre рас-
полагался в цитоплазме клеток вблизи наружной 
мембраны (рис. 2, г) в 63 % рака легкого и в 
33,3 % случаев регенерации эпителия, метаплазии, 
дисплазии и аденоматоза (см. табл. 2). В группе 
плоскоклеточного рака высокая экспрессия чаще 
встречалась среди иизкодифференцированных 
опухолей, чем среди умеренно- и высокодифферен-
цированных [3]. Таким образом, наблюдается кор-
реляция в данных иммуиоблоттинга и иммуноги-
стохимии, проведенных с разными антителами к 
белку sre и часто с разными препаратами опу-
холей легких. 

Помимо рака легкого, нами обнаружен высокий 
уровень экспрессии белка sre при раке шейки мат-
ки и полипозе толстого кишечника |8] . Общим 
предшественником эпителиальных тканей этих ор-
ганов является эпителий первичной кишки и, воз-
можно, активация гена sre связана с развитием 
опухолевого процесса в этих тканях. 

Ген c-sis человека кодирует белок с мол. м. 
26 кДа, гомологичный В-цепи тромбоцитарного 
фактора роста P D G F [20]. Его транскрипт и бел-
ковый продукт обнаружены в культурах клеток и 
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первичных препаратах меланом, глиобластом, фиб-
ро- и остеосарком |19, 20, 27, 31] и не выявляют-
ся в нормальных тканях. мРНК c-sis также выяв-
лена в 5 из 11 культур клеток немелкоклеточ-
ного рака легких | 22 | . 

Исследование белкового продукта гена c-sis про-
водили с помощью антител к пептиду, соответ-
ствующему аминокислотам 201 -210 вирусного он-
кобелка p28sis [5]. Экспрессия белка с мол. м. 
26 кДа выявлена в 1 из 3 случаев первичных ме-
ланом, а также в большом количестве тестиро-
ванных метастазов меланомы в лимфоузлы 
(рис. 1, д). Методом иммуноблоттинга в опухолях 
легких этот белок обнаружен в 50 % случаев (см. 
табл. 1). При иммуноморфологическом исследова-
нии опухолей легких белок c-sis обнаружен в цито-
плазме клеток, а также в отдельных случаях и в яд-
рышках (рис. 2, д). Экспрессия наблюдалась в 
84 % случаев рака легкого, в небольшом про-
центе случаев в строме опухолей, эндотелии ново-
образованных сосудов и в альвеолярных макрофа-
гах. В очагах регенерации эпителия, метаплазии, 
дисплазии и аденоматоза онкобелок обнаружен в 
21 % случаев (см. табл. 2). Таким образом, про-
дукт гена c-sis достаточно часто встречается в опу-
холях и, по-видимому, играет важную роль в про-
лиферации опухолевых клеток определенных ги-
стологических типов. Кроме того, экспрессия бел-
ка c-sis характерна для эндотелиальных клеток 
[19] и в связи с васкуляризацией опухолей в 
них усилен аутокринный синтез этого белка. 

Полученные данные свидетельствуют об увели-
чении синтеза продуктов онкогенов в опухолях по 
сравнению с нормальными тканями. Экспрессия 
онкобелков наблюдается при иммуноморфологиче-
ском исследовании уже на стадии предрака, од-
нако на более низком уровне и в меньшем про-
центе случаев, чем в опухолях. Складывается впе-
чатление, что экспрессия некоторых онкогенов 
(myc, fos) не связана с гистологическим типом 
ткани, хотя уровень экспрессии в опухолях раз-
личных органов варьирует. В то же время экспрес-
сия других онкогенов (src, sis) имеет определен-
ную зависимость от гистогенеза опухоли. В част-
ности, экспрессия белка src характерна для нерв-
ных клеток и, по-видимому, для опухолевых тка-
ней происходящих из эндотелия первичной кишки. 
Канцерогенез является многостадийным процес-

сом, и участие онкогенов в отдельных его этапах 
изучено недостаточно. Можно думать, что одни он-
кобелки (fos, ras) активны преимущественно на 
р а н н и х этапах, а другие (myc, sis, s г с) в а ж н ы дл я 
прогрессии опухоли. Некоторые онкобелки могут 
синтезироваться в разных опухолях на разных эта-
пах канцерогенеза. Так, ras, по-видимому, активи-
руется на ранних стадиях в раке желудка и аде-
нокарциноме легкого и на более поздних в мела-
номах и мелкоклеточном раке легкого. До сих пор 
трудно сказать, в каких случаях наблюдаемые из-
менения активности онкогена являются причиной 
процесса, а в каких следствием его. В послед-
нем случае экспрессия онкобелка ras,, возможно, 
является следствием уже развивающегося процес-
са трансформации. Хотя механизмы возникнове-
ния и поддержания трансформированного состоя-
ния многообразны, по-видимому, все же в опухо-
лях одного гистогенеза, находящихся на одном и 
том же уровне дифференцировки и стадии опухоле-
вой прогрессии, чаще всего активируются опреде-
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лепные онкогены. В связи с этим представляет-
ся важным дальнейшее изучение синтеза и рас-
пространения белковых продуктов онкогенов в 
различных опухолях человека. 
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Expression of myc, fos, src, ras and sis oncoproteins was 



studied in biopsy material of tumors , metas tases and "nor-
m a l " su r round ing t issues from pat ients with different histologi-
cal types of stomach and lung cancer , melanoma and other ma-
lignancy using immunoblot t ing. Besides, the immunohistochemi-
cal distribution of these oncoproteins under lung cancer and 
precancer conditions was analysed. The oncoproteins expression 
was significantly higher in cancer as compared with precancer 
and "normal ' su r round ing tissues. C-myc and c-fos gene pro-
ducts were detected in all the mal ignant t issues irrespectively to 
histogenesis of tumors , while the level of c-myc expression was 
ra ther high. The high level of c-fos expression was observed in 

-stomach carc inomas and at ear ly s tages of lung tumor progres-
sion. C-src and c-sis genes expression varied in tirnors of different 
histogenesis. C-src proteins were found in 60 % of lung cancer 
bit it was practically absent in s tomach carc inomas and in mela-
nomas. C-sis gene product was observed in some melanomas 
and lung carc inomas. Ras gene can be activated at early s tages 
of tumor progression of s tomach carc inomas and lung adeno-
carc inomas and at later s t ages of tumor progression in mela-
nomas and small-cell lung carc inomas. Thus, there are some 
correlat ions between oncoprotein expression and tumor t issue 
histogenesis and progression. 

(g) К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1991 

УД К <I 15 .356 :1577 .1 «>1.1 / . 3 + 577,1 (>4.2) .015.4:616-()0(» | .076 .9 

Т. С. Морозкина, В. //. С у ко лил с кий, 
А. В. Стрельников 

И З Б И Р А Т Е Л Ь Н О Е В Л И Я Н И Е К О М П Л Е К С А 
В И Т А М И Н О В Е, А, С НА А Н Т И О К С И Д А Н Т -
Н У Ю З А Щ И Т У О П У Х О Л Е В Ы Х И Н О Р М А Л Ь -
НЫХ Т К А Н Е Й 

ИИИ онкологии Минздрава БССР, Минск, Минский меди-
цинский институт 

Усиление процесса перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) в организме он у холе нос и тел я обще-
признано, и применение антиоксидантов (АО) 
в комплексной терапии рака представляется 
обоснованным. Однако возникает опасение, что 
введенны е А О будут з а х в ат ы в ат ьс я опухолью, 
способствуя повышению ее резистентности к хи-
миотерапевтическому и лучевому воздействию. 
11а основании изучения особенностей метаболиз-
ма злокачественных и нормальных тканей пред-
ложен антиоксидантиый комплекс (АОК) вита-
минов, способный избирательно усиливать анти-
оксидантную защиту не пораженных опухолью 
тканей. 

М е т о д и к а . Опыты проведены на белых беспородных 
крысах массой 150- 180 г. Контрольной группе животных 
однократно подкожно за I, 4 и 24 ч до забоя (изолиро-
ванно и в сочетании друг с другом) вводили витамины: 
аскорбиновую кислоту (ДК) 0,2 0,3 мг/г, токоферола аце-
тат (ТФ) 0,08 0,09 мг/г и ретинола ацетат 0,001 
0,002 мг/г. 229 подопытным крысам подкожно имплантиро-
вали взвесь клеток саркомы 45. Начиная с 7-х суток 
после перевивки ежедневно в течение 5 7 дней вводили 
АОК; на 13 15-е сутки крыс декапитировали (период ин-
тенсивного роста опухоли). 20 мышам линии C57bl /b jG 
перевивали лейкоз La, половине из них назначали АОК 
(3 раза через сутки; первое введение осуществляли на 
следующие сутки после перевивки), животных декапитиро-
вали на 6 7-е сутки (терминальный период). 

В крови и органах животных определяли активность 
глутатионредуктазы [211, супероксиддисмутазы 114], содержа-
ние восстановленного глутатиона |18 | , малонового диаль-
дегида (МДА) [19], диеновых конъюгатов [7], АК, дегидро-
аскорбиновой (ДАК) и дикетогулоновой (ДКГК) кислот 
[13], ТФ и убихииона [20]; исследовали дыхательную 
функцию митохондрий [6 | . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . У крыс с сар-
комой 45 содержание конечных продуктов IIOJI 
увеличено в митохондриях печени и плазме кро-
ви [9]. Стимуляция процесса ПОЛ объясняется 
мобилизацией распада липидов в связи с разви-
вающимся дефицитом глюкозы (опухоль — «ло-
вушка» глюкозы в организме [15]) и тканевой 
гипоксией. Лучевая терапия усугубляет свободно-
радикальное повреждение тканей | ! | . Так, после 
тотального у-облучения (10 Гр) животиых-опухо-
леносителей содержание МДА в гомогенате пе-
чени значительно возрастает: с 19 ,3± 1,83 до 
27,04=2,3 нмоль/г ( р < 0,05; в норме 13,6=4= 
=1=0,57 нмоль/г) . В самих злокачественных опу-
холях ПОЛ менее интенсивно, 'что объясняется 
эффективностью их ферментативной и нефермен-
тативной аитиоксидантной защиты |17). Действи-
тельно, содержание важнейшего биоАО — ТФ 
в саркоме 45 выше, чем в органах крыс-опу-
холеносителей (рис. 1). 

В организме по мере развития злокачествен-
ного процесса уровень АО падает [11]. Это объ-
ясняется, с одной стороны, усилением расходо-
вания АО на предотвращение интенсификации 
ИОЛ в тканях опухолевого организма, с дру-
гой - способностью опухоли накапливать АО. По 
нашему мнению, дефицит АО должен компенси-
роваться введением их извне не только с целью 
предотвращения стимуляции свободнорадикаль-
ных процессов (особенно при лучевой терапии), 
но и для борьбы с развивающимся гипови-
таминозом Е, А и С витаминов антиокси-
дантного действия. Применение АО в комплекс-
ном лечении рака необходимо также для мета-
болической реабилитации больных, снижения ток-
сического действия на организм химио- и лучевой 
терапии [12]. 

Однако необходимость аитиоксидантной защиты 
ставится под сомнение из-за возможности изби-
рательного поглощения АО злокачественной опу-
холью. Кроме того, витамины-АО плохо усваи-

ш 
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Рис.1 Рис.2 Рис.3 

Рис. 1. Содержание ТФ (в мкг/г) в саркоме 45 и органах 
к р ы с - о п у х о л е н ос и тел е й. 
/ печень; 2 легкие; 3 скелетные мышцы; 4 селезенка; 5 ж и р ; 6 
плазму крови; саркома 

Рис. 2. Относительное содержание (в %) А К, ДАК и Д К Г К 
в печени и саркоме 45 до и после введения АОК. 
/ норма; 2 - печень оиухолеиосителя; печень оиухолепосителя после 
введения А О К (увеличение содержании Д К Г К ) ; 4 саркома 45; Г> ' саркома 
45 после введения А О К (отсутствие Д К Г И ) . Светлые секторы А К ; заштрихо-
ванные секторы Д А К ; темные сектора Д К Г К . 

Рис. 3. Содержание убихинона (в мкг/г) в печени и селезенке 
в норме и при развитии лейкоза до и после введения АОК. 
/ печень; I I - селезенка. Светлые столбики норма; столбики с вертикаль-
ной штриховкой норма + А О К ; стоблики с точками лейкоз; столбики с 
двойной штриховкой лейкоз + А О К . 
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ваются организмом. Например, смягчение мета-
болического ацидоза и нормализация уровня АК 
в крови онкологических больных достигаются 
лишь назначением 2 г/сут АК [3]. Особые 
трудности при проведении лучевой терапии воз-
никают в связи с низкой эффективностью ра-
диозащитного действия известных биоАО, в част-
ности ТФ. 

Каким же образом повысить степень изби-
рательности аитиоксидантной защиты нормальных 
тканей, что особенно важно при проведении 
лучевой терапии? Д л я решения этой задачи не-
обходимо учитывать биологические особенности 
злокачественных клеток. 

Опухоль характеризуется анаэробным типом ме-
таболизма (способностью поддерживать жизне-
деятельность за счет активированного гликолиза), 
слабым дыханием in vivo, что обусловлено ги-
поксическим состоянием опухоли. Жадно погло-
щая глюкозу, она почти не способна утилизиро-
вать субстраты цикла Кребса — основные суб-
страты тканевого дыхания. Митохондрии в зло-
качественных клетках изменены, обладают слабой 
фосфорилирующей активностью [11]. Напротив, 
подавляющее большинство тканей организма ха-
рактеризуется аэробным типом метаболизма, т. е. 
основная масса энергии клеток производится 
митохондриями. Логично предположить, что меры 
корригирующего воздействия, направленные на 
стабилизацию структуры и функции митохондрий, 
должны улучшить энергетический обмен нор-
мальных, но не опухолевых тканей. Это тем более 
важно, что митохондрии тканей опухоленосителя 
характеризуются частичным разобщением окисли-
тельного фосфорилирования |11] и перевод их в 
оптимально энергезированное состояние будет 
обеспечивать устойчивость организма к стрессу 
|6] . Следовательно, воздействия, направленные на 
восстановление энергетической функции мито-
хондрий тканей опухоленосителя, должны не 
только улучшить энергетический метаболизм этих 
тканей, но и одновременно повысить устойчи-
вость их к радиационному повреждению. Отме-
тим и важный факт существования четкой 
корреляционной зависимости между радиочув-
ствительностью тканей и числом митохондрий 
в них 116|. 

Стабилизаторами процесса свободнорадикаль-
ного окисления, интенсифицируемого при облу-
чении, в митохондриях служат АО ТФ и убихинон. 
ТФ — необходимый участник в реакциях синтеза 
убихинона [4]; по-видимому, последний является 
основным АО митохондрий, так как его содержа-
ние в них по крайней мере на порядок выше. 
При лучевой патологии резистентность животных 
к радиации возрастает с увеличением содержа-
ния убихинона [5]. Этими данными, вероятно, 
и можно объяснить высокую устойчивость к облу-
чению клеток, содержащих много митохондрий. 
Учитывая изложенное, введение ТФ должно ока-
зывать радиозащитное действие. Однако его при-
менение оказалось малоэффективным. 

По нашему мнению, при поисках средств 
аитиоксидантной защиты часто не учитывается 
тот факт, что процессы свобод иорад и кал ьного 
окисления протекают не только в мембранах, 
но и в водной фазе клетки. Следовательно, 
именно сочетанное применение водо- и липидо-

растворимых АО должно оказать радиозащитное 
действие. 

Из водорастворимых АО наибольший интерес 
представляет АК, так как АК экономит фонд 
витамина Е (в силу ее способности регенериро-
вать радикал ТФ, образующийся в реакциях 
П О Л ) ; применение АК необходимо для устра-
нения гиповитаминоза С; АК плохо утилизирует-
ся либо не усваивается вовсе злокачественной 
опухолью, о чем свидетельствует низкий (часто 
равный нулю) уровень в ней Д К Г К (рис. 2). 
Однако явления гиповитаминоза С способны 
устранять лишь высокие дозы АК, в которых она 
может оказать прооксидантное действие. 

Д л я предупреждения прооксидантного эффекта 
АК (обезвреживание радикала моноДАК, ради-
калов жирных кислот в реакциях Fe f Н А Д Ф Х 
X Н-аскорбатстимулируемого ПОЛ) мы использо-
вали токоферол. ТФ нетоксичен даже в больших 
дозах. Он не только гасит свободные радика-
лы липидов, реагирует с их перекисями и актив-
ными формами кислорода, но и улучшает дыха-
тельную функцию митохондрий. Явления недо-
статочности ТФ (снижение антиоксидантпой ак-
тивности липидов и осмотической резистентности 
эритроцитов, усиление ПОЛ, нарушение фосфори-
лирующей функции митохондрий и уменьшение 
содержания макроэргических соединении) по-
стоянно отмечаются при росте злокачественных 
новообразований. Таким образом, ТФ и АК 
выступают как синергисты в антиоксидантпой 
защите клеток. 

ТФ предохраняет от окислительного распада 
ретинол, а последний в свою очередь необходим 
для реализации антиоксидантпой активности ТФ 
в биомембранах, содержащих ТФ в концентра-
циях, явно недостаточных для его функциони-
рования как АО. Витамин А* является также 
синергистом АК (он способен тормозить F21 

НАДФ • Н-аскорбатстимулируемое ПОЛ) . 
Нами впервые установлено [10], 1 то изолиро-

ванное применение этих витаминов :ущественно 
отличается от комплексного: если после введения 
ТФ скорость фосфорилирующего окисления в ми-
тохондриях печени не изменялось, а после введе-
ния АК снижалась, то под влиянием АОК она 
значительно возросла; после введения АК увели-
чилось содержание МДА в печени, после введе-
ния комплекса оно снизилось; ТФ не оказал 
влияния на уровень восстановленного глутатиона 
и активность глутатионредуктазы, в то время как 
под влиянием комплекса они возрссли. Суще-
ственное различие эффекта, вызываемого раз-
дельным и сочетанным применением витаминов Е, 
А и С, проявилось в их различно i способно-
сти накапливаться и утилизироваться тканями. 
В связи с указанными свойствам-i комплекс 
этих витаминов назван антиоксидант шм. 

Существует обширная литература о противо-
опухолевой активности витаминов Е, А, С. 
По нашим данным [9], их с о ч е т а н и е примене-
ние не стимулировало рост саркомы ' 5 или угне-
тало его, а введение их облучен! ым живот-
ным - о п у х о л е н о с и т ел я м усиливало антиоксидант-
ную защиту нормальных тканей. Так, в печени 
крыс с саркомой 45 на 3-й сутки после тоталь-
ного у-облучения (14 Гр) содержание МДА уве-
личивалось на 41 % ( р < 0 , 0 5 ) по сравнению с 
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исходным уровнем, на фоне введения ЛОК оно 
ормализова н>сь (снизилось до 13,2rfc 

±0 ,88 нмоль . у об (ученных 27 ,0±3 ,0 нмоль/г; 
<0 ,001) ; активность супероксиддисМуп т эрит-

)Оцитов при облучении )пухоленосителей ре:>>-
о снижалась (с 2,44 0,44 до 0,64 ь 
-0,11 сд. акч7г HI р < 0 , 0 5 ) , на фоне введения 
ОК возросла до 3,534 0 , 7 5 од. а ы . / г П Ь. 

Подчеркнем при эт >м, что антиоксидантная Та-
цита саркомы 45 не только но увеличилась, 
о да> снизилась (уровень МДА в нем возрос 

па 40 %\ р < 0 , 0 0 1 ) , что обусловлено скорее всею 
накоплением в опухоли ретинола (но не ТФ или 
убихинона). Интересно, что саркома в отличие от 
печени не способна дополнительно накапливать 
ТФ даже поело многократного (в течение 5—7 сут) 
введения АОК; в ней не изменилось соотношение 
ТФ/убихинон (равное 2,4), в то время как в печени 
опухоленосителя это соотношение возросло в 7 раз 
(/?С0,001). Аналогичные результаты получены на-
ми в отношении накопления и обмена АК. Если 
в печени после введения АОК содержание Д К Г К 
значительно увеличилось, то в саркоме оно 
осталось равным нулю (см. рис. 2). Следователь-
но, после введения АОК улучшается использова-
ние витаминов Е и С тканями опухоленосителя, 
но не самой опухоли. 

Об усилении избирательности аитиоксидаитной 
защиты нормальных тканей после введения АОК 
свидетельствуют, в частности, и опыты по опреде-
лению содержания убихинона в печени и селе-
зенке мышей с лейкозом: содержание убихинона 
возрастает лишь в непораженных злокачествен-
ным процессом органах (печени), в то время как 
в селезенке, содержащей лейкозиые клетки, этого 
не происходит (рис. 3). Введение АОК способ-
ствовало нормализации и других показателей 
ферментативной и неферментативной аитиокси-
даитной защиты тканей мышей с лейкозом | 8 | . 
Об отсутствии усиления аитиоксидаитной защи-
ты раковых клеток человека при введении онко-
логическим больным витаминов Н, А, С свиде-
тельствуют данные, опубликованные в литературе 
[ 3 ] . 

Убедительным доказательством того, что АОК 
не защищает раковые клетки, мы считаем резуль-
таты опытов с локальным облучением (20 Гр) 
трансплантируемых опухолей у животных, кото-
рым предварительно вводили (1-я группа) или 
не вводили (2-я группа) АОК. Удаление облу-
ченных опухолей и последующая их перевивка 
здоровым животным показали, что ни объем 
опухолей, ни продолжительность жизни живот-
ных обеих групп не различались: продолжитель-
ность жизни у крыс с саркомой 45 после пере-
вивки облученных опухолей от животных, не полу-
чавших АОК, составила 68,9zh2,12 сут; у полу-
чавших — 6 5 , 7 ± 1,85 сут; с карциносаркомой 
Уокср — соответственно 24,54=2,12 и 24,9=Ь 
± 1 , 8 5 сут; с асцитной карциномой Эрлиха 
29,94=2,65 и 28,5=Ь0,56 сут. 

Таким образом, применение витаминов Е, А, С 
в предложенных дозах и режиме введения из-
меняет биологическое действие входящих в его 
состав витаминов, в связи с чем АОК следует 
рассматривать как новый препарат с неизвестным 
ранее механизмом действия. АОК избирательно 
усиливает антиоксидантную защиту нормальных, 

но не злокачественных тканей. Это свойство 
АОК может быть использовано при проведении 
хпмио- и лучевой терапии онкологическим боль 
ным с целью .ащиты нормальных тканей, по 
падающих в зону облучения 
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SELECTIVE E F F E C T O F VITAMINS E, A AND С COMPLEX 
ON THE ANTIOXIDATION SYSTEM IN NORMAL AND 
TUMORAL T I S S U E S 

T. S. Morozkina, V. N. Sukolinsky, A. V. Strel'nikov 

Inst i tute of Oncology, Ministry of Public Health of the 
Byelorussian SSR, Medical School, Minsk 

An antioxidation complex of E, A and С vi tamins was 
proposed which was able to amplify selectively the antioxidation 
activity in tumor-bear ing (issues but not in mal ignan t tumor 
itself. 
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(С) Е. 1С). М О С К А Л Е В А , И. Д . Г Р О З Д О В А , 1991 

УДК (>12.1 12 .94 .015- ( -616-006 .44 1 -008 .93 -092 .4 

С. Ю. Москалева, И. Д. Гроздова 

С О Д Е Р Ж А Н И Е сАМР, А К Т И В Н О С Т Ь N P O T E -
И Н К И Н А З И С Т Р У К Т У Р А Д Н К В П О К О Я Щ И Х -
СЯ И П Р О Л И Ф Е Р И Р У Ю Щ И Х Л И М Ф О Ц И Т А Х 
П Е Р И Ф Е Р И Ч Е С К О Й К Р О В И И В К Л Е Т К А Х 
Т- Л И М ФО М Ы Ч EJIО ВЕКА 

Всесоюзный научный центр молекулярной диагностики и ле-
чения Минздрава СССР, Москва 

Стимуляция покоящихся клеток к пролиферации 
индуцирует в них последовательный каскад собы-
тий, в результате которых клетки переходят из 
фазы Go в фазу Gi и затем из фазы Gi 13 фазу S 
|4] . Активация лимфоцитов периферической крови 
человека митогенами in vitro сопровождается ла-
билизацией структуры ДНК, оцениваемой по уве-
личению скорости щелочной денатурации Д Н К 
лизатов лимфоцитов, на ранних этапах активации 
клеток при переходе из фазы G() в фазу Gi 
[6], а структура Д Н К интенсивно пролиферирую-
щих in vitro лимфоцитов человека приближается 
по степени лабилизации к структуре Д Н К опу-
холевых клеток [5]. В то же время известно, 
что в опухолях увеличена активность сАМР-
независимых протеинкиназ [2| и снижен внутри-
клеточный уровень сАМР | 1 | . Отношение этих 
величин в опухолях на порядок выше, чем в 
соответствующей нормальной ткани и при неопухо-
левых заболеваниях, что позволило предложить 
использование этого показателя при дифферен-
циальной диагностике рака толстой кишки | 1 | . 
Однако неясно, обусловлены ли наблюдаемые в 
опухолях биохимические изменения усилением 
пролиферации в ткани или особенностями метабо-
лизма злокачественных клеток. 

В связи с этим целью настоящего иссле-
дования явилось изучение изменений в струк-
туре ДНК, содержании сАМР и активности 
протеинкиназ в нормальных лимфоцитах человека 
при активации их пролиферации in vitro поли-
клональным Т-клеточным митогеном коиканавали-
ном А (Кон А) в сравнении с интенсивно 
пролиферирующими перевиваемыми in vitro злока-
чественными клетками Т-клеточной лимфомы чело-
века Jurka t . 

М е т о д и к а. Мононуклеарные лейкоциты человека выделя-
ли из свежей гепаринизированной крови по методу |10| 
путем центрифугирования через градиент раствора фиколл 
пака («Pharmacia») , отмывали средой Хенкса и использова-
ли в качестве препаратов лимфоцитов, так как они состав-
ляли 80—95 % всех клеток. Выделенные лимфоциты куль-
тивировали в среде RPMI-1640 с 1 0 % фетальной бычьей 
сыворотки (ФБС) в концентрации 2 млн клеток на I мл при 
37 °С в ССЬ-инкубаторе при 5 % содержании С 0 2 . Кон А 
(«Pharmacia») добавляли к клеткам в концентрации 10 мкг/мл. 
Клетки линии J u r k a t культивировали в тех же условиях 
при исходной плотности 0,2 млн клеток на 1 млн. 

Структуру ДМ К клеток изучали прямым флюориметриче-
ским методом с бромистым этидием [9] в модификации 
|12 | . Клетки лидировали, доводили pll до 12,8 в течение 
30 мин при 0 °С и проводили щелочную денатурацию 
в течение I ч при 15 °С. Скорость щелочной денату-
рации Д Н К оценивали в процентах Д Н К , остающейся в 
форме двунитевой Д Н К (дДПК) после I ч инкубации лизата 
клеток при 15 °С по формуле: 

р. - В 
D=—tз х 1 0 ° 

где В фоновая флюоресценция проб, определяемая после 
обработки лизатов ультразвуком и щелочью (рН 12,8) 
для полной денатурации Д И К ; Т полная флюоресценция, 
определяемая дДНК и флюоресцирующими примесями без 
обработки щелочью; Р флюоресценция дДНК, оставшейся 
после щелочной денатурации. Флюориметрию проводили на 
флюориметре «Jasco FP 550» при длине волны возбуждения 
520 нм и эмиссии 590 им. 

Интенсивность биосинтеза Д И К оценивали по включению 
'Н-тимидина (I мкКи/well , 40 мКи/ммоль) в кислотонераство-
римую фракцию клеток за 2 ч инкубации с клетками в 
96-луночной плате (Costar ) в полной среде RPMI-1640 
с 10 мМ H E P E S и 10 % ФБС. Д л я радиометрии клетки 
собирали па фильтры и отмывали кислоторастворимые про-
дукты 5 % трихлоруксусной кислотой на автоматическом 
устройстве для сбора клеток (Harvester , " F l o w " ) . 

Д л я определения с AMP клетки промывали физиологиче-
ским раствором и хранили в 9 6 % спирте при 70 °С. 
Клетки разрушали обработкой ультразвуком (2 3 раза по 
10 с), белки гомогепата денатурировали в кипящей водя-
ной бане за 3 мин, осаждали (20 000 g, 5 мин) и растворяли 
в 1 и. NaOM для определения их количества по методу 
Лоури. Безбелковый спиртовой экстракт клеток, содержащий 
сАМР, высушивали при 60 80 °С, растворяли в трис-ЭДТА-
буфере набора для определения сАМР (фирма «Amersham») 
и определяли количество сАМР с помощью /того набора. 
Содержание сАМР рассчитывали на I млн клеток или на 
1 мг общего количества белка. 

Д л я определения активности протеинкиназ отмытые от 
культуральпой среды клетки суспендировали в буфере для 
гомогенизации [2], разрушали на ультразвуковой установке 
(2 раза по 10 с), центрифугировали (20 000 g, К) мин) 
и в экстракте определяли активность сАМР-зависимых гистон-
киназ (ГК) по фосфорилированию in vitro гистона 111 в при-
сутствии 5 мкМ сАМР и активность с A MP- независимых 
казеиикиназ (КК) по фосфорилированию другого модельного 
субстраста казеина [2]. 

Статистическую обработку данных проводили по методу 
Стыодента, корреляционный анализ на микрокомпьютере 
«Hewlett Packard HP 85». 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Структуру 
ДНК, содержание сАМР и активность протеинки-
наз в сопоставлении с интенсивностью биосин-
теза Д Н К изучали в с в еже вы делен пых лимфоци-
тах периферической крови человека, лимфоцитах 
в культуре без стимулирующих пролиферацию 
добавок, лимфоцитах, культивированных в присут-
ствии Кон А, и опухолевых клетках Т-лимфомы 
Jurka t . 

При изучении структуры Д Н К клеток по ско-
рости ее щелочной денатурации показателем слу-
жит величина D (см. раздел «Методика»). 
Она определяется количеством однонитевых раз-
рывов и щелочелабильных сайтов, которые в 
процессе щелочного лизиса превращаются в раз-
рывы, и снижение величины Г) свидетельствует 
о накоплении в структуре Д Н К однонитевых раз-
рывов и щелочелабильных сайтов. 

В препаратах свежевыделенных лимфоцитов она 
составляет 79 ,9+1 ,5 %. Эту величину принимали 
за 100 % при анализе динамики изменений струк-
туры Д Н К в процессе активации лимфоцитов 
и при сравнении со структурой Д Н К клеток 
Jurka t . Как следует из рис. 1, перевод лимфо-
цитов периферической крови человека в культуру 
сопровождается лабилизацией структуры их Д Н К 
и через 1, 2 и 3 сут культивирования вели-
чина D снижается па 18, 32 и 36 % соответ-
ственно. Эти изменения очень близки для интакт-
ных и стимулированных Кон А клеток, различия 
составляют лишь 5 15 %, в то время как по ин-
тенсивности включения *Н-тимидина на 3-й сутки 
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Рис. 1. Структура Д Н К (1,2 ," , ) и интенсивность пролиферации 
(/', 2', 3') в интактных (I, Г) и КонА-стимулированных 
[2, 2') лимфоцитах'^ '"клетках линии J u r k a t (3, 3 ' ) . 
По оси абсцисс здесь и на рис. 2 и 3 • прем я инкубации, in v i t ro, сут; 
но оси ординат: слепа величина D, % от ее значения в свежевыделениых 
лимфоцитах, справа индекс интенсивности пролиферации по отношению к 
свежевыделенным лимфоцитам. 

Рис. 2. Уровень сАМР в интактных ( / ) и Кон А-стимулирован-
ных (2) лимфоцитах и клетках линии J u r k a t (3). 
По оси ординат уровень сАМР, % от уровня в свежевыделеяных лимфоцитах. 

Коп А-стимулированные лимфоциты превосходят 
иитактные в 10 раз. Таким образом, лабилизация 
структуры Д Н К происходит на ранних этапах 
активации лимфоцитов (1-е сутки) и незначитель-
но увеличивается в дальнейшем при усилении их 
пролиферации. 

В опухолевых клетках Ju rka t величина D состав-
ляет 20,94=2,3 %, т. е. 25 % от величины D 
свежевыделениых лимфоцитов. В то же время 
включение ЛИ-тимидина в их Д Н К в 300 раз выше, 
чем в нестимулированные лимфоциты. Степень ла-
билизации Д Н К и интенсивность пролиферации 
клеток J u r k a t значительно выше, чем в Кон А-
стимулированных лимфоцитах. 

Содержание сАМР в свежевыделениых лим-
фоцитах человека в среднем составляет 1,5 4= 
4=0,15 нмоль сАМР на 1 млн клеток, что соот-
ветствует литературным данным [ 1 1J, однако у не-
которых доноров эта величина достигала 7 нмоль 
на 1 млн клеток. Переведение лимфоцитов в 
культуру сопровождается резким снижением уров-
ня сАМР в течение 1-х суток культивирова-
ния (рис. 2) . Такие же изменения происходят 
и в присутствии Кон А. На 3-й сутки культиви-
рования содержание сАМР снижено в 10 раз по 
сравнению со свежевыделенными лимфоцитами, 
что всего в 2 раза превышает содержание сАМР 
в опухолевых клетках Ju rka t . В последних содер-
жание сАМР составляет 0 , 0 8 ± 0 , 0 2 нмоль на 
1 млн клеток. 

При исследовании протеинкиназ никакой зако-
номерности в изменении активности ГК в лимфо-
цитах в разном состоянии не обнаружено. В то 
же время наблюдается возрастание активности КК 
при стимуляции клеток к пролиферации (рис. 3). 
Их активность увеличивается в 2 2,5 раза уже 
в течение 1-х суток культивирования лимфоци-
тов с Кои А и в пик пролиферации достигает 
активности этих ферментов в опухолевых клетках 
Т-лимфомы. В отсутствие митогена активность КК 
увеличивается в течение 1-х суток после переведе-
ния лимфоцитов в культуру, но в последующие 
сутки она снижается и на 3-й сутки культиви-
рования достигает уровня КК в свежевыде-
лениых лимфоцитах. 

Таким образом, при стимуляции покоящихся 
лимфоцитов к пролиферации в них снижается 
уровень с AMP и возрастает активность К К. Оба 

Рис. 3. Активность КК в интактных ( / ) и Кон А-стимулирован-
ных лимфоцитах {2) и клетках линии J u r k a t (3). 
No оси ординат активность К К , пмоль/мин на I млн клеток. 

Рис. 4. Корреляция относительной активности КК с интенсив-
ностью биосинтеза Д Н К ( / ) и скоростью щелочной денатура-
ции Д Н К ( 2 ) в лимфоидных клетках. 
По оси абсцисс: вверху величина D, %, внизу включение '41 -тимидина, 
имп/мии; по оси ординат отношение К К / Г К / с А М Р . 

свойства особенно выражены в опухолевых клет-
ках J u r k a t . 

Ранее при анализе уровня сАМР активности 
• ГК и КК в слизистой оболочке толстой кишки 
и желудка человека наиболее информативными 
для дифференциальной диагностики злокачествен-
ных опухолей оказались показатели относитель-
ной активности КК, рассчитываемые для биопсий 
толстой кишки как отношение активности К К к 
содержанию сАМР ( К К / с А М Р ) в том же образце 
ткани [1], а для биопсии желудка как отно-
шение К К / Г К / с А М Р [3]. Мы рассчитали оба 
показателя относительной активности КК в стиму-
лированных и нестимулированиых лимфоцитах и 
клетках Т-лимфомы и сопоставили их с интен-
сивностью биосинтеза Д Н К в этих клетках. 
Оказалось, что оба показателя коррелируют с 
пролиферативной активностью клеток: коэф-
фициент корреляции включения 3Н-тимидина с по-
казателем К К / Г К / с А М Р , в котором значения 
всех величин рассчитывали на 1 мг белка, был 
равен 0,84 (рис. 4, / ) , а для показателя К К / с А М Р , 
в котором обе величины рассчитывали на I млн 
клеток, г = 0 , 9 6 . 

Сопоставление значений относительной актив-
ности КК с изменениями в структуре Д Н К 
выявило положительную корреляцию между отно-
шением К К / Г К / с А М Р и скоростью щелочной 
денатурации (I)) (см. рис. 4, 2) (г=0,82). 

Приведенные данные позволяют заключить, что 
увеличение относительной активности КК в клет-
ках отражает интенсивность их пролиферации. 

Анализируя полученные результаты, следует от-
мстить, что синхронная лабилизация структуры 
Д Н К , снижение концентрации сАМР и увеличе-
ние активности КК обнаружены как в нестиму-
лированных лимфоцитах через 1 сут инкубации в 
питательной среде in vitro, что может быть свя-
зано со спонтанным переходом покоящихся кле-
ток из фазы Go в фазу Gi под действием 
эндогенных факторов, так и в Кон А-стимулиро-
ванных лимфоцитах задолго до начала их проли-
ферации. Поэтому обнаруженные изменения в 
структуре Д Н К и в системе белкового фосфори-
лирования можно отнести к ранним событиям пе-
рехода клеток от состояния покоя к проли-
ферации. 

В Кои А-стимулированных лимфоцитах увеличе-
ние щелочелабильных сайтов отмечено через 1 
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3 ч после добавления митогена [6 | . Синхрон-
ность лабилизации структуры Д Н К и снижения 
внутриклеточной концентрации сАМР позволяют 
предположить, что регуляция лабилизации струк-
туры Д Н К при активации покоящихся клеток 
связана с уровнем сАМР. Действительно, добав-
ление дибутирил-сАМР к пролиферирующим лим-
фоцитам возвращает структуру Д Н К к состоянию, 
соответствующему свсжевыделенным лимфоцитам 
[7], и ингибирует пролиферацию лимфоцитов 
[8]. По-видимому, определенный уровень щело-
челабильных сайтов в Д Н К определяет такую 
топологию этой макромолекулы, которая необхо-
дима для репликации ДНК, т. е. регуляция 
п ролиферации к л ето к, воз м ож н о, о п ос р ед о в а н а 
конформацией их Д Н К . Так, введение в культуру 
лимфоцитов рекомбинантного интерферона 
(1000 Е Д / м л ) до добавления митогена пол-
ностью предотвращает как лабилизацию структу-
ры Д Н К лимфоцитов в течение 3 сут культиви-
рования, так и их пролиферацию [7]. Высокая сте-
пень лабилизации структуры Д Н К опухолевых 
клеток, возможно, связана с нарушением меха-
низмов ее регуляции на уровне сАМР, который 
понижен как в культивируемых опухолевых клет-
ках (см. рис. 2), так и в спонтанных опухо-
лях человека [1, 3], что создает условия для 
неограниченной пролиферации злокачественных 
клеток. 

Обнаруженная в данном исследовании высо-
кая степень корреляции активации системы сАМР-
иезависимого фосфорилирования белков (актив-
ности КК) с уровнем включения тимидина в 
Д Н К клеток позволяет констатировать ее связь 
с интенсивностью пролиферации. В то же время 
относительный показатель сАМР-независимого 
фосфорилирования К К / Г К / с А М Р , учитывающий 
уровень активности протеинкиназ и концентра-
цию с AMP в клетках, коррелирует как с ин-
тенсивностью пролиферации, так и с уровнем 
щелочелабильных сайтов в ДНК. Его использова-
ние позволяет оценить, по-видимому, нарушение 
как сАМР-зависимых процессов регуляции проли-
ферации, в том числе и на уровне регуляции 
структуры Д Н К , так и интенсивности пролифе-
рации клеток, что делает его информативным 
для дифференциальной диагностики злокачествен-
ных новообразований. 
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C O N T E N T O F cAMP, ACTIVITY O F P R O T E I N K I N A S E S AND 
DNA S T R U C T U R E IN RESTING AND P R O L I F E R A T I N G 
LYMPHOCYTES O F P E R I P H E R A L B L O O D AND IN H U M A N 
T-LYMPHOMA C E L L S 

E. Yu. Moskaleva, I. D. Grozdova 

All-Union Cen t re of Molecular Diagnosis , Ministry of Public 
Health of the U S S R , Moscow 

Al te ra t ions of DNA s t ruc tu r e , of cAMP content , of cAMP-
dependent his tokinases (HK) activity and cAMP- independen t 
casein kinases (CK) activity were studied d u r i n g t r a n s f o r m a t i o n 
of res t ing cells to prol i fera t ion. These pa t t e rn s were s tudied 
in human lymphocytes f rom per ipheral blood immediate ly 
af te r their isolation and af te r cul t ivat ion within 3 days in 
presence of concanava l ine A (CoiiA) or without the mi togene 
as well as in cul t ivated cells of human T- lymphoma J u r k a t . 
Increase in content of a lkal ine labile sites in DNA, in 
activity of С К as well as distinct increase in content of 
cAMP were detected within the first 18 hrs of lymphocytes 
cul t ivat ion both in presence of ConA or without ii. Ear ly 
s teps of cell t r a n s f o r m a t i o n from G() phase to Gi may be 
re la ted to these a l t e ra t ions observed. Only s l ight increase in 
content of the a lkal ine labile sites in DNA and dec rease in 
cAMP content were found in both these cell cu l tu res . Activity 
of CK in, the lymphocytes cu l tu re not con ta in ing ConA 
w a s decreased down to initial level, while in presence of the 
mi togene the enzymat ic activity was increased and within 3 
days it reached the level of CK activity in J u r k a t 
cells. The ra te of CK relat ive activity, ca lcu la ted as C K / c A M P 
or C K / H K / c A M P rat ios for each cell p repara t ion , corre la ted 
with DNA biosynthesis ra te measu red by : iH-thymidine incor-
porat ion. The (lata obtained s u g g e s t that these pa t t e rns , 
used in different ia l d iagnos is of human la rge intest ine and 
ga s t r i c t umors , demons t r a t ed a l so the intensity of t issue 
prol i ferat ion. 
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В. Г. Лемехов, П. Г. Князев 

Р О Л Ь К О Н С Т И Т У Т И В Н Ы Х О С О Б Е Н Н О С Т Е Й 
И П Е Р Е С Т Р О Е К О Н К О Г Е Н А HRAS 1 В РАЗВИ-
Т И И Р А К А Л Е Г К О Г О Ч Е Л О В Е К А 

НИИ онкологии им. Н. Н. Петрова, Ленинград 

Онкогены семейства RAS причастны к разви-
тию широкого спектра опухолей человека и жи-
вотных. В опытах по трансфекции, а также с по-
мощью реакции полимеризации цепи Д Н К термо-
фильной полимеразой в некоторых типах первич-
ных опухолей человека обнаружено от 25 до 90 % 
случаев мутаций в горячих кодонах онкогенов 
HRAS1, KRAS2 или NRAS [1,2, 15]. Наряду с ка-
чественным механизмом активации генов RAS 
не меньшее значение в канцерогенезе у человека 
может иметь и количественный: повышение экс-
прессии онкогенов RAS показано примерно в поло-
вине новообразований. 

Одним из наиболее часто экспрессирующихся в 
злокачественных опухолях человека онкогенов яв-
ляется HRAS1. Однако мутации в этом гене вы-
являются в целом реже, чем в других онкогенах 
RAS KRAS2 и NRAS. HRAS1 обладает поли-
морфизмом длин рестрикционных фрагментов 
( П Д Р Ф ) в геноме человека, обусловленным пали-
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Рис. 1. Схема расположения кодирующих последовательностей 
(темные прямоугольники) и области ВТП (светлый прямо-
угольник) онкогена EJ—HRAS1 [3]. 
Н BamHI , М — M s p l , Р— Pvu I I , / Р-фрагмент (2,6 т. п. п.) ; I I Р-фраг-
меит (2,7 т. и. и.). Вертикальными линиями отмечены сайты рестрикции 
эндонуклеаз BamHI , PvuI I и Mspl . 

чием на З'-конце гена области вариабельно-тан-
демного повтора (ВТП) последовательности, дли-
ной 28 тыс. пар нуклеотидов (т. п. и.) [3] (рис. 1). 
Эволюционно оказались отобраны 4 варианта ам-
плификации этой последовательности или 4 основ-
ных аллеля (OA) гена [12], составляющие 9 6 % 
от всех выявленных аллелей и обозначенные А1 
(64 % случаев), А2(12 % ) , A3(11 %) и А4(9 %) 
[10, 111. Г1 ом и мо OA, в геноме человека было най-

дено несколько редких аллелей (РА), имеющих-
ся у 4 - 5 % людей и незначительно, на 0,1 
0,2 т. п. н., отличающихся по своему размеру 
от OA. 

У онкологических больных обнаружили [11] по 
сравнению со здоровыми донорами вдвое ббльшую 
частоту РА(10 и 5 % ) . Предполагают, что об-
ласть ВТП онкогена HRAS1 может вести себя как 
энхансер; в опытах по трансфекции показано уве-
личение в 5—10 раз экспрессии HRAS1 под влия-
нием ВТП [12]. Выявлена не только значительно 
повышенная частота РА у больных раком молоч-
ной железы ( Р М Ж ) (41 % по сравнению с 9 % в 
здоровой популяции), но и связь РА с агрессивным 
течением опухолевого заболевания [13]. Однако 
были представлены также данные о примерно рав-
ной доле РА у больных, в том числе Р М Ж , и у 
здоровых людей [6, 9, 17, 18|. 

Что касается OA, то в большинстве исследова-
ний Г1ДРФ протоонкогена HRAS1 не было найдено 
ассоциаций каких-либо его аллелей с предраспо-
ложенностью к развитию рака. Существуют только 
4 работы, в которых была установлена повышен-
ная частота самого большого аллеля А4 у больных 
немелкоклеточным раком легкого ( Р Л ) , раком 
толстой кишки (РТК) и меланомой [8, 9, 19|. 

В данной работе представлен анализ распреде-
ления аллелей протоонкогена HRAS1 среди боль-
ных одним из самых распространенных раков у 
мужчин — РЛ в сравнении со здоровой популяци-
ей людей. В указанном контексте изучены пере-
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Рис. 2. Случаи амплификации и делении одного из аллелей 
онкогена IIRAS1 в карциномах легкого. 
Здесь и на рис. 5: размеры PvuH-рестрикционных фрагментов в т. п. н.. 
соответствующие четырем аллелям и смысловой части гена (2,6 т. п. н.), 
даны справа. //.// нормальное легкое; РЛ рак легкого; цифры при Н Л и 
РЛ - порядковый номер историй болезни. 

стройки аллелей онкогена в Д Н К опухолей и, кро-
ме того, сделана попытка вычленить клинико-па-
тологическис параметры заболевания, ассоции-
рованные с определенным аллелем гена HRAS1. 

М е т о д и к а . Нами исследованы 52 первичные карциномы 
легкого, соответствующие неизмененные ткани и лейкоциты 
периферической крови. Д л я сравнения анализа была взята 
кровь 32 здоровых доноров. 

Препараты Д Н К выделяли по | 1 4 | . 20 мкг Д Н К гидроли-
зовали эндонуклеазами рестрикции BamHI, PvuII , Mspl и 
PstI (НПО «Фермент», Вильнюс). Расщепленную Д Н К раз-
деляли электрофорезом в 1 % геле а га розы и переносили на 
нейлоновые фильтры («Хийу-Калур», Таллинн). 

ВатН1-фрагмент плазмиды EJ [7| размером 6,6 т. п. н. выде-
ляли по [14| . В реакции пик-трансляции использовали , 2Р-
дЦТФ (НПО «Изотоп», Ташкент) . Удельная активность ме-
ченого зонда составляла не менее 10 ими/мин-мкг. 

Гибридизацию осуществляли в жестких условиях; 50 % 
формамид, 5 X S S C , 2 ,5Храствор Дейнхардта, 0,1 % SDS, 
100 мкг/мл тРНК. Фильтры отмывали 2 X S S C , 0,1 % SDS при 
37 °С и 0,2Х SSC, 0,1 % SDS при 65 °С, затем проводили авто-
радиографию. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . При рас-
щеплении препаратов Д Н К от здоровых доноров и 
больных PJ1 были идентифицированы 40А прото-
онкогена HRAS1, которые имели размеры BamHI-
рестрикционных фрагментов 6,6, 7,1, 7,7, 8,1 т. п. и. 
и PvuII-рестрикционных фрагментов 2,7, 3,2, 3,8, 
4,2 т. п. п. Схематическая карта онкогена HRAS1 
человека (см. рис. 1) объясняет присутствие 3 
PvuII-рестрикционных фрагментов на представ-
ленных автографах (рис. 2 и 3) : эндонуклеаза 
выщепляет смысловую часть гена размером 2,6 
т. п. н. и один или два (при гомо- или гетерози-
готности) фрагмента приведенных выше размеров. 

Содержание аллелей А1 и A3 в Р Л существенно 
не отличается от контроля (см. таблицу). Частота 
аллеля А2 незначительно превышает таковую в 

о _ _ _ 
^ Со СО ^ IV} ^ N ^ ^ O 

Рис. 3. Изменение дли-
ны одного из аллелей 
онкогена HRAS1 в кар 
циномах легкого. 
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Распределение аллелей протоонкогена HRAS1 у больных PJ1 и 
здоровых доноров 

Аллель Здоровые (ЛО) 

Доноры 
(суммарные и 
литературиые 

данные) 

Больные РЛ 

А 1 42(65,6) 901(64,2) 63(60,0) 
А2 9(14,1) 173(12,3) 16(15,4) 
A3 7(10,9) 153(10,9) 10(9,6) 
А 4 5(7,8) 124(8,8) 12(1 1,5) 
РА 1(1,6) 53(3,8) 3(2,9) 

В с е г о . . . 64 1404 104 

П р и м е ч а н и е . Суммарное число аллелей протон ко ге-
на HRAS1 выявлено [4, 6, 8 10, 12, 1 7 - 1 9 ] у здоровых 
людей; в скобках частота ал л ел я (в % от общего числа 
аллелей); РА редкие аллели протоонкогена HRAS1. 

Рис 4 РисЬ 

Рис. 4. Частота аллелей А2, A3 и А4 протоонкогена NRASI 
у больных РЛ с разным уровнем метастазирования. 
По оси абсцисс аллели; по оси ординат корень квадратный из частоты 
аллеля, %; / норма; II РЛ ; III РЛ с метастазами; IV РЛ без 
метастазов. 

Рис. 5. Изменения частот аллелей протоонкогена I1RASI в РЛ 
различного уровня прогрессии. 
Светлые столбики 1 Л, НА стадия РЛ , столбики с точками IB, 11 IS. I I IA , 
заштрихованные столбики IIIIS, IV. Остальные обозначения тс же, что на 
рис. 2. 

норме1: 15,4 к 12,3 % (соотношение равно 1,25), 
однако почти одинакова со зстречаемостью А2, 
выявленной в нашей группе доноров: 15,4 к 14,1 % 
(1,09). Частота аллеля А4 однозначно выше как в 
сравнении со здоровой популяцией Ленинградской 
области (ЛО) : 1 1,5 к 7,8 % (1,47), так и с суммар-
ными литературными данными: 11,5 к 8,8 %(1 ,31) . 

Из 52 больных РЛ только у 3(2,9 %) было 
выявлено присутствие в геноме РА протоонкогена 
HRAS1 со следующими значениями BamHI-рест-
рикционных фрагментов: 6,3, 6,8 и 8,5 т. п. н. 
Содержание редких аллелей у больных РЛ не-
сколько выше, чем у здоровых доноров ЛО, но ни-
же соответствующего значения в суммарных лите-
ратурных данных (см. таблицу). Однако сопостав-
ление результатов с суммарной нормой представ-
ляется нам более корректным, поскольку благода-
ря значительному числу исследованных здоровых 
людей (702 человека) объективнее отражает рас-
пределение аллелей в здоровой популяции. В лю-
бом случае процент РА в РЛ настолько мал, что 
не может вносить значительного вклада в измене-
ние распределения аллелей гена HRAS1 при ма-
лигнизации. Наши и литературные данные [6, 
17, 19} не подтверждают гипотезу о причаст-
ности РА к возникновению и развитию злокачест-
венных опухолей у человека. 

Разделение карцином легкого на метастазиру-
ющие и не^етастазирующие показало, что за счет 
метастазирующих, а значит, и более агрессивных 
опухолей происходит увеличение количества алле-
ля А4 и уменьшение A3 (рис. 4) . До'ля аллелей 
А1 и А2 в рассматриваемых группах РЛ практи-
чески одинакова. 

Был исследован П Д Р Ф онкогена в мелкоклеточ-
иых и иемелкоклеточных РЛ в сравнении со здо-
ровыми донорами [9]. Частота аллеля А4 в иемел-
коклеточных Р Л была в 4 раза ниже, чем в 
мелкоклеточных (15 и 4 % соответственно) и в 2 
раза выше, чем в норме (15 и 8 % соответствен-
но). Это позволило отнести аллель А4 протоонко-
гена HRAS1 к маркерам генетической предраспо-
ложенности к заболеванию немелкоклеточным РЛ 
[9]. 

1 В качестве нормы использовали суммарные данные о 
распределении аллелей протоонкогена HRASI у здоровых до-
норов, полученные в работах |4, 6, 8 10, 12, 17 19], и наши 
резул ьтаты. 

Среди исследованных нами 52 случаев РЛ было 
9 адеиокарцином: по одному случаю недифферен-
цированного (крупноклеточного, рвеяноклеточно-
го, тубулярного, веретеноклеточного, бронхоальве-
оляриого РЛ и 37 плоскоклеточных РЛ (плюс 
1 неохарактеризованный образец), т. е. за одним 
исключением (генотип А1/А2) , рассматриваемые 
Р Л являлись немелкоклеточными. Можно пред-
положить, что частота аллеля А4 у больных РЛ 
Л О ниже, чем в работе [9], из-за меньшего коли-
чества в нашей выборке агрессивных, метастази-
рующих РЛ. 

Значительное различие метастазирующих и не-
метастазирующих Р Л в отношении аллелей A3 
и А4 (см. рис. 4) подтверждает целесообраз-
ность такого разделения и свидетельствует о при-
частности аллеля А4 протоонкогена к развитию 
агрессивных признаков при немелкоклеточном РЛ 
и об относительном благополучии в плане мета-
стазирования OA A3. 

При анализе распределения аллелей протоонко-
гена HRAS1 среди РЛ разной стадии прогрессии 
оказалось, что при переходе от I стадии к IV 
уменьшается доля OA Al и почти в 2 раза увели-
чивается доля аллелей А2 и А4 при неизменном 
проценте OA A3 (данные не представлены). Учи-
тывая то, что стадии лишь формально характери-
зуют степень агрессивности заболевания, мы по-
пытались разделить больных РЛ на группы, при-
нимая во внимание такие параметры заболевания, 
как степень дифференцированности и инвазив-
иости, скорость роста опухоли (там, где это было 
возможно), количество, локализация и размеры 
метастазов, гистологический тип карциномы, прог-
ноз заболевания и др. В результате такого много-
факторного анализа были сформированы три груп-
пы: 1-я группа — РЛ III и IV стадий (низкодиф-
ференцированные, инфильтрующие в окружающие 
ткани, давшие 3 и более региональных метастазов, 
часто большого размера, а также отдаленные 
метастазы, неблагоприятные карциномы) 
36,5 % случаев; 2-я группа - РЛ большей частью 
1Б, ПБ и IIIA стадий (инфильтрация не отмечена, 
опухоли высоко- или среднедифференцированные с 
0 -2 метастазами) 30,8 %; 3-я группа — РЛ IA 
и ПА стадий (медленно растущие, неметастази-
рующие опухоли небольшого размера, прогноз 
благоприятный) — 32,7 %. 

Такое разделение РЛ, более верно отражающее, 
на наш взгляд, рост агрессивных признаков опу-
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холей, выявило менее выраженное увеличение со-
держания OA А2 от 3-й группы к 1-й по сравнению 
с изменением частоты А2 от I стадии к III и 
IV (рис. 5). Отношение доли аллеля А2 в 1-й груп-
пе к таковому в 3-й группе равно 1,56, а А4 
2,68, т. е. флюктуация аллеля А2 в РЛ с различным 
развитием агрессивных признаков не столь впечат-
ляющая, как изменения частоты аллеля А4. При 
этом в самой благоприятной по течению заболева-
ния 3-й группе содержится 5,9 % OA А4, а в 
1-й группе — в 3 раза больше - 15,8 %. Наблюда-
ется также уменьшение частоты аллеля A3 с уве-
личением агрессивности РЛ (см. рис. 4 и 5), что 
свидетельствует по меньшей мере об отсутствии 
связи аллеля A3 гена HRAS1 с прогрессией зло-
качественных признаков опухолей легкого. 

У 30 из 52 исследуемых больных РЛ оператив-
ное лечение было произведено в 1985- 1986 гг. 
(4—5 лет назад) , что дало возможность проанали-
зировать выживаемость этих больных в зависи-
мости от клинических параметров заболевания. 
Из 30 больных РЛ умерли 18, причем смертность 
в 1-й группе составила 5 7 , 9 % , во 2-й г р у п п е -
3 1 , 3 % , в 3 - й — 11,8%. Интересно, что 7 из 18 
умерших (38,9 %) содержали аллель А4 прото-
онкогена HRAS1, а из 12 оставшихся в живых 
только 2(16,7 %) имели аллель А4; другие аллели 
HRAS1 имели равную частоту в последних двух 
группах больных РЛ. 

П Д Р Ф HRAS1 оказался удобен не только для 
исследования распределения аллелей протоонкоге-
на, но и для выявления перестроек отдельного 
аллеля в опухолевой ДНК. В карциномах легкого 
3 больных, имеющих генотипы А1/А4, А2/А4 и 
6,8/А2, обнаружена деления аллеля меньшего раз-
мера (см. рис. 2, 3, 5, 8), т. е. аллелей Al, А2 и 
РА (ВагпЬП-рестрикционная длина которого равна 
6,8 т. п. н., Pvul 1-рестрикциоииая длина — 2,9 т. п. 
и.) соответственно (см. рис. 2, 4, 6 и 7). Остаточ-
ный сигнал гибридизации (10—15 %) обусловлен 
контаминацией опухоли клетками стромы и крови, 
сохранившими конститутивный генотип. К сожале-
нию, используемые нами молекулярио-гибридиза-
ционные методы не позволяют с определенностью 
показать потерю аллеля HRAS1 в карциномах 
гомозиготных больных, составляющих 42,3 % от 
общего числа РЛ. Можно предположить, что в 
22 образцах гомозиготных РЛ деления одного из 
аллелей происходит с такой же частотой, что и в 
30 гетерозиготных. В таком случае частота деле-
ний в РЛ равна 10 %. В 2 случаях РЛ с генотипом 
А1/А4 найдена незначительная (3—4 копии) ам-
плификация аллеля А4 в Д Н К опухолей, аллель 
А1 сохранял 1 копию (см. рис. 2, / и 2). 

Рис. 5 иллюстрирует другого рода поломки локу-
са онкогена HRAS1 изменение размера одного 
из аллелей. При генотипе А1/А4 в НЛЗО (макро-
скопически неизмененная ткань легкого) в РЛЗО 
сохранялся аллель А4, а второй аллель имел 
большую, чем А1, длину (см. рис. 3, / и 2). Расщеп-
ление этих образцов рестриктазами PstI и Mspl, 
вырезающими область ВТП (см. рис. 1), показало, 
что перестройка аллеля А1 в опухоли произошла 
за счет увеличения длины ВТП до размеров, соот-
ветствующих аллелю А2. Аналогичный рестрикци-
оиный анализ выявил в PJ180 перестройку аллеля 
A3 в А4 (конститутивный генотип этого больного 
А1/АЗ; см. рис. 3, 3 и 4). 

Необычная перестройка найдена в РЛЗ (генотип 
этого больного А1 /А 1; см. рис. 3, 5, 7, 9). Длина 
BamHI-рестрикционного фрагмента опухолевой 
ДНК, соответствующего одному из аллелей онко-
гена HRAS1, уменьшена до 5,8 т. п. н., длина 
другого фрагмента - до 6,6 т. п. н., что соответст-
вует аллелю А1 (см. рис. 3, 7, 8). Однако при 
гидролизе этого образца рестриктазами PstI и 
Mspl выявлен единственный фрагмент, соответст-
вующих по своему размеру OA Al (см. рис. 3, 9, 
10). Очевидно, перестройка аллеля происходит не 
за счет уменьшения области ВТП. С другой сторо-
ны, в результате Pvull-рестрикции получен, на-
оборот, увеличенный на 0,8 т. п. п. фрагмент, 
соответствующий перестроенному аллелю (см. рис. 
3, 5, 6). Следовательно, в данном случае наруша-
ется 5'-концевая часть гена HRAS1 (см. рис. 5). 

Из 8 перестроек аллелей HRAS1 2 выявлены в 
опухолях IA, IIA стадий: делеция аллеля А2 при 
генотипе А2/А4 и PA А6 при генотипе А6/А2. 
Изменение длины Al А2 и амплификация алле-
ля А4 (оба генотипа А1/А4) найдены в РЛ ПБ ста-
дии. Остальные 4 поломки обнаружены в карци-
номах Ш Б , IV стадий: амплификация аллеля А4 
(генотип А1/А4), увеличение длины A3 до разме-
ров А4 (А1/АЗ), делеция Al (А1/А4) и наруше-
ние 5'-концевой части одного из аллелей А1 гена 
HRAS1 (А1/А1), причем последние 3 больных име-
ли отягощенный семейный анамнез (все 3 больных 
умерли через 2—6 мес после операции в возрасте 
57, 58 и 61 года). Кроме указанных пациентов, 
еще у 2 больных РЛ отмечен рак среди ближай-
ших родственников; эти РЛ имели генотип А1/А1 
и характеризовались ПА и НБ стадиями. 

Обобщая изложенные данные о поломках локу-
са онкогена HRAS1 в злокачественных опухолях 
легкого, следует обратить внимание на то, что в 5 
из 11 случаев (или 4 5 % ) РЛ, имеющих аллель 
А4, выявлена либо перестройка другого аллеля, 
либо умножение копий самого аллеля А4; одна из 
карцином легкого из-за изменения длины аллеля 
«приобрела» аллель А4, в других же РЛ, не содер-
жащих этот аллель, обнаружено всего два нару-
шения гена HRAS1 (или 5 % случаев). 

Таким образом, повышенная частота аллеля А4 
онкогена HRAS1 в РЛ сопряжена с ростом агрес-
сивных признаков опухоли и низкой выживаемо-
стью больных РЛ, а также достоверно коррелирует 
с поломками локуса HRAS1 (/?<0,01), результа-
том которых является повышение доли А4 в кар-
циномах. По всей видимости, аллель А4 HRAS1 
имеет серьезное значение в прогрессии РЛ. 

Существует всего несколько публикаций, в ко-
торых была установлена повышенная частота са-
мого большого аллеля А4 у больных немелкокле-
точным РЛ, РТК и меланомой [8, 9, 19]. Предпо-
лагают, что аллель А4 HRAS1 опосредованно или 
прямо благодаря особенностям функционирования 
области ВТГ1 связан с возникновением этих кар-
цином и может быть использован в качестве мар-
кера генетической предрасположенности к раз-
витию РЛ, РТК и меланомы. Обращает на себя 
внимание тот факт, что для появления и развития 
указанных новообразований большое значение 
имеют экзогенные факторы риска. 

Результаты нашей работы, касающиеся РЛ, 
riол ностью подтвержда ют фактические данные 
упомянутых публикаций. Более того, благодаря 
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сравнительному анализу распределения аллелей 
в разных по стадии заболевания группах немелко-
клеточного РЛ и характерным поломкам в опухо-
левой Д Н К эти результаты углубляют представ-
ления о значении аллеля А4 в прогрессии указан-
ного типа рака. Однако необходимо отметить, что 
именно выявленная ассоциация аллеля А4 онкоге-
на HRAS1 с активно метастазирующими карци-
номами III или IV стадий, а также специфика пере-
строек, в результате которых аллель остается либо 
неизмененным, либо его копийность увеличива-
ется, позволяют расценивать аллель А4 скорее как 
эндогенный фактор риска наряду с характерными 
для РЛ экзогенными факторами (например, ку-
рением). Таким образом, гипотеза о прямой или 
опосредованной связи одного из аллелей онкогена 
HRAS1 с наследственным к заболеванию РЛ ло-
кусом генома [9] нуждается в дальнейшем иссле-
довании и представленными данными прямо не 

^подтверждается. Биологические причины показан-
ных в данном исследовании различий функцио-
нирования аллелей онкогена HRAS1 в канцероге-
незе у человека пока неясны. Помимо резуль-
татов молекулярно-генетического скрининга ал-
лельного полиморфизма, привлекают интерес дан-
ные о различиях в структуре основных аллелей 
HRAS1, не обусловленных областью ВТП. В гено-
ме человека обнаружено два Xhol аллеля HRAS1, 
один из которых объединял А1 и A3 ВТП-аллели 
онкогена, другой — аллели А2 и А4 [5]. Кроме то-
го, аллель А4 отличается от всех других OA онкоге-
на HRAS1 двумя дополнительными Taql-рестрик-
ционными сайтами в области ВТП [16]. 

По данным нашей лаборатории, аллели А2, A3 и 
А4 протоонкогена HRAS1 имеют различное значе-
ние в развитии неоплазм разной локализации у 
человека [11]. В частности, в возникновении рака 
молочной и щитовидной желез и рака яичников 
аллель А2 HRAS1 в отличие от А4 играет боль-
шую роль, тогда как в Р Л и РТК выделяется 
аллель А4, а значение А2 снижено. По-видимому, 
скрининг широкого спектра первичных опухолей, 
комплексный анализ конститутивных особенностей 
гена HRAS1, его перестроек в опухолевой Д Н К и 
клинических параметров заболеваний, а также мо-
дельные эксперименты с использованием отдель-
ных аллелей позволяет глубже понять регулятор-
ный характер области ВТП онкогена HRAS1 и 
возможные механизмы его активации как на кле-
точном, так и на организменном уровне. 
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ROLE OF CONSTITUTIONAL. PECULIARITIES AND REAR-
RANGEMENT O F HIM SI O N C O G E N E IN D E V E L O P M E N T 
O F HUMAN LUNG CANCER 

/. F. Nikijorova, M. G. Maximishina, V. G. Lemekhov, P. G. Kny-
azev 

N. N. Petrov Inst i tute of Oncology, Ministry of Public Health 
of the USSR, Leningrad 

Length polymorphism of restriction f r agmen t s of oncogene 
HRASI was studied in 52 pat ients with lung cancer as compared 
with corresponding normal t issues and leukocytes of these pa-

tients and of healthy volunteers . Enhanced frequency of one 
of main alleles of HRASI A4 was found to corre la te with deve-
lopment of the disease aggress ive symptoms. Alterat ions in the 
HRASI locus of tumoral DNA appear to correla te distinctly 
with the elevate frequency of the allele ( P < 0 . 0 1 ) . Relationship 
between the allele A4 and active metas tases spread ing in lung 
cancer of the III-IV s tages as well as specific r e a r r angemen t s 
as a result of which allele A4 maintained unal tered or even 
amplified in carc inomas enabled to sugges t that the allele A4 
of HRASI oncogene serves as an endogenous risk factor in 
impairment with non-small cellular lung cancer in addition to 
typical exogenous factors such as smoking. 
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К О М Б И Н И Р О В А Н Н О Е В Л И Я Н И Е Г И П Е Р -
Г Л И К Е М И И С Х И М И О - И Л У Ч Е В Ы М ВОЗ-
Д Е Й С Т В И Е М НА С О С Т О Я Н И Е М Е Т А Б О Л И -
Ч Е С К И Х П Р О Ц Е С С О В В Н Е К О Т О Р Ы Х ЭКС-
П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н Ы Х С А Р К О М А Х К Р Ы С 

Белорусский университет им. В. И. Ленина, Минск 

Известно, что с помощью искусственной,гипер-
гликемии удается модифицировать не только ра-
дио-, но и химиочувствительность опухолей [2]. 
Однако многие аспекты проблемы как в экспери-
менте, так и в клинике остаются неясными. В част-
ности, отсутствуют четкие представления о меха-
низмах действия этих факторов на обмен веществ 
в опухоли, недостаточно разработаны последо-
вательность и методология проведения химио-
и лучевых воздействий в комбинации с гипер-
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гликемией. Основным энергообеспечивающим про-
цессом в опухоли является гликолиз. Актуаль-
ность изучения изменений его активности и свойств 
других ключевых ферментов углеводно-энергети-
ческого и связанного с ним аминокислотного об-
мена, содержания субстратов этих ферментов при 
различного рода воздействиях на опухоль опре-
деляется прежде всего тем, что они отражают 
сдвиги, сопровождающие процесс регрессии опу-
холи. 

Исследованиями активности гексокиназы — ГК 
(КФ 2.7.1.1), лактатдегидрогеназы Л Д Г (КФ 
1.1.1.27) и ее изоферментов, сукцинатдегидроге-
назы — СДГ (КФ 1.3.99.1), а-оксоглутаратде-
гидрогеназы — а-ОГДГ (КФ 1.2.4.2), аланинами-
нотрансферазы — АлАТ (КФ 2.6.1.1), Mg24"-
АТФазы (КФ 3.6.1.2), содержания пирувата, лак-
тата, пиридоксальфосфата (ПАЛФ) и пиридокса-
минфосфата (ПАМФ) было показано, что введе-
ние высоких доз глюкозы усиливает ряд эффек-
тов цитостатиков и сверхвысокочастотной (СВЧ) 
гипертермии [8, 9], а также терморадиационного 
воздействи [7] в субклеточных фракциях сар-
ком 45, М-1 и карциносаркомы Уокер 256 крыс. 
Предпочтительными оказались варианты, в кото-
рых искусственную гипергликемию проводили че-
рез 24 ч после термолучевой терапии или комбина-
ции цитостатика и СВЧ-гипертермии. Эти данные 
позволили предположить, что гипергликемию мож-
но использовать в качестве модификатора дейст-
вия химиотерапевтических препаратов в сочетании 
с рентгеновским облучением. 

М е т о д и к а . Экспериментальная часть работы выполнена 
на беспородных белых крысах обоего пола массой 130- 180 г, 
содержавшихся на стандартном рационе вивария. Перевивку 
опухолевых штаммов осуществляли в паховую область по ме-
тоду [14]. Животных декапитировали на 12 -13-й день раз-
вития сарком 45 и М-1 и на 7 8-й день развития карцино-
саркомы Уокер 256. В опытах было использовано 100 крыс 
(по 6—7 в серии). 

Воздействия осуществляли следующим образом. Цикло-
фосфан вводили однократно внутримышечно в дозе 80 мг/кг, 
адриабластин виутрибрюшинио в дозе 5 мг/кг на основа-
нии данных |4, 10]. Д л я создания гипергликемии крысам-
опухоленосителям виутрибрюшинио однократно вводили 40 % 

раствор глюкозы в дозе 6 г/кг [5]. Контроль за насыще-
нием организма глюкозой осуществляли путем определения 
ее уровня в крови через фиксированные промежутки вре-
мени. Локальное рентгеновское облучение проводили на ап-
парате РУМ-11 (напряжение 200 кВ, сила тока 20 мА, 
фильтр AI 3 мм, мощность поглощенной дозы 0,63 Гр/мин) . 
Общая доза облучения опухоли 10 Гр. Облучение прово-
дили на фоне нейролеггганальгезии: дроперидол с фентани-
лом (2:1) по 0,3 мл на 100 г массы. 

При введении цитостатика, облучении и гипергликемии в 
различных сочетаниях интервал между воздействиями состав-
лял 24 ч. Основанием для выбора режимов, доз и интерва-
лов послужили проведенные ранее исследования отдельных 
показателей углеводно-энергетического метаболизма в опухо-
лях через фиксированные промежутки времени [5—9]. Крыс 
использовали в опыт через 2 ч после последнего воздейст-
вия. Контролем служили интактные крысы-опухоленосители. 

Приготовление гомогенатов и выделение субклеточных 
фракций проводили по методу [20] с модификациями. Актив-
ность ГК исследовали по методу |17 | по убыли глюкозы 
за 15 мин инкубации при 37 °С. Общую активность Л Д Г оп-
ределяли по [16]. Активность изоферментов Л Д Г рассчитыва-
ли, исходя из общей активности после разделения их методом 
диск-электрофореза в полиакриламидном геле, окрашивание 
проводили по [ 11 ], денситометрирование па БИАН-170. Со-
держание пировиноградной и молочной кислот исследовали 
энзиматическим методом [15]. Активность С Д Г и и-ОГДГ 
определяли с помощью [18], активность АлАТ изучали по[2] , 
М ^ Н ' - А Т Ф а з ы , по методу [12]. Содержание фосфора опре-
деляли по [19]. Количество пиридоксалевых коферментов 
(ПАЛФ и ПАМФ) находили по [3]. Полученный эксперимен-
тальный материал обработан методом биологической стати-
стики [13]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Поиск ра-
циональных методов и условий применения раз-
личных воздействий при лечении новообразова-
ний должен опираться на учет особенностей об-
мена веществ в опухолях разного типа. При обсуж-
дении данных для оценки эффективности комби-
нированных воздействий на развитие опухолей 
разных штаммов мы сочли целесообразным со-
поставить изменения активности каждого фер-
мента и содержания субстрата параллельно в 
3 опухолях. Так, в саркоме 45 (рис. 1) отмечено 
статистически достоверное снижение скорости 
фосфорилирования глюкозы в субклеточных фрак-
циях при всех схемах воздействий, особенно при 
введении цитостатиков и облучении перед гипер-
гликемией. В саркоме М-1 (рис. 2) более четко 

Рис. I. Влияние химиотерапевтических веществ в сочетании с рентгеновским облучением и искусственной гииергликемией на 
активность ферментов и содержание субстратов в саркоме 45 крыс. 
По оси ординат % к контролю. / ГК ; / / Л Д Г и ее изоферменты 1—5; III — лактат; IV • пируват; V - СДГ ; VI u - О Г Д Г ; VII M g 2 1 -АТФаза ; 
VIII АлАТ; IX пнридоксалевые коферменты. Светлые столбики гомогепат; столбики с косой штриховкой надосадочнаи фракция; столбики с гори-
зонтальной штриховкой митохондриальняя фракция. / циклофосфан гмпергликъмии • облучение; 2 циклофосфан облучение гипергликемия; <4 
адриабластин гипергликемия облучение; 4 адриабластин облучение гипергликемин. Звездочка статистически достоверные изменения. 
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Рис. 2. Влияние химиотерапевтических веществ в сочетании с рентгеновским облучением и искусственной гипергликемией на 
активность ферментов и содержание субстратов в саркоме М-1. 
Обозначения то же, что на рис. I. 

выражены изменения активности ГК мри проведе-
нии гипергликемии и облучении в сочетании с 
циклофосфаном, а в карциносаркоме Уокера 
(рис. 3) — в сочетании с адриабластином. 

Введение циклофосфана и адриабластина пе-
ред гипергликемией и рентгеновским облучением 
в любых сочетаниях снижает общую активность 
Л Д Г и всех ее изоферментов как в саркоме 45 
(см. рис. 1), так и в саркоме М-1 (см. рис. 2), 
однако в первой из них эффекты циклофосфана 
более отчетливы, чем эффекты адриабластина. 
Изменения в содержании субстратов в этих опухо-
лях имеют свои особенности. При проведении 
экспериментов с применением циклофосфана, об-
лучения, гипергликемии в саркоме 45 отмечено 

снижение концентрации пирувата на 87 %, а в 
саркоме М-1 —уменьшение лактага на 2 8 % и 
пирувата на 88 %. В комбинации с облучением 
после гипергликемии снижение содержания лакта-
та в саркоме 45 выражено более отчетливо, чем 
в саркоме М-1. В комбинациях с адриабластином 
изменения концентрации лактата в саркомах 45 
и М-1 аналогичны таковым, установленным с 
циклофосфаном, но в саркоме М-1 они более зна-
чимы. Содержание пирувата снижается на 80 
89 % в обеих опухолях независимо от последо-
вательности проведения нагрузки глюкозой и об-
лучения. В карциносаркоме Уокера (см. рис. 3) 
циклофосфан в сочетании с рентгенотерапией и 
нагрузкой глюкозой в меньшей степени понижает 

Рис. 3. Влияние химиотерапевтических веществ в сочетании с рентгеновским облучением и искусственной гипергликемией 
на активность ферментов и содержание субстратов в карциносаркоме Уокер 256. 
Обозначения то же, что на рис. I 
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общую скорость реакций, катализируемых Л Д Г 
и ее изофермеитами, особенно анаэробными, по 
сравнению с эффектами, установленными в сар-
комах 45 и М-1, а последовательность цикло-
фосфан - облучение гипергликемия повышает 
активность, аэробного изофермента ЛДГ- 1 
на 79 %. Эти изменения сочетаются с некоторым 
уменьшением в карциносаркоме Уокера содержа-
ния лактата , особенно при облучении на фоне 
введения глюкозы. Последовательность проведе-
ния облучения и гипергликемии после адриабла-
стина в большей степени влияет на изменения 
содержания лактата и пирувата в саркомах 45 
и М-1. В карциносаркоме Уокера содержание 
пировиноградной кислоты возрастает. 

Из изложенного видно, что влияние рентгенов-
ского облучения и больших доз глюкозы в сочета-
нии с химиопрепаратами на исследуемые показа-
тели начального и терминального этапов гликоли-
за зависит от вида опухоли, последовательности 
воздействий и особенностей противоопухолевой 
эффективности цитостатика. Эта же закономер-
ность прослеживается и при анализе данных об 
активности окислительно-восстановительных фер-
ментов С Д Г и а - О Г Д Г в субклеточных фракциях 
опухолей. В саркоме М-1 (см. рис. 2) при проведе-
нии облучения и гипергликемии на фоне введения 
циклофосфана отмечается тенденция к снижению 
окисления сукцината и а-оксоглутарата , в то же 
время облучение п о с л е введения циклофосфана 
и гипергликемии активирует изучаемые процессы 
в субклеточных фракциях как саркомы 45 (см. 
рис. 1), так и саркомы М-1 (см. рис. 2) . В супер-
натанте отмечается превышение контрольных ве-
личин в 3 - 1 0 раз, что указывает на деструктив-
ные изменения в митохондриях. Комплексное воз-
действие, включающее введение адриабластина и 
последующие облучение и гипергликемию, ингиби-
рует на 20 40 % активность С Д Г и а - О Г Д Г в 
обеих опухолях. При проведении воздействия в 
последовательности адриабластин - гиперглике-
мия — облучение в саркоме М-1 наблюдается ак-
тивация как СДГ, так и а - О Г Д Г в 2,5—5 раз. 
В саркоме 45 прослеживается тенденция к сни-
жению активности этих оксидоредуктаз. 

Анализ данных, отражающих изменения актив-
ности M g 2 | - A T O a 3 b i в саркомах 45 (см. рис. 1) 
и М-1 (см. рис. 2) , показал, что в случае примене-
ния последовательности цитостатик глюкоза 
облучение активность фермента повышается при 
введении циклофосфана и имеет тенденцию к сни-
жению в случае применения адриабластина. Если 
же облучение предшествовало гипергликемии, то 
эффект был однонаправленным для обоих химио-
терапевтических веществ и активность Mg2"1"-
АТФазы в опухолях увеличивалась, особенно в 
саркоме 45 при введении циклофосфана. В карци-
носаркоме Уокера наибольшая активация фермен-
та отмечена также в серии с введением глюкозы 
на фоне облучения и действия циклофосфана. 
Замена его на адриабластин в той же последова-
тельности снижает активность Mg 2 + -ATOa3bi (см. 
рис. 3) . 

Сопоставление результатов исследований актив-
ности АлАТ в саркомах также показало зави-
симость изменений от вида опухоли и последова-
тельности экспериментальных воздействий. В сар-
коме 45 (см. рис. 1) наиболее выраженное умень-

шение скорости реакции, катализируемой фермен-
том и особенно митохоидриальным изоферментом, 
установлено при введении циклофосфана, об-
лучении и гипергликемии, а при введении 
адриабластина оно не зависит от последую-
щих комбинаций нагрузки глюкозой и радиации. 
Достоверное понижение содержания пиридоксале-
вых коферментов в субклеточных фракциях сар-
комы 45 отмечено только в сериях с циклофос-
фаном. В саркоме М-1 (см. рис. 2) более значимо 
уменьшение активности обоих изоферментов АлАТ 
в комбинациях с циклофосфаном по сравнению с 
адриабластином, однако введение адриабластина 
снижает активность цитоплазматического изофер-
мента. Количество пиридоксалевых коферментов 
( П А Л Ф и ПАМФ) достоверно понижается в цито-
плазме при введении адриабластина, гиперглике-
мии, а затем при облучении. Наиболее интересен 
характер сдвигов активности АлАТ в карцино-
саркоме Уокера (см. рис. 3) . Введение цитоста-
тиков в сочетании с облучением и нагрузкой глю-
козой приводит к увеличению скорости реакции, 
катализируемой цитоплазматическим изофермен-
том, в 2,5- 3,5 раза во всех сериях опытов. В то 
же время в сериях с циклофосфаном активность 
митохондриального изофермента возрастает, а с 
адриабластином — понижается. Важно отметить, 
что эти изменения во всех случаях происходят 
на фоне обеднения субклеточных фракций опухоли 
пиридоксалевыми коферментами. 

В результате изучения биохимических показа-
телей обмена веществ в субклеточных фракциях 
сарком 45, М-1 и карциносаркомы Уокера при 
действии цитостатиков, гипергликемии и рентге-
новского облучения в различных последователь-
ностях и сопоставления установленных эффектов с 
данными, полученными по раздельному влиянию 
компонентов комбинаций [5—9], можно заклю-
чить, что введение больших доз глюкозы усили-
вает ряд эффектов химиотерапевтических веществ 
и рентгенотерапии. Это выражается в снижении 
интенсивности гликолиза, изменения скоростей 
окислительно-восстановительных реакций, при-
водящих к сдвигам соотношения между гликоли-
зом и процессами биологического окисления в 
митохондриях. Установленные сдвиги активности 
АлАТ могут являться следствием нарушения 
интенсивности гликозилирования отдельных суб-
форм изоферментов АлАТ. 

Количественная и качественная оценка измене-
ний показывает, что более чувствительной к воз-
действиям обоих цитостатиков в комплексе с рент-
геновским облучением и нагрузкой глюкозой яв-
ляется саркома М-1, з а т е м — к а р ц и и о с а р к о м а 
Уокера. Сочетания с циклофосфаном в большей 
степени, чем с адриабластином, эффективны при 
саркоме 45. Проведенные исследования показали, 
что наиболее предпочтительными являются такие 
комбинации воздействий, при которых гипергли-
кемия осуществляется после облучения. В этих 
условиях выраженное торможение гликолиза мо-
жет способствовать угнетению энергообеспечения 
процессов роста опухоли и в дальнейшем ее 
регрессии. 
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S I M U L T A N E O U S EFFECT O F HUPERGLYCEMIA, СИЕМО-
AND X-RAY THERAPY ON METABOLISM O F SOME RAT 
SARCOMAS 

A. T. Pikulev, N. M. Orel, M. F. Kukulyanskaya, S. /. Mokhoreva', 
M. M. Filirnoriov, I. P. Khripchenko, V. M. Chernoguzov 

Byelorussian Sta te University, Minsk 

A number of metabolic pa rame t re s were studied in subcel-
lular f ract ions of rat sarcoma 45, M-l and carc inosarcoma 
Worker 256. Administrat ion of high doses of glucose amplified 
some effects of chemotherapeutic d rugs L'nd X-ray therapy, 
whish were manifested as follows: a decrease in glycolysis 
rate, al teration in the ra te of redox reactions, shifts in the 
ratio between glycolysis and biological oxidation in mitochond-
ria. These al terat ions were determined by the type of sa rcoma, 
by sequence of operat ions in the procedure and by cytostatic 
used. The most effective procedure proved to be s imul taneous 
adminis t rat ion of d r u g s and X-ray therapy followed by hyperg-
lycemia. Distionct inhidition of glycolysis detected under these 
conditions may contr ibute to inhibition of energy metabolism 
dur ing the sarcoma growth and regression. 

(ф К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1991 
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Г. Е. Самонина, Н. А. Нацвлишвили, 
И. /7. Аилмарин 

А Н Т И У Л Ь Ц Е Р О Г Е Н Н О Е («ЛЕЧЕБНОЕ И ПРО-
Ф И Л А К Т И Ч Е С К О Е ) С В О Й С Т В О О Д Н О Г О ИЗ 
П С И Х О С Т И М У Л Я Т О Р О В Ф Е Н И Л А Л к и л -
С И Д Н О Н И М И Н О В О Г О РЯДА 

Кафедра физиологии человека и животных биологического 
факультета Московского университета им. М. В. Ломоносова 

Язва желудка является заболеванием, возник-
новение которого связано как с центральными, 
так и с периферическими механизмами [9]. Вполне 
понятно, что наиболее оптимальными фармаколо-
гическими антиульцерогенными препаратами 
должны быть препараты, точка приложения кото-
рых, с одной стороны, связана с центральной 
нервной системой, а с другой — с периферически-
ми структурами. 

В последнее время выявлено, что некоторые 
психостимуляторы и антидепрессанты наряду с 
психостимулирующей (центральной) активностью 
обладают еще и периферическим свойством [4, 
5, 8] . 

Нами показано, что один из психостимуляторов 
фенилалкилсиднониминового ряда ОФ 743 в зна-
чительной степени предотвращает развитие экспе-
риментально вызванных стрессорных и этаноло-
вых язвенных повреждений слизистой оболочки 
желудка крыс [7]. Протекторное противоязвенное 
действие ОФ 743 проявляется при широком спект-
ре доз, наименьшие из которых на 2—3 порядка 
ниже доз, обычно используемых для психости-
муляции. 

Однако протекторное (профилактическое) дей-
ствие не обязательно связано с лечебными свойст-
вами препаратов. В связи с этим представля-
лось необходимым выяснить, оказывают ли ОФ 743 
влияние на уже сформировавшиеся язвенные по-
ражения слизистой оболочки желудка, т. е. мож-
но ли говорить об ОФ 743 как о препарате, 
обладающем и лечебными свойствами. 

М е т о д и к а . На двух параллельных группах беспород-
ных крыс массой около 200 г вызывали этаноловые поврежде-
ния слизистой оболочки желудка введением в его полость 
через специальный катетер 1 мл 96° этанола [10],~а затем че-
рез 8 мин или через 2 ч после его введения внутримышечно 
вводили 15 мг/кг ОФ 743 (экспериментальным группам); 
контрольной группе вводили физиологический раствор в объе-
ме, равном вводимому объему ОФ 743 (0,2 мл). В специаль-
ной серии опытов этанол вводили па фоне действия ОФ 743, 
который инъецировали за 24 и 1 ч до введения этанола. 
В каждой серии было проведено по 5 опытов; в каждом опыте 
было по 4—5 контрольных и экспериментальных крыс. 

Через 3 ч после введения этанола животных, наркотизи-
рованных нембуталом (30 мг/кг) , забивали, извлекали же-
лудки и под бинокулярной лупой определяли общую длину 
(в миллиметрах) поражения слизистой оболочки желудка. 
Тяжесть поражения рассчитывали в баллах, исходя из 3-
балльной системы: отсутствие повреждений — 0 баллов; гипере-
мия или небольшая длина повреждений (1 16 мм) 0,5 бал-
ла; длина повреждений в 17 -33, 34 -50, 51 67, 68—84, 85 мм 
и более оценивалась соответственно в 1, 1,5, 2, 2,5 и 3 балла . 
С цслыо исследования величины развития этаноловых пора-
жений в одной из серий крыс забивали и исследовали желуд-
ки через 8 мин и 2 ч после введения этанола. Животным 
этой группы ОФ 743 не вводили. Результаты обрабатывали 
с применением непараметрических критериев вариационной 
статистики [1, 2 | . 
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Профилактическое и лечебное противоязвенное действие пре-
парата ОФ 743. 
По оси абсцисс время (в ч) до (минус) и после введения этанола в 
желудок крыс; по оси ординат тяжесть поражения ( Т П ) , баллы. Распо-
ложение оси ординат соответствует моменту введения этанола. / контроль; 
I I и ' / / / введение О Ф 743 через 8 мин и 2 ч после этанола соответственно; 
IV инъекция препарата за 24 и I ч до введения этанола. Одна звездочка 
/><0,001; две р < 0 , 0 0 5 по сравнению с контролем. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Введение в 
желудок крыс I мл этанола вызывало через 3 ч 
развитие значительных повреждений слизистой 
оболочки желудка, оцениваемой в среднем в 
2,6 балла. Повреждения развивались у всех 44 жи-
вотных без исключения. Развитие поражения сли-
зистой оболочки происходило сразу же после вве-
дения этанола, и уже через 8 мин тяжесть пора-
жения в среднем была равна 1,4 балла, увеличи-
ваясь через 2 ч до 2,2 балла (см. рисунок, сплош-
ная линия). К 4-му часу происходит уменьшение 
язвенных этаноловых поражений (на рисунке не 
показано). Практически одновременное введение 
этанола и ОФ 743 (последний инъецировали че-
рез 8 мин после этанола) через 3 ч сопровожда-
лось уменьшение тяжести поражения по сравне-
нию с контролем (р<0 ,005 ) . 

Введение ОФ 743 через 2 ч после этанола со-
провождалось еще более значительным уменьше-
нием повреждения слизистой оболочки (см. рису-
нок; р < 0 , 0 0 1 ) . Если в контроле наименьшие по-
вреждения слизистой оболочки (0,5 балла) выяв-
лены только у 1 из 44 крыс, то при введении 
ОФ 743 у 18 % животных (у 3 из 17 крыс) по-
вреждения отсутствовали полностью, а у 4 не пре-
вышали 0,5 балла. В данном случае четко прояв-
лялся лечебный эффект препарата. 

Сопоставление антиульцерогенного действия 
ОФ 743 при введении его на фоне этанола (т. е. на 
фоне уже развившихся повреждений слизистой 
оболочки) с его антиульцерогенным действием, 
когда язвообразование осуществляется на фо-
не ОФ 743 (т. е. когда препарат вводили до этано-
ла ) , выявило еще меньшее повреждение желудка 
(см. рисунок). Число крыс, у которых отсутствуют 
этаиоловые повреждения, увеличилось (до 47 %; 
14 крыс из 30). 

С какими механизмами связано действие 
ОФ 743? При изучении данной модели язвообра-
зования трудно говорить о сколько-нибудь значи-
мой роли центрального механизма [7]. Скорее 
всего, оно обусловлено уменьшением, секреции 
кислоты в результате холинолитической актив-
ности ОФ 743. Не исключено, что антиульцеро-
генный эффект ОФ 743 связан и с увеличением 
кровотока в слизистой оболочке [3, 13], резко 
уменьшенным этанолом [11, 12|. Последнее пред-
положение основано на фактах, свидетельствую-
щих, что некоторые препараты сиднониминового 
ряда являются вазодилататорами, например сид-
нофарм [6]. 

Таким образом, кроме описанного ранее про-

текторного (профилактического) противоязвенно-
го действия, препарат ОФ 743 обладает и лечеб-
ной эффективностью. 
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ANTIULCLROGEN1G, CURATIVE AND PROTECTIVE, I I 
FECTS OF ONE OF PSYCHOSTIMtJLATORS FROM PHENY-
LALKYL SYDNONIM1NE SERIES 

О. E. Samonlna, N. A. Natsvlishvili, /. P. Ashmarln 

M. V. Lomonosov State University, Moscow 

In t ragas t r ic adminis t rat ion of 9 6 % ethanol, 1 ml /100 g of 
body mass, unduced ulcerous impairments of rat gastr ic mucosal 
membrane , which were marked within 8 min af ter ethanol 
adminis t rat ion and reached the maximal size within 3 hrs. 
Psychost imulator of the phenyl a Iky I sydnonimime scries OF 743, 
administered after the ethanol t reatment , decreased distinctly 
the cthanol-induced impairments of gastic mucosal membrane 
and this effect was higher in s imul taneous inoculation of the 
d r u g and ethanol. The data obtained suggest that preparat ion 
OF 743 exhibited both protective and curat ive antiulcerogenic 
efficiency. 

© К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1991 

У Д К 6 16-006.81 -01S . 1:576.351 -02: | F> I 5 . 3 5 7 : 5 4 7 . 9 6 1 -092 .4 

В. А. Суханов, Л. Ф. Морозова, В. В. Лалаев, 
А. В. Яхъяев, В. Л. Дьяков * 

И Н Г И Б И Р О В А Н И Е П Р О Л И Ф Е Р А Ц И И М Е Л А -
И О М Н Ы Х К Л Е Т О К Ч Е Л О В Е К А M S И BRO 
сх М Е Л А Н О Ц И Т С Т И М У Л И Р У Ю 1 Ц И М Г О Р М О -
Н О М 

Всесоюзный научный центр молекулярной диагностики и лече-
ния Минздрава СССР, Москва 

Пептиды в качестве гормонов и ростовых фак-
торов могут являться важными регуляторами фи-
зиологических процессов, протекающих в опухо-
левых клетках. Во многих случаях роль пептидных 
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гормонов неясна. Так, недостаточно изучены меха-
низмы регуляции мелаиогенеза и роста клеток 
злокачественных меланом человека под действием 
а-меланоцитстимулирующего гормона (а -МСГ) . 

В связи с этим в настоящем исследовании нами 
изучены влияние а-МСГ на пролиферацию двух 
злокачественных меланомных линий человека, раз-
личающихся фенотипически по активности тирози-
назы и способности образовывать меланин - BRO 
(тирозиназа отсутствует) и MS (высокая актив-
ность тирозиназы),*а также лиганд-рецепторные 
взаимодействия гормона с этими клетками. 

М е т о д и к а . Культура клеток злокачественной меланомы 
человека BRO была любезно предоставлена проф. Л. Лок-
шиным, а клетки злокачественной меланомы человека MS 
взяты из банка клеток В О Н Ц АМН СССР. Клетки куль-
тивировали в среде RPMI-1640 или L-15 с 1 0 % эмбриональ-
ной телячьей сыворотки, ииактивированной при 56 °С 30 мин, 
с 2 мМ глютамина, пенициллина (100 Е Д / м л ) и стрепто-
мицина (100 мг/мл) при 37 °С в атмосфере 5 % СО2. Монослой 
клеток выращивали в пластиковых матрасах площадью 
25 см2. u-МСГ добавляли со средой в различных концент-
рациях. Пролиферативную активность клеток оценивали по их 
способности включать 3Н-тимидин | 1 | . 

В работе использовали следующие реактивы и препараты: 
а -МСГ («Reanal», (Венгрия); акриламид; Ы,Ы'-метилси-бис-
акриламид, бычий сывороточный альбумин («Serva», Ф Р Г ) ; 
апротинин («Sigma», С Ш А ) ; - фенилметилсульфонилфторид 
(«Fluka», Швейцария) ; Na- 12flI отечественного производства 
с удельной активностью 2000 Ки/ммоль. Все остальные реакти-
вы и компоненты буферных растворов были марки х. ч. или 
ч. д. а. и использовались без предварительной очистки. 

12Г,1-а-МСГ получали по стандартной методике -[3], исполь-
зуя Iodo-Beads («Pierce», Англия) и двукратный молярный 
избыток а -МСГ по отношению к Na- l 2 5I . Чистоту полученного 
меченого препарата определяли по методу [6] с использованием 
колонки «Ult rasphere ™ - O D S » , 4 ,6X250 мм («АИех», США) 
и 3-ступенчатого градиента: 0—5 мин, буфер А [0,1 % триф-
торуксусная кислота в 0,1 М (N И ̂ ) 2 SO4]; 5 К) мин, О— 
25 % буфера Б (0,1 % трифторуксусная кислота в 80 % вод-
пом ацстопитриле) и 10- 70 мин, 25—50 % буфера Б при ско 
рости элюции I мл/мин, А,—-206 нм и рН 2,8 3,0. 

Связывание 125 \а-МСГ с клеточными культурами. Клетки 
(5-10Г> 106) отмывали бессывороточным изотоническим буфе-
ром и инкубировали при 4 °С или 37 ° С в течение 2 ч с 
|2Г)1-а-МСГ (0,7 60 им) в фосфатном изотоническом буфере 
рН 7,2, содержащим I % альбумин; I мМ фенилметил-
сульфонилфторид и апротинин (2,9 мкг /мл) . Специфическое 
связывание с клетками вычислено по разности числа радио-
активных распадов в минуту в отсутствие и присутствии 
«холодного» а-МСГ (1000 10 000-кратный молярный избыток 
по отношению к 1 2 51-а-МСГ). Отмывку клеток от свободной 
метки проводили либо вручную (5 циклов субсидирования 
клеток в изотоническом растворе с последующим удалением 
супернатанта при 4 ° С ) , либо в автоматическом режиме на 
приборе «Harvester-530» («Flow», Англия) по стандартной 
методике. Радиоактивность в клетках определяли с помощью 
счетчика «Minigramma» (LKB, Швеция) . Специфическое свя-
зывание определяли из 6 параллельных опытов. При вычисле-
нии средней арифметической явно отклоняющиеся значения не 
учитывали. При проведении экспериментов по связыванию с 
меткой при 37 °С для учета возможной интернализации при 
этой температуре 12Г)1-а-МСГ в клетку определяли остаточную 
радиоактивность клеток после 5-минутной инкубации послед-
них в 0,04 М натрий-ацетатном буфере рН 4,5, содержащим 
0 , 9 % NaCI и 0,1 % бычий сывороточной альбумин. 

Метод определения внутриклеточного распределения а-МСГ 
после эндоцитоза. 3-107 клеток линий BRO или MS переводили 
в бессывороточную среду и после инкубации в течение I ч 
при 37 °С охлаждали до 4 °С и суспендировали в 5 мл 
0,02 М фосфатного буфера рН 7,2, содержащего 0,13 м NaCI, 
1 % бычий сывороточный альбумин и 7,5-10 М |2Г)1-а-МСГ. 
После 1,5-часовой инкубации при 4 °С и последующей отмывки 
от свободной метки клетки в течение 8 мин инкубировали в 
изотоническом фосфатном буфере при 37 °С. Осадок клеток 
после центрифугирования гомогенизировали при 4 °С в 3 мл 
0,01 М трис-НС1-буфере рН 7,5 в гомогенизаторе Даунса с плот-
но притертым пестиком, совершая не менее 100 ходов для более 
полного разрушения клеток. Гомогенат после 10-минутной ин-
кубации подвергали 3-ступенч'атому центрифугированию при 
500 g (отделение ядер и оставшихся интактных клеток), 
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9000 g (отделение лизосом и митохондрий) и 105000 g (отде-
ление микросомальиой фракции от цитозоля). В каждой фрак-
ции определяли радиоактивность. 

Выделение цитозольного рецептора а-МСГ. Выделение 
тройного комплекса а-МСГ-рецеитор-полирибосомальный ком-
плекс с м-РНК рецептора проводили но методу, описанному 
работе [4] для рецепторов ростовых факторов с некоторыми 
модификациями. 15-Ю6 клеток линии BRO гомогени-
зировали в 5 мл 0,02 М трис-HCl буфера рН 7,6 содержа-
щего I мМ ЭДТА. После двухступенчатого центрифугирования 
при 800 g (отделение интактных клеток, ядер и митохондрий) 
и 105 000 g (отделение микросом) отбирали цитозольную 
фракцию и к ней добавляли ' " ' I -u-МСГ до концентрации 
в реакционной смеси 4,5-10 () М Инкубацию проводили при 
25 °С в течение 10 мин и при 4 °С в течение 2 ч. Трой-
ной комплекс осаждали центрифугированием при 105 000 g 
в течение 60 мин и далее анализировали с помощью электро-
фореза в присутствии додецилсульфата натрии но методу 
|2 | с. последующей авторадиографией. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. При изуче-
нии влияния а-МСГ на процесс мелаиогенеза кле-
ток злокачественной меланомы человека BRO и 
MS нами было замечено, что этот пептид оказы-
вает прежде всего воздействие на пролиферацию 
меланомных клеток (рис. 1). Этот эффект был не-
одинаков для фенотипически различающихся ме-
ланомных линий. Эффективные цитотоксические 
концентрации а-МСГ (IC50) составляли 2-10 8 М 
для клеток MS и около 10 6 М для линии BRO. При 
концентрациях порядка 10 1 М а-МСГ активиро-
вал рост клеток BRO и ингибировал пролифера-
цию линии MS. Вместе с тем наблюдалось за-
метное изменение морфологии Клеток. Это хорошо 
прослеживалось при фазово-контрастной и УФ-
микроскоиии фиксированных препаратов, окра-
ш е нны х конканавалином А (Ко и А), меченны м 
препаратом ФИТЦ. 

На рис 2, 3 представлены фрагменты монослоя 
культуры клеток MS и BRO, полученные при 
ультрафиолетовом освещении. В контрольных пре-
паратах клетки округлой и вытянутой формы, 
имеющие ядра с выраженными нуклеолами. Кра-
сящее вещество равномерно распределялось в ци-
топлазме, ядра имели четкие контуры. Эффект 
воздействия а-МСГ наблюдали уже после 30 мин 
инкубации клеток в присутствии гормона. Клетки 
принимали округлую форму, красящее вещество 
распределялось преимущественно в области ядер, 
границы которых становились нечеткими. После 
24 ч инкубации клеток с а-МСГ наблюдали замет-
ное изменение их морфологии. Клетки принимали 
амеб о в и д н у ю форму с ми о г о численным и в ы р о -
стами цитоплазмы, а красящее вещество коп-

• Рис. I. Влияние и-МСГ 
на рост клеток злокаче-
ственной мел а ном ы че-
ловека MS ( / ) и BRO 
( 2 ) . 

Сравнение с контролем про-
ведено на 7-е сутки. Но оси 
абсцисс концентрация а-
МСГ, .по оси ординат соот-
ношение ( % ) чисел ими/мин 
и пробах (он / контр . ) . 



Рис. 2. Морфология меланомых клеток MS при их нормальном Рис. 3. Морфология меланомных клеток BRO при их нормаль-
росте (а) и через 24 ч после воздействия и-МСГ (2• 10 7 М) (б), ном росте (а) и на 3-й сутки после воздействия и-МСГ 
Здесь и ии рис. Н: УФ-микроскопия ФИТ11 -КонА-окрашенных препаратов. ( 2 - 1 0 М ) [С)). 
Ун. 400. 

центрировалось преимущественно в ядрах 
(см. рис. 2). Максимальный эффект наблюдали на 
3-й сутки (см. рис. 3). Клетки отличались сильно 
выраженным полиморфизмом. Появлялись гигант-
ские клетки с выростами цитоплазмы в виде денд-
ритов. Таким образом, u-МСГ ингибировал рост 
клеток с изменением их морфологии. Естественно 
было предположить, что этот эффект обусловлен 
особенностями эндокринной регуляции роста кле-
ток MS и BRO при прохождении гормонального 
сигнала на уровне внутриклеточных событий. В свя-
зи с этим нами была предпринята попытка изуче-
ния связывания u-МСГ с поверхностью клеток и 
выяснения возможной корреляции этого процесса 
с наблюдаемыми физиологическими процессами. 
Для этого был синтезирован радиоактивно мечен-
ный гормон , 251-а-МСГ с удельной активностью 
3,9-10й расп/мин • моль и чистотой по радиоактив-
ности более 90 %. В первую очередь было иссле-
довано взаимодействие меченого гормона с клет-
ками линий BRO и MS при 4 °С, когда пол-
ностью исключена возможность включения лиган-
да в клетки в результате эндоцитоза. На рис. 4 
и 5 представлены полученные нами данные по 
связыванию гормона с клетками при 4 °С. Из 
этих данных следует однозначный вывод: при 
4 °С специфическое связывание радиолиганда с 
поверхностью клеток линий MS и BRO не наблюда-
ется. Разность между включением метки в клетки 
в присутствии и в отсутствие «холодного» гормона 
была незначительной и не превышала средних 
величин отклонений при повторных измерениях. 

Таким образом, при 4 °С лиганд-рецепторные 
взаимодействия на поверхности плазматических 
мембран клеток этих линий обнаружить не удает-
ся, что согласуется с аналогичными данными для 
клеток других меланомных линий [5]. В связи с 
этим была предпринята попытка обнаружить свя-
зывание плазматических мембран клеток с радио-
лигандом при физиологической температуре 
(37 °С). В специальном эксперименте были опре-
делены протеолитическая активность клеток линии 
MS и ее влияние на устойчивость меченого и-МСГ 
при 37 °С. Методом высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (см. раздел «Методика»] по-
казано, что при 1,5—2-часовой инкубации I-u-
МСГ с клетками линии MS при 37 °С в присут-

Рис.4 Рис.5 

Рис. 4. Связывание 1251-<х-МСГ с меланомной клеточной ли-
нией BRO при 4 °С. 
Здесь и на рис. 5: / без «холодной» метки; 2 и присутствии «холодной» 
метки. Количество клеток в одном опыте 10 . По оси абсцисс концентра-
ция |2г ,1-а-МСГ, М - К ) ' ; по оси ординат ими/мин -10 

Рис. 5. Связывание , 2 51-а-МСГ с клетками линии MS при 4 °С 
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Распределение (в %) 12>1-а-МСГ в органеллах клеток линий 
BRO и MS, меченных гормоном, после гомогенизации и гипото-
ническом буфере и при наличии в пробах в среднем 30-Ю6 

клеток 

Линия 
Ядра, 

остатки 
клеток 

Митохондрии 
и лизосомы Цитозоль Микро-

сомы 
Всего, 

расп/мин 

BRO 
MS 

53,5 
63,8 

5,7 
2,14 

38,8 
33,2 

1,95 
0,81 

1690 
1468 

Рис. 6. Кривая насыщения специфических рецепторов клеток 
MS в зависимости от концентрации а-МСГ при 37 °С. 
Количество клеток в одном опыте 10". По оси абсцисс концентрация сво-
бодного а -МСГ , М - 1 0 ; по оси ординат ими/мин. 

Рис. 7. Специфическое связывание | 251-а-МСГ с меланомными 
клетками линии MS при 37 °С в координатах Скэтчарда. 
Г1о оси абсцисс концентрация связанного а -МСГ, М - К ) 1 7 ; по оси ординат 
соотношение ( М - К ) ' ) концентраций связанного и свободного а -МСГ . 

ствии 2 ингибиторов протеазной активности 
фенил метилсульфонил фторида и апротинина — 
существенного гидролиза меченого соединения не 
наблюдается. 

Осложнением при изучении связывания лиганда 
с клетками при 37 °С может также явиться эндо-
цитоз, который существенно усложняет интерпре-
тацию получаемых результатов. В связи с этим для 
оценки количества попавшего в клетку в результа-
те эндоцитоза меченого гормона после инкубации 
производили обработку клеток при 4 °С кислым 
натрий-ацетатным буфером, вызывающим диссо-
циацию лиганд-рецепторных комплексов на по-
верхности плазматических мембран. Было уста-
новлено, что д а ж е 5-минутная обработка кислым 
буфером вызывает практически полное (более 
90 %) удаление специфически связанного с клет-
ками I-a-МСГ, т. е. эндоцитоз в условиях экспе-
римента существенного изменения в получаемые 
результаты по специфическому связыванию при 
этой температуре внести не может. На рис. 6 
и 7 представлены данные по специфическому свя-
зыванию метки с клетками линии MS, изображен-
ные в стандартных координатах насыщения (рис. 6) 
и координатах Скэтчарда (рис. 7). В результате 
интерпретации графических данных установлено, 
что константа диссоциации лиганд-рецепторного 
комплекса составляет 9,1 ± 3 , 1 нМ, а число мест 
связывания лигандов с клеткой Вмакс — примерно 
8 5 ± 2 0 . Таким образом, на плазматической мем-
бране клеток существуют высокоспецифические 
рецепторы к а-МСГ. Количество рецепторов на 
поверхности клеток линии MS значительно ниже 
их количества, определенного для других меланом-
ных линий человека, где Вмакс более 1000 [5]. 
В связи с этим, вероятно, мы не наблюдали 
внутриклеточного включения метки при 37 °С в 
опытах с использованием от 6 -Ю 5 до 106 клеток. 

Нами были поставлены специальные опыты по 
связыванию клеток с меченым гормоном в усло-
виях интернализации с использованием большего 
количества клеток обеих линий. В таблице пред-
ставлены полученные нами данные по внутрикле-
точному распределению гормона в органеллах ли-
ний BRO и MS, предварительно меченных 
,251-сх-МСГ и в дальнейшем после инкубации в ус-
ловиях эндоцитоза подвернутых фракционирова-
нию. Как видно из представленных в таблице 
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данных, в результате эндоцитоза с органеллами 
клетки связывается незначительное количество ме-
ченого гормона (примерно 1500 расп/мин на 
30 млн клеток, что соответствует проникновению 
внутрь одной клетки 7—8 молекул радиолиганда). 
Основная часть гормона внутри клетки сосредо-
точивается в цитозольной и ядерной фракциях. 
11редставлялось важным выделить внутриклеточ-
ные рецепторы а-МСГ. С этой целью был исполь-
зован наиболее чувствительный метод, заключаю-
щий в осаждении рецепторов и их лигандов в 
виде полирибосомального комплекса с м-РНК. 
Этот метод был успешно применен при выявлении 
рецепторов ростовых факторов [4]. Осаждением 
комплекса ультрацентрифугированием получают 
невидимый глазом осадок, который после раство-
рения з буфере, содержащем додецилсульфат нат-
рия, и "электрофореза по методу [2] с последую-
щим окрашиванием геля серебром дает двойную 
полосу с мол. м. 50 и 58 кДа. Авторадиогра-
фия указанного геля после его высушивания вы-
являет эти же две полосы и наряду с ними нам-
ного более слабо выраженные полосы в высоко-
молекулярной области (150—200 кДа) (рис. 8) . 
Чтобы убедиться в том, что выявляемые полосы 
относятся к рецептору а-МСГ, был проведен опыт 
в присутствии «холодного» а-МСГ. Как видно на 
рис. 8, немеченый а-МСГ в значительной степени 
ослабляет полосу, выявляемую при авторадиогра-
фии, что подтверждает специфичность связыва-
ния. 

Наличие рецепторов а-МСГ у меланомных кле-
ток и их физико-химические характеристики могут 
определять пути дальнейшей внутриклеточной пе-
редачи сигнала. 
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1 2 3 

Рис. 8. Авторадиография 12б1-а-МСГ-
рецепторного комплекса цитозольной 
фракции клеток линии BRC). 
/ — без «холодного» а -МСГ ; 2> 3 в присутствии 
10' - и 10"-кратного молярного избытка «холодной» 
мотки соответственно. 
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INHIBITION O F HUMAN MELANOMA CELLS MS AND 
BRO PROLIFERATION BY MEANS O F cx-MELANOCYTE 
STIMULATING HORMONE 

V. A. Sukhanov, L. F. Morozova, V. V. Lalaev, A. V. Yakhyaev, 
V. L. D'yakov 

All-Union Research Centre of Molecular Diagnostics, Ministry 
of Public Health of the USSR, Moscow 

Effect of cx-melanocyte s t imula t ing hormone (MSH) on 
prol i ferat ing activity of MS and BRO melanoma cell s t ra ins 
with dissimilar phenotype was studied. MSH, apar t from the 
effect on melanomagenesis , influenced the cell proliferation. 
Growth of MS cells was inhibited at 10 8-10 9 M concentra-
tions of the hormone ( IC 5 o=2-10 8 M) , while BRO cells 
were activated. The hidher concentrat ions of MSH inhibited 
a lso BRO cells growth (IC r ,o=9-10 7 M). Ligand-reoeptor 
interaction of l25I = MSH with plasmatic membranes arid cytosol 
fraction of the cells was studied at 4° and 37°. 

(О К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1991 
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С. /7. Сяткин, Т. Т. Березов, И. Я. Гридина, 
Л. С. Бундюк, Я. Ф. Ковалишин 

П О Л И А М И Н Ы К А К Б И О Х И М И Ч Е С К И Е МАР-
К Е Р Ы А Н Т И П Р О Л И Ф Е Р А Т И В Н О Г О Д Е Й С Т -
ВИЯ И Н Г И Б И Т О Р О В Ф Е Р М Е Н Т О В Б И О С И Н -
ТЕЗА П О Л И А М И Н О В И П У Т Р Е С Ц И Н А В 
К У Л Ь Т У Р Е Т К А Н И L - К Л Е Т О К 

Университет дружбы народов им. Патриса Лумумбы, Москва, 
Институт проблем онкологии им. Р. Е. Кавецкого АН УССР, 
Киев 

Наличиё высокого положительного коэффициен-
та корреляции, характеризующего связь между 
ростом опухолевых клеток и содержанием поли-
аминов (ПА) в тканях организма человека и 
животного, позволило рассматривать концентра-
цию спермидина (СД) и спермина (СМ) в крови 
как удобный биохимический показатель комплекс-
ной диагностики и эффективности химиотерапии 
[1]. Ингибиторы орнитиндекарбоксилазы и адено-

зилметиониндекарбоксилазы, такие, как DL-a-
дифторметилорнитин ( Д Ф М О ) и метилглиоксаль-
бис-(гуанилгидразон) ( М Г Б Г ) , снижают скорость 
клеточной пролиферации [5]. Однако исследова-
ние уровня Г1А в опухолевых клетках в про-
цессе роста в культуре ткани не проводили. Это 
определило цель данной работы, заключающейся 
в выяснении роли ПА в реализации антипроли-
феративного действия Д Ф М О и МГБГ. 

М е т о д и к а . Исследовали влияние ингибиторов полиамип-
синтезирующих ферментов на скорость роста трансформиро-

ванных фибробластов мышей линии СЗН и на содержание в 
этих клетках ПА. Количественное определение путресцина 
(ПУТ) и ПА проводили методом внешних стандартов путем 
высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) дан-
сильных производных этих веществ. 

ВЭЖХ проводили на хроматографе APC/GPC-204 («Wa-
ters-millipore», США) с флюоресцентным детектором типа 420 
при длине волны возбуждения 365 нм и эмиссии 495. Исполь-
зовали хроматографическую колонку типа ц Bondapak C t« 
(3 ,9X300 мм) с предколопкой 3 , 9 X 2 0 мм. Хроматографиро-
вали в течение 10 мин в линейном градиенте метанола ( 7 5 -
9 5 % ) . Анализируемый образец вносили в 50 мкл, и разделе-
ние длилось 20 мин. Для количественной оценки содержа-
ния аминов пользовались методом внешних стандартов. Дан-
силирование лиофилизированных образцов препарата ткани и 
аликвот стандартных растворов ПУТ, СД и СМ осуществляли 
путем растворения в 200 мкл 0,2 М бикарбоната натрия, 
смешивания с равным объемом раствора даисилхлорида в 
ацетоне (5 мг/мл) и инкубирования в течение 12 16 ч в 
темноте при комнатной температуре. Далее инкубационную 
смесь пропускали через колонку С S e p - P a k («Waters», США) , 
промывали 5 мл 200 метанола. Дансильные производные ами-
нов элюировали 2 мл 100 % метанола и использовали для 
анализа путем ВЭЖХ. 

Клетки линии L выращивали на питательной среде Игла 
с глутамииом и 10 % сывороткой крови крупного рогатого 
скота | 2 | . В каждый флакон вносили 800(L клеток на 2 мл 
питательной среды. Использовали 105 флаконов. В каждую 
из 4 экспериментальных групп было выделено по 15 флаконов. 
Первая группа была контрольной. Остальные 3 группы под-
вергали ' воздействию Д Ф М О , МГБГ и Д Ф М О совместно с 
МГБГ соответственно. Конечная концентрация исследованных 
соединений в культуральной среде составила К) 4 М. Первую 
смену среды культивирования и введение исследуемых веществ 
в новую культуральную среду осуществляли на 4-е сутки 
после начального посева клеток. Через сутки из каждой группы 
брали по 3 флакона, подсчитывали количество клеток в камере 
Горяева, взвесь клеток центрифугировали при 1500 об/мин 
и осадок использовали для определения ПУТ и ПА методом 
ВЭЖХ. Во всех оставшихся флаконах меняли среду культиви-
рования и вносили указанные вещества в исходном количестве. 
Последующие 2 сут поступали аналогичным образом. После 
4-х сут культуры ткани L-клеток росли еще 3 дня, но без 
смены среды и добавления химических соединений. 

Все цифровые результаты были подвергнуты математиче-
ской обработке методом вариационной статистики с использо-
ванием персонального компьютера. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Характер-
ным для роста L-клеток в культуре ткани было 
значительное превышение концентраций С Д над 
уровнем ПУТ и СМ. и наличие сильной положи-
тельной связи между количеством клеток и внутри-
клеточным содержанием С Д ( r = 0 , 9 6 4 , m r = 0 , 1 5 2 , 
/7=0,01) и СМ ( г = 0 , 8 9 7 , m = 0 , 2 5 5 , р = 0 , 0 5 ) 
(рис. 1). Добавление ингибиторов в культураль-

Рис. 1. Содержание ПУТ и полиаминов в L-клетках в процессе 
роста культуры ткани. 
Здесь и на рис. 2 4: по оси абсцисс время культивирования I . -клеток, 
дни; по осям ординат: слева число L-клеток (К) ' ' на I мл культуральной 
среды), справа содержание поликатионов, рМ на 10" клеток. / I . -клетки; 
2 — С Д ; 3 — С М ; 4 - путресцин. 

Рис. 2. Содержание ПУТ и полиаминов в L-клетках в процессе 
роста культуры ткани на фоне действия Д Ф М О . 
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Рис. 3. Влияние МПЗ Г на концентрацию ПУТ и полиаминов в 
L-клетках в процессе роста культуры ткани. 

Рис. 4. Совместное действие Д Ф М О и МГБГ на уровень ПУТ 
и полиаминов в L-клеткак в процессе роста культуры ткани. 

ную среду существенно тормозило скорость роста 
L-клеток на 4-е сутки: Д Ф М О и Д Ф М О совместно 
с МГБГ соответственно в 4 и 6 раз (рис. 2 и 
4). При этом изменения в концентрации полика-
тионов при действии Д Ф М О опережали 2 сут сдви-
ги в количестве клеток в культуре и характе-
ризовались сильной положительной связью: для 
ПУТ г = 0,758 ( т = 0,376, /?=0,05) , для СД г = 
= 0,843 (mr = 0,191, р = 0 , 0 1 ) , для СМ г = 0,932 
(тг = 0,208, /?=0,01) . Высокая положительная 
связь была выявлена между степенью торможе-
ния и уровнем ПУТ ( г = 0,861, тг = 0,293, р— 
= 0,05), СД (г=0,802 , т г = 0,344, р = 0 , 0 5 ) и СМ 
(г=0,953, т л = 0,173, р = 0 , 0 1 ) при действии МГБГ 
(рис. 3) и ПУТ (г=0,800, mr = 0,339, р = 0 , 0 5 ) , 
СД ( r=0 ,993 , т г = 0 , 0 6 6 , р = 0 , 0 0 1 ) и СМ ( г = 
=0 ,994 , т г = 0 , 0 6 1 , р = 0 , 0 0 1 ) при совместном при-
менении Д Ф М О и МГБГ (см. рис. 4). 

L-клетки оказались чувствительными к дейст-
вию Д Ф М О и МГБГ. Это хорошо согласуется 
с данными литературы о том, что ингибирование 
активности ферментов биосинтеза ПА такими ве-
ществами, как Д Ф М О [3, 41 и МГБГ [6] при-
водило к снижению скорости пролиферации опу-
холевых клеток. На 4-е сутки роста L-клеток в 
культуре ткани эти ингибиторы подавляли ско-
рость пролиферации этих клеток на 60 и 90 % 
соответственно. Однако к 7-м суткам скорость де-
ления и роста L-клеток стабилизировалась. Это 
указывает на обратимость игибирования процес-
са клеточной пролиферации в целом данными 
игибиторами и может быть связано с избира-
тельностью такого действия в отношении к раз-
личным фазам цикла клеточного деления. Харак-
терным оказалось то, что совместное применение 
Д Ф М О и МГБГ не приводило к полному подав-
лению процесса пролиферации этих клеток, хотя 
вызывало его более глубокое торможение, чем 
действие одного ДФМО. 

Проведенные исследования содержания ПУТ и 
ПА в L-клетках в процессе роста в культуре 
ткани на фоне действия ингибиторов ключевых 
ферментов биосинтеза этих соединений выявили 
две характерные особенности. Так, изменения кон-
центрации поликатионов в L-клетках и скорость 
роста этих клеток в культуре ткани можно рас-
сматривать как два тесно связанных между собой 
процесса. Более того, изменения в концентрации 
Г1УТ и ПА первичны по отношению к изменениям 
скорости роста L-клеток, поскольку они опережают 
их во времени, как это было показано в опытах 
с ингибиторами ключевых пол нами ней итезирую-
щих ферментов. 

Таким образом, ПА участвуют в реализации 
антипролиферативного действия Д Ф М О и МГБГ 
и могут служить биохимическими маркерами эф-' 
фективности такого действия. 
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ANTIPROLIFERATIVE EFFECT O F POLYAMINES AND 
PUTRESC1NE AND THEIR USE AS BIOCHEMICAL MAR-
КЛRS O F THE BIOSYNTHESIS RATE IN L-CELL C U L T U R E 
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Ya. P. Kovalishin 
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of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 

Effects of inhibitors of enzymes involved in biosynthesis of 
putrescine and polyamines on growih of mice C3II s train 
t ransformed f ibroblasts as well as on the intracel lular content 
oi putrescine and polyamines were studied. Putrescine and 
polyamines were estimated as dansyl derivatives using HPLC. 
DL-u-difluoromethyl ornithine (F^MeOru) and methyl glyoxal-
bis (quanyl hydrazone) (MGBG) were added to cultivation 
medium at final concentration 10 4 M daily within 4 days. 
The cell cul ture was not treated within the following 3 days 
of the experiment. Distinct exceeding of spermidine content over 
concentrat ions of putrescine and spermine proved to be the 
specific property of L-cells growth in the culture. Amount 
of cells correlated s t rongly with intracel lular content of sper-
midine and spermine ( r = 0 . 9 6 4 ) . Treatment of L-cells with 
F2MeOrn singly or in combination with MGBG led to 4- and 
6-fold decrease in their growth rate, respectively. F^MeOrn 
altered content of polycations 2 days earlier in the cells 
which exhibited distinct correlation between putrescine and 
polyamines ( r = 0 . 9 4 3 ) . The rate of MGBG inhibition correlated 
distinctly with content of putrescine and polyamines ( r = 0 . 9 5 3 ) 
as well as s t rong correlation between putrescine and polyamines 
content ( r = 0 . 9 9 4 ) was detected af ter s imul taneous effect of 
these inhibitors. This sugges t s that polyamines were involved 
in the antiproliferat ive action of the inhibitors studied and 
may be used as markers of cytostatics chemotherapeutic ef-
ficiency. 
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Гликозидазы представляют собой группу гидро-
лаз, осуществляющих деградацию углеводной 

78 



части гликоконъюгатов (гликопротеинов, глико-
липидов, гликозаминогликанов). В тканях живот-
ных и человека существуют две основные группы 
гликозидаз: кислые гликозидазы лизосом и ней-
тральные гликозидазы, локализованные в цито-
золе и других компартментах клетки. Показано, 
что в опухолевых клетках, в том числе при 
гемобластозах, уровень активности ряда кислых 
гликозидаз изменен по сравнению с нормальными 
тканями [5, 11|. В частности, при В-клеточном 
хроническом лимфолейкозе (В-ХЛЛ) активность 
большей части гликозидаз ниже, чем в нормаль-
ных лимфоцитах периферической крови [13, 15). 
Однако следует учесть, что основная популяция 
лимфоцитов периферической крови здоровых лиц 
представлена Т-хелперами, тогда как при В-ХЛЛ 
преобладает В-фенотип, что может являться одной 
из причин обнаруженных различий. 

Наряду с этим в миелоидных клетках больных 
хроническим миелолейкозом (ХМЛ) активность 
кислых гликозидаз выше, чем в гранулоцитах 
здоровых доноров [2, 3, 6 15]. При некоторых 
вариантах гемобластозов, кроме этого, обнару-
жено изменение соотношения изоформ ряда фер-
ментов, в частности появление 1-формы p-N-аце-
тилгексозаминидазы при остром лимфобластном 
лейкозе (ОЛЛ) у детей [8] и S-формы при 
волосатоклеточном лейкозе (ВКЛ) [9). Вместе 
с тем в литературе практически отсутствуют дан-
ные о сравнительном определении активности 
гликозидаз при различных формах и вариантах 
лимфопролиферативных заболеваний ( Л П З ) . Та-
кой анализ мог бы оказаться полезным для пони-
мания механизмов развития патологического про-
цесса, а также для выяснения вопроса о возмож-
ности использования гликозидаз в качестве одного 
из маркеров при дифференциальной диагностике 
гемобластозов. 

М е т о д и к а . Обследовано 28 больных с различными фор-
мами Л П З : В-ХЛЛ, В-клеточной неходжкинской лимфомой 
(В-НХЛ) , В-клеточным О Л Л ( В - О Л Л ) , Т-клеточным О Л Л 
( Т - О Л Л ) , ни Т-, ни В-ОЛЛ ( О Л Л ) , Т-клеточным ХЛЛ 
(T-ХЛЛ) , синдромом Сезари, а также 16 больных ХМЛ. 
Диагноз устанавливали на основании клинико-морфологиче-
ских, цитохимических и иммупохимических исследований. 
Фенотипическую принадлежность клеток определяли методом 
иммунофлюоресцеиции на основании экспрессии линейно-
специфических и дифференцировочных антигенов, идентифи-
цируемых моноклональными антителами [4, К), 14]. Использо-
вали коммерческие препараты моноклональных антител фирм 
«Ortho» (США), «Becton-Dickinson» (ФРГ) и «Dakopat ts» 
(Дания) в соответствии с кластерами дифференцировки CD 
[12]. Фенотипическую принадлежность клеток оценивали 

также ио степени экспрессии двух стандартных В-клеточных 
маркеров мембранных иммуноглобулинов (mlg) и числу 
клеток, несущих рецепторы для эритроцитов мыши (ЕМ). 

Лимфоидные клетки выделяли из цельной крови и кост-
ного мозга больных с различными формами и вариантами 
Л П З , а также из концентрата лимфоцитов, полученного 
после сеанса лимфоцитофереза с помощью центрифугирования 
в градиенте плотности верографин («Спофа», ЧСФР) -
фиколл («Pharmacia» (Швеция) | 1 | . Гранулоциты из крови 
доноров и больных ХМЛ также выделяли, используя градиент 
верографин фикола. Примесь эритроцитов удаляли гемоли-
зом 0,83 %NH4C1. Клетки отмывали 0 , 9 % NaCI, доводили 
до концентрации (20 -30) -10(> клеток на I мл, лизировали 
0,1 % тритоном Х-100 («Serva», ФРГ) и экстрагировали при 
4 °С в течение ночи в присутствии 0,01 % азида натрия 
(«Fluka», Швейцария) . В супернатанте, полученном после 
центрифугирования лизата при 16 000 g в течение 40 мни, 
определяли активность гликозидаз. 

Доля лимфоидных клеток в конечной суспензии составляла 
не менее 90 %. Морфологически клетки были представлены: 
при ХЛЛ —• малыми лимфоцитами, при ВКЛ - клетками с 

«бахромчатым» краем цитоплазмы (так называемые «волоса-
тые» клетки); при В-НХЛ — наряду с малыми лимфоцитами 
присутствовали пролимфоциты и лимфобласты от морфоло-
гического варианта лимфосаркомы). 

При определении активности кислых гликозидаз проба 
объемом 60 мкл включала 20 мкл исследуемого лизата лимфо-
цитов, разведенного в 3 5 раз 0,9 % NaCI, 20 мкл соответ-
ствующего 4-метилумбеллиферил (МУФ)-гликозида фирм 
«Koch-Light» (Англия) и «Serva» (ФРГ) и 20 мкл 0,1 М цитрат-
ио-фосфатного буфера (за исключением p-D-гЛюкуронидазы, 
активность которой измеряли в присутствии 0,1 М ацетатного 
буфера) . Условия определения активности отдельных глико-
зидаз: Ы-ацетил-р-Э-гексозаминидазы 1,00 мМ (конечная 
концентрация) МУФ-^-Г)-глюкозаминид рН 4,5 (инкубация 
15 мин при 37 °С); a-D-маннозидазы - 1,66 мМ МУФ-a-D-
маннозид рН 4,0 ; p-D-глюкуронидазы 1,00 мМ МУФ-p-D-
глюкуронид рН 3,6; p-D-галактозидазы 0,83 мМ МУФ-p-D-
галакпозид рН 4,5; a-L-фукозидазы 0,83 мМ МУФ-a-L-
фукозид рН 4,8 5,0 (инкубация 30 мин при 37 °С); кислой 
a-D-глюкозидазы 1,00 мМ МУФ-а-О-глюкозид рН 4,0; 
нейтральной a-D-глюкозидазы 1,00 мМ МУФ-а-1)-глюкозид 
рН 6,2 (инкубация 60 мин при 37 °С). При определении 
активности нейтральной a-D-маннозидазы для ее стабилизации 
к суспензии клеток добавляли I мМ МпС1г и 2 мМ дитиотреитол 
(«Serva», Ф Р Г ) . Суспензию клеток сохраняли при 12 °С 
в течение ночи, затем размороженные клетки гомогенизирова-
ли в стеклянном гомогенизаторе и центрифугировали 40 мин 
при 16 000 g. Инкубационная смесь содержала 10 мкл 5,00 мМ 
МУФ-а-О-маннозида, 20 мкл 0,1 М цитратно-фосфатного 
буфера рН 6,2; К) мкл раствора свайнсоиина («Koch-Light», 
Англия), являющегося ингибитором кислотой a-D-маннози-
дазы, и 10 мкл ферментного препарата. Пробы инкубировали 
от 10 до 60 мин при 37 °С; в зависимости от активности 
фермента. 

Реакцию останавливали добавлением 4 мл 0,1 М ЫагСОз 
и флюоресценцию измеряли на флюоримстрс БИАН-130 
(X возбуждения — 365 нм, эмиссии - 436 им). За единицу 
активности принимали количество фермента, катализирующее 
отщепление 1 нм 4-метилумбеллиферона за I мин. Удельную 
активность выражали в единицах активности на Ю8 клеток 
или на I мг белка. Белок определяли по методу Лоури. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Сравнение 
активности кислых лизосомных гликозидаз и ней-
тральной цитозольной гликозидазы — а-глюкози-
дазы - в опухолевых клетках периферической 
крови больных Л П З и активности этих глико-
зидаз в миелоидных клетках больных ХМЛ пока-
зало (табл. 1), что при ХМЛ активность большин-
ства гликозидаз существенно выше, чем при Л П З . 
Активность (х-маннозидазы, например, более чем в 
100 раз выше при ХМЛ, чем при В-ХЛЛ, и в 10 раз 
выше по сравнению с Т-ОЛЛ, при котором наблю-
даются наиболее высокие значения активности 
всех гликозидаз при Л П З . 

В лимфоидных клетках больных с В-клеточными 
вариантами Л П З (В-ХЛЛ, В-НХЛ и ВКЛ) актив-
ность всех исследуемых гликозидаз, но особенно 
N-ацетил-р-гексозаминидазы, a-маннозидазы и (3-
глюкуронидазы, была в 2 15 раз ниже, чем в 
нормальных моиоиуклеарах. При Т-клеточиых ва-
риантах эта разница менее выражена (см. табл. 1). 

Выявлены также значительные различия в 
активности гликозидаз в лимфоидных клетках 
больных с В- и Т-вариантами Л П З . Так, клетки 
больных В-ХЛЛ, В-НХЛ, ВКЛ и В-ОЛЛ имели 
более низкий уровень активности 1М-ацетил-|3-гек-
созаминидазы, a-маннозидазы и (3-галактозидазы, 
чем клетки больных с Т-вариантами Л П З . В группе 
больных с В-клеточными вариантами Л П З наи-
более низкие значения всех исследуемых гликози-
даз обнаружены в лимфоидных клетках боль-
ных В-ХЛЛ, которые на 80 90 % представлены 
малыми лимфоцитами. Активность а-маннозидазы 
в клетках 4 из 5 больных В-ХЛЛ была крайне 
Низкой и соответствовала уровню ее активности 
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Т а б л и ц а 1 
Активность гликозидаз (в ед/10 8 клеток) при разных формах Л П З 

Заболевание 
N-ацетил-fi-D-

гексоз-* u-D-маи-
нозидаза 

р- D- глюку -
ронидаза 

р-D-галак-
тоз ида за 

u-D-фуко-
зидаза 

<t-1)-глю-
коз ида за 

a-D-
гл ю коз ида за 

амипидаза 
u-D-маи-
нозидаза 

р- D- глюку -
ронидаза 

р-D-галак-
тоз ида за 

u-D-фуко-
зидаза (кислая) (нейтральная) 

1. В - Х Л Л (5) 
2. В -НХЛ (6) 
3. В К Л (5) 
4. В - О Л Л ( I ) 

5. Т-ХЛЛ (4) 
6. Синдром Сезари (3) 
7. Т -ОЛЛ (2) 
8. ни Т-, ии В-ОЛЛ (1) 

В-вариант ЛПЗ: 

17,7±1,5 0,6±0,1 6 ,0± 1,3 4,3±1,2 1,6±0,2 
33,84=1,4 2,1 ±0 ,3 10,5=4=1,6 4,3±0,9 2,4=+= 1,0 
97,6=1=12,6 7,34=1,0 25,8 ±5 ,9 7,8±2,1 3,9±0,7 

130.2 3,0 24,4 4,9 11,5 

Т-вариант ЛПЗ: 
136,1 ±34,4 6,7=1=2,7 26,3±9,9 11,5±0,8 7,6±1,2 
147,0=1=45,8 9,3±4,2 30,1 ±3 ,9 17,84-7,3 7,1 ±2 ,6 

244,7; 315,1 10,0; 21,3 47,9; 67,7 21,9; 50,1 9,1; 19,4 
359.3 14,1 26,4 33,1 26,2 

0,7±0,3 
0,7=1=0,1 
1,0±0,1 

1,0 

1,7±0,5 
1,4 ±0 ,3 
2,8; 4,4 

3,9 

1,3±0,3 
2,7±0,4 
3,1-+-0,5 

3,1 

2,6±0,3 
3,2±0,9 
3,6; 5,8 

6,3 

Нормальные мононуклеа 
ры (8) 256,9± 19,9 10,5±0,8 58,2±6,6 44,2±4,7 1(),1±1,1 1,6±0,2 6,0±0,8 

Норм а л ь и ы е г р а и у л о ц и -
ты (3) 154,3±8,4 38,8±3,7 50,2±3,3 12,1±0,8 8,1 =±=4,6 4,3±0,1 13,6±0,8 

ХМ Л (16) 278,74=22,2 100,0=1=9,2 70,2±6,7 40,9±4,7 19,2±1,8 *3,4±0,5 5,1 =±=0,7 

П р и м е ч а н и е . Разница между активностью N-ацетил-р-гексозаминидазы, а-маннозидазы и fi-глюкуронидазы в груп-
пах больных I 2 и 2—3 статистически достоверна (соответственно р<0,0()1, <0,01 и <0,05) . Различия между актив-
ностью других ферментов в группах 1—3 статистически недостоверны. В скобках — число образцов. 

в лимфоцитах больных с генетическим дефектом 
синтеза этого фермента (наследственным манно-
зидозом), т. е. менее 1 ед. активности на К)8 кле-
ток. Фенотипически клетки крови больных В-ХЛЛ 
могут быть отнесены к ранним В-клеткам (табл. 2). 

В группу В-НХЛ входили 5 больных с пролимфо-
цитариым вариантом лимфосаркомы (IV стадия) 
и 1 больной с лимфобластиым вариантом (IV ста-
дия) . Во всех случаях имела место лейкемиза-
ция (лейкоцитоз— 12,5— 197 тыс., патологиче-
ские клетки — 55—86 % ) . Активность а-фукози-
дазы и кислой а-глюкозидазы при НХЛ была 
низкой, как и при В-ХЛЛ, тогда как активность 
остальных кислых гликозидаз была примерно в 
2—3 раза выше. Клетки больных В-НХЛ фено-
типически находились на более поздних, чем при 
В-ХЛЛ, стадиях дифференцировки (см. табл. 2), 
причем степень зрелости опухолевых клеток была 

различной: у одного больного клетки имели фено-
тип промежуточных В-клеток, у другого — зрелых, 
у третьего — поздних В-клеток. Однако сущест-
венных различий в активности гликозидаз в этих 
типах клеток не наблюдалось. 

Активность гликозидаз в лимфоидных клетках 
больных ВКЛ заметно выше, чем в клетках боль-
ных В-ХЛЛ и В-НХЛ, особенно активность 
N-ацетил-р-гексозаминидазы, а-маннозидазы и 
(3-глюкуронидазы (см. табл. 1). Активность [3-га-
лактозидазы и а-фукозидазы была незначительно 
выше при ВКЛ, чем при В-ХЛЛ и В-НХЛ, тогда 
как различия в активности кислой а-глюкозидазы 
в опухолевых клетках трех вышеперечисленных 
групп больных практически отсутствуют. Следует 
отметить, что количество «волосатых» клеток не 
оказывало существенного влияния на' активность 
гликозидаз. Так, у 3 больных, у которых число 

Т а б л и ц а 2 
И ммунологический фенотип и стадии дифференцировки лейкемических лимфоидных клеток 

Заболсияние 
В-клетки (% клеток, экспрессирующих маркер) 

Стадия дифференцировки В-клеток | I 2 | Заболсияние 
CD 5 CD 10 CD 19 CD 20 CD 21 CD 34 CD 38 la mtg Em 

Стадия дифференцировки В-клеток | I 2 | 

О Л Л 2 0 0 39 40 6 0 Общие предшественники лимфоидных 
клеток 

В - О Л Л 9 72 4 — 69 46 89 — 2 Предшественники В - кл сто к 
В-ХЛЛ 80 — 90 90 — 75 0 73 Ранние В-клетки 
НХЛ 4 — — 91 1 — 75 40 50 Промежуточные В-клетки 
НХЛ 8 3 80 94 — 74 64 1 1 Зрелые В-клетки 
НХЛ 0 0 90 94 0 — 0 93 93 5 Поздние В-клетки 

Т-клетки (% клеток, экспрессирующих маркер) 
Стадия дифферсициронки 'Пклеток (13] 

# CD I а CD2 CD3 CD4 CD5 CD7 CD8 CDIO CD 34 CD 38 
Стадия дифферсициронки 'Пклеток (13] 

# 

Т - О Л Л * <1 3 20 85 3 1 65 94 I 
Т - О Л Л 32 — 30 56 62 27 17 11 54 II 
Т-ХЛЛ 0 54 94 78 97 93 96 0 — 0 111 
Т-ХЛЛ 3 93 94 2 12 2 93 — , — 0 IV—V (Т-супрсссоры) 
Синдром 44 4 — — IV V (Т-хелперы) 
Сезари 0 — 96 93 80 

П р и м е ч а н и е . Звездочка клетки костного мозга. 

80 



«волосатых» клеток составляло не более 5 %, 
активность N -ацетил-(i-гексозамииидазы была 
даже несколько выше, чем в случаях, когда число 
«волосатых» клеток составляло 80—90 %. 

В клетках больного В-ОЛЛ, фенотипически 
соответствующих предшественникам В-клеток, ак-
тивность N-ацетил-р-гексозаминидазы и а-фуко-
зидазы была несколько выше, чем при В-ХЛЛ, 
В-НХЛ и ВКЛ, тогда как активность а-маинози-
дазы, (3-галактозидазы и кислой а-глюкозидазы не 
отличалась от их активности в трех первых 
группах. 

В группе больных с Т-клеточными вариантами 
Л П З различия в активности гликозидаз менее 
выражены, но, как уже отмечалось, в целом актив-
ность большинства гликозидаз выше, чем при 
В-клеточных вариантах. Так, в клетках больных 
Т-ХЛЛ активность гликозидаз от 2 до 20 раз выше, 
чем при В-ХЛЛ (см. табл. 1). Величины актив-
ности ферментов при синдроме Сезари существен-
но не отличались от их активности при Т-ХЛЛ. 

Наиболее высокие значения активности всех 
гликозидаз выявлены в лимфоидных клетках 
больных Т-ОЛЛ и ни Т-, ни В-вариантом О Л Л 
(клетки не имеют маркеров Т- и В-лимфоцитов). 
При этом активность некоторых гликозидаз 
несколько выше при Т-ОЛЛ, тогда как активность 
других в клетках больного ОЛЛ. Клетки этих 
больных фенотипически находились на наиболее 
ранних стадиях клеточной дифференцировки и 
соответствовали общим предшественникам лим-
фоидных клеток ( О Л Л ) и I—II стадиям тимичес-
кой дифференцировки (Т-ОЛЛ) (см. табл. 2). 

Высокую активность гликозидаз при О Л Л мож-
но объяснить как высокой степенью пролиферации 
этих клеток, так и числом властных форм в изучае-
мых клеточных образцах. Последнее предполо-
жение, однако, не нашло подтверждения при 
сравнении активности в клетках больных В-ОЛЛ 
и О Л Л , в которых число бластных форм было 
равным (60 % ) , тогда как активность гликозидаз 
значительно различалась. Активность гликозидаз 
в клетках, имеющих фенотип, соответствующий 
промежуточным стадиям дифференцировки В-
и Т-клеток, была наиболее низкой в клетках как 
В-, так и Т-ряда. Клетки этого типа, полученные 
от больных ХЛЛ, имеют, по некоторым данным 
[7], сниженное число лизосом, что может обусло-
вить и низкую активность лизосомных гликозидаз. 
Изменение числа лизосом, вероятно, не является 
единственной причиной низкой активности глико-
зидаз при В-ХЛЛ, поскольку падение активности 
разных гликозидаз различно по сравнению с их 
активностью в клетках — предшественниках В-
клеток (В-ОЛЛ) . Можно предположить, что при 
В-ХЛЛ не только нарушается' лизосомный аппа-
рат, но также изменяется экспрессия отдельных 
гликозидаз. 

В лимфоидных клетках некоторых больных была 
также определена активность нейтральной а-ман-
нозидазы фермента, локализованного в цито-
золе и участвующего в обмене маннозосодержа-
щих соединений наряду с кислой а-маннозидазой. 
Активность нейтральной а-маннозидазы (табл. 3) 
была приблизительно одинакова в нормальных 
мононуклеарах и в клетках больных с Т- и 
В-клеточными вариантами Л П З , тогда как актив-
ность кислой а-маннозидазы, как указано выше, 

Т а б л и ц а 3 

Активность нейтральной и кислой а-маннозидаз в лимфоидных 
клетках в норме и при Л П З 

Активность, ед/мг белка 

Источник м е т о к нейт-
ральная кислая 

нейтраль-
ная/кис-нейт-

ральная лая 

Патологических: 
В-ХЛЛ (3) 1,4 0,3 4,3 

[ 1 , 3 - [0,2— 
1,6] 0,4] 

В-НХЛ (1) 0,8 0,8 1,0 
Т-НХЛ (1) 0,9 1,9 0,3 
синдром Сезари (1) 0,7 1,4 <0,5 

Нормальн ых: 
Т-лимфоцитоз* (1) 0,7 0,3 2,3 
здоровые доноры (7) 0,9 0,8 1,1 

[0,5— [0,3-
1,5] 1,2] 

П р и м е ч а н и е . Представлены средние данные. круг-
лых скобках — число случаев, в квадратных разброс 
данных. Звездочка нормальный фенотип Т-клеток. 

была ниже при В-ХЛЛ. При сопоставлении 
активности нейтральной и кислой а-маннозидаз 
в клетках одного типа видно, что при В-ХЛЛ в 
клетках преобладает активность нейтральной а-
маннозидазы, при В-НХЛ активность кислой и 
нейтральной а-маннозидазы практически равна, 
тогда как при Т-клеточных вариантах заболевания 
выше активность кислой а-маннозидазы. Следует 
отметить, что активность цитозольных (нейтраль-
ных) гликозидаз — а-глюкозидазы и а-маннози-
дазы — изменяется при Л П З меньше, чем актив-
ность лизосомных (кислых) гликозидаз. В неко-
торых случаях, например при В-ХЛЛ, а также при 
ХМЛ, изменения активности нейтральных и кис-
лых гликозидаз носят противоположно направлен-
ный характер, что, возможно, обусловлено 
компенсаторной реакцией. Преобладание актив-
ности нейтральной а-маннозидазы по отношению к 
кислой может служить характерным признаком 
лимфоидных клеток больных В-ХЛЛ. 

Учитывая небольшое количество исследуемого 
материала, представленные данные следует рас-
сматривать как предварительные. 

Результаты проведенных исследований позво-
ляют сделать заключение, что величины актив-
ности гликозидаз в клетках периферической крови 
больных с разными формами и вариантами гемо-
бластозов различаются. В лимфоидных клетках 
больных Л П З активность гликозидаз ниже, чем 
в нормальных мононуклеарах и гранулоцитах, 
и значительно ниже, чем в незрелых миелоидных 
клетках больных ХМЛ. В группе больных Л П З 
более высокая активность гликозидаз наблюда-
лись у больных с Т-клеточными, чем с В-клеточ-
ными вариантами. Среди больных с В-клеточными 
вариантами заболеваний наиболее высокая актив-
ность выявлена в лимфоидных клетках больных 
О Л Л и ВКЛ, наиболее низкая - в клетках боль-
ных ХЛЛ. При Т-клеточных вариантах наиболее 
высокая активность обнаружена у больных О Л Л , 
однако различия между отдельными формами 
заболеваний менее выражены, чем при В-клеточ-
ных вариантах. Анализ зависимости активности 
гликозидаз от фенотипа и стадии дифференциров-
ки лимфоидных клеток больных показал, что более 
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высокая активность гликозидаз наблюдается в 
клетках, имеющих фенотип, соответствующий ран-
ним стадиям дифференцировки: общих предшест-
венниках лимфоидных клеток, предшественниках 
В-клеток и клетках на первой стадии тимической 
дифференцировки. В клетках, имеющих фенотип, 
соответствующий более поздним стадиям диффе-
ренцировки, активность гликозидаз ниже. Наибо-
лее существенные различия между формами и ва-
риантами Л П З наблюдаются для трех гликозидаз: 
[5-глюкуронидазы, а-маннозидазы и N-ацетил-(3-
гексозаминидазы. Определение активности этих 
гликозидаз в лимфоидных клетках может быть 
полезным при дифференциальной диагностике 
Л П З . 
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GLYCOSIDASES OF LYMPHOID CELLS IN PATIENTS 
WITH DIFFERENT FORMS OF LYM P H O P R O LIFER ATI VE 
DISORDERS 

N. A. Ushakova, A. L. Vlasova, M. E. Preobrazhenskaya, 
R. S. Samoylova, A. M. Polyanskaya, M. A. Grigoryeva, 
S. A. Baydurin 

Inst i tute of Biological and Medical Chemistry, Academy of 
Medical Sciences of the USSR, Inst i tute of Hematology and 
Intensive Therapy, All-Union Hematological Centre, Ministry 
of Public Health of the USSR, Moscow 

Activity of 8 glycosidases (6 acid lysosomal and 2 neutral 
cytosolic enzymes) was estimated in lymphoid cells of 28 patients 
with different forms of lymphoproliferative disorders: B- and 
T-chronic lymphocytic leykcmia (CLL), non-Hodgkins lymphoma 
(NHL) , Sezary syndrome, hairy cell leukemia (HCL) and 
B- and T-acute lymphoblastic leukemia (ALL). Activity of 
these glycosidases was also studied in mononuclear cells and 
granulocytes of healthy volunteers and in immature myeloid 
cells of 16 patients with chronic myeloid leukemia (CML). 
In lymphoid cells of all the patients studied (except of ALL) 
the glycosidases activity was decreased as compared with 
that of normal mononuclear cells and immature myeloid cells. 
Activity of the mejority enzymes studied was higher in T-lym-
phoid cells of patients with lymphoproliferative disorders as 

compared with B-cells. The highest glycosidases activity wa.s 
found in ALL cells and the lowest in CLL cells of the 
pat ients with B-lumphoid cells forms of the disease. Activities 
of Nbacetyl-p-Drhexosaminidase, cx-D-mannosidase and p-D-glu-
curonidase were distinctly dissimilar in cells of the pat ients 
with B-CLL, B-NHL and HCL. Estimation of these glycosidases 
activity in lymphoid cells may be of importance in differential 
diagnosis of lymphoproliferative disorders . 
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И С С Л Е Д О В А Н И Е М И Т О Х О Н Д Р И А Л Ь Н О Й 
Д Н К П Е Ч Е Н И К Р Ы С , О Б Р А Б О Т А Н Н Ы Х 
1 , 2 - Д И М Е Т И Л Г И Д РАЗИ Н О М 

НИИ онкологии им. Н. Н. Петрова Минздрава СССР, Ленин-
град; Национальный онкологический центр, София 

Известно, что митохондриальная Д Н К (мДНК) 
подвергается модификации различными канцеро-
генами в несколько раз интенсивнее, чем ядерная 
Д Н К [2, 15, 19, 20]. Однако количество про-
мутагенных аддуктов, образующихся в мДИК, 
невелико. Для бензпирендиол-эпоксида ( Б П Д Э ) 
оно равно 16 на 1 молекулу мДМК [12| . Для ал-
килирующих канцерогенов количество образую-
щихся промутагенных оснований, по-видимому, 
еще ниже [3, 13, 14). 

При химическом канцерогенезе мутации возни-
кают в определенных нуклеотидных последова-
тельностях значительно чаще, чем в других; при 
этом разные по химической структуре канцеро-
гены вызывают мутации в одних и тех же «горя-
чих точках» генов [4, 5, 8, 9, 17|. Существуют ли 
подобные «горячие точки» в митохондриальном 
геноме, неизвестно. При действии этилметан-
с ул ьфо н а та, БПДЭ, N - мети л - N - н итро- N- н итрозо -
гуанидина не удалось обнаружить специфиче-
ские мутации в области D-петли и неклонируемый 
фрагмент мДНК клеток HeLa через 2—3 нед 
после введения канцерогенов [12| . 

Мы предприняли попытку исследовать в этом 
отношении другую область митохондриал ьного 
генома — б'-конец гена 16S РНК в ранние 
сроки после аппликации канцерогена 1,2-диметил-
гидразина (ДМ Г). Для реализации мутаген-
ного эффекта о-6-мГуа мДНК крысы, метилиро-
ванная in vivo, подвергалась репликации в штамме 
Е. coli НВ 101, дефектном по о-6-мГуа-метил-
трансферазе 1111. 

М е т о д и к а . Белым беспородным крысам массой I00-— 
150 г подкожно вводили Д М Г (20 мг на I кг массы тела) . 
Все манипуляции проводили иод хлороформным наркозом. 

мДНК была выделена из печени крыс через 20 ч после 
введения канцерогена |16 | и обработана эндонуклеазой 
Bam HI, фрагменты мДНК, Bam А (II т. п. н) и В а т В 
(5 т. п. н) лигировали с pBR322 по В а т HI сайту и проводили 
трансформацию Е. со 1 i | 6 | . 

Рекомбинантные плазмиды, содержащие В а т А-фраг-
мент, были накоплены, вставки были выделены с помощью 
рестрикционной эндонуклеазы Bam HI | 1 | . 5 '-Конец гена 16S 
РНК был выделен препаративным электрофорезом из Bam А-
фрагментов после рестрикции эндонуклеазой Hind III и EcoRI. 

Полученные фрагменты были лигированы с М13 т р 9 и 
М13 т р 8 репликативными формами фагов по оппозицион-
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5 ' -Конец пена большой рибосомальной Р Н К м Д Н К крыс. 

Треугольник острием вверх делении; треугольник острием вниз инсерции; 
прямоугольник транзиции. 

ным сайтам Hind 111 и EcoRl и клонированы в Е. coli ЛМ 101. 
Рекомбинантные фаги были изолированы и сиквенироваиы 
по Сэнгеру, как описано в инструкции к наборам фирмы 
« A m e r s h a m » по «Клонированию и сиквенированию в фа-
гах М13». 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Мы опре-
делили первичную структуру 5'-конца гена боль-
шой рибосомальной Г3ПК мДНК через 20 ч после 
введения ДМГ. Было проанализировано 5 не-
зависимых клонов, содержащих указанный фраг-
мент. Нуклеотидные последовательности были 
идентичными для всех 5 изолированных клонов и 
отличались от опубликованной ранее структуры 
этого фрагмента [18] (см. рисунок). Были най-
дены A-G транзиция в позициях 123 и 155 от 
EcoRl сайта, G-A в позиции 149,С-Т 180, 
А:Т делении в позициях 8, 151, 152, 184, 401, Т:А 
инсерция - 198. СиквенИрование обеих цепей 
одного из полученных клонов продемонстрировало 
их полную комплементарность. 

Аналогичная работа по сиквенированию 5'-кон-
ца гена 16S РНК интактных крыс показала от-
сутствие различий в иуклеотидных последова-
тельностях между контрольными и подопыт-
ными животными. Следует отметить, что мутации 
в положениях 8, 123, 152, 184, 198 и 401 были ранее 
найдены в исследуемой области митохондриаль-
ной мДНК [Ю]. 

Таким образом, обнаруженные нами разли-
чия представляют собой внутривидовую дивер-
генцию иуклеотидных последовательностей, а по-
лученные результаты в целом свидетельствуют 
об отсутствии мутаций, обусловленных действием 
ДМГ. Нам не удалось обнаружить мутаций 
в 5'-конце гена 16S РНК, которые могли бы быть 
следствием действия ДМГ. Основная причина 
этого, как нам кажется, состоит в том, что 5'-конец 
гена 16S РНК, по-видимому, не является областью 
преимущественного метилирования по сравне-
нию с другими областями мДНК. С другой сто-
роны, низкая метилтрансферазная активность 

в Е. coli могла оказаться достаточной для репара-
ции промутагенных оснований в клонируемом 
фрагменте. Учитывая незначительную частоту 
образования промутагенных оснований на 1 моле-
кулу мДНК, выявление мутаций, индуцированных 
канцерогенами, является трудной задачей, тре-
бующей анализа большого числа индивидуальных 
клонов. 

Таким образом, изучение молекулярных меха-
низмов химического канцерогенеза привело к от-
крытию сайтспецифического мутагенеза в генах-
мишенях |4, 5, 7 9, 17|. Митохондриальный ге-
ном млекопитающих изучен в этом отношении не-
достаточно. Мы предприняли попытку идентифи-
кации «горячих точек» мутаций в 5'-конце гена 
16S мРНК крыс в ранние сроки после введения 
алкилирующего канцерогена ДМГ. Наши предва-
рительные результаты позволили идентифициро-
вать только внутривидовую дивергенцию иуклео-
тидных последовательностей и показали отсутст-
вие мутаций, индуцированных ДМГ. Это позволя-
ет предположить, что данная область мДНК, по-
видимому, не является преимущественной мишенью 
для действия алкилирующего канцерогена ДМГ. 
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Pr imary s t ruc ture of 5'-end 16S RNA gene of mitochondrial 
DNA (rnDNA) isolated from rat liver t issue within 20 hrs 
af ter t reatment with 1,2-dimethyl hydrazine, was analyzed. 
The prepara t ions studied did not contain muta t ions induced by 
the drug . The region of mDNA analyzed appears not to be a 
preferential t a rge t for mutagenic effect of 1,2-dimethyl hydrazine 
unber these experimental conditions. 

<g) К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1991 
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К. П. Хансон, В. П. Калиновский, Л. Б. Новиков, 
С. Н. Федоров 

Б И О Х И М И Ч Е С К И Е И М О Л Е К У Л Я Р Н О - Б И О -
Л О Г И Ч Е С К И Е А С П Е К Т Ы Г А С Т Р О К А Н Ц Е Р О -
Г Е Н Е З А У Ч Е Л О В Е К А И Ж И В О Т Н Ы Х 

НИИ онкологии им. Н. Н. Петрова Минздрава СССР, Ленин-
град 

Этиологические факторы, способствующие раз-
витию рака желудка, многочисленны, но кон-
кретные причины возникновения рака желудка 
остаются неизвестными. М о л е к у л я р н о - г е н е т и ч е -
ское исследование РЖ развито сравнительно ела-
бо [7]. 

В настоящей работе изучали экспрессию и 
структуру протоонкогенов при раке желудка у 
человека и в процессе экспериментального гастро-
канцерогенеза, индуцированного у крыс N-метил-
N'-иитро-М-нитрозогуанидином (МННГ) . 

М е т о д и к а . Под наблюдением находилось 35 больных, 
из них 32 страдающих карциномой и 3 язвой желудка. 
Исследовали ткани опухолей желудка, метастазы рака же-
лудка в регионарные лимфатические узлы, иссеченные язвы 
желудка и лимфоциты периферической крови этих боль-
ных. Контролем служила макроскопически не измененная 
слизистая оболочка желудка этих больных, взятая по краю 
резекции. Индукцию карцином железистой части желудка 
крыс вызывали введением -с питьевой водой раствора МННГ 
в концентрации 167 мг/л в течение 7 мес. Опыты проведены 
на 250 белых нелинейных крысах-самцах. Возраст животных 
в начале опыта составлял , 2,5 3 мес. Слизистую оболочку 
и карциномы желудка крыс сразу после ее удаления охлаж-
дали, тщательно промывали физиологическим раствором и 
использовали в дальнейших опытах. Контролем служила 
слизистая оболочка интактных крыс соответствующей возраст-
ной группы. Материал у животных получали спустя I и 9 сут, 
3, 7, 12, 18 и 24 мес после начала введения МННГ. 

13 каждом случае исследовали по 5 10 крыс. Адено-
карциномы развивались через 1,5—2 года после начала вве-

дения МННГ. Д Н К и РНК выделяли из тканей фенол-детер 
рентным методом, как описано ранее | 4 | . Очищенные пре 
параты РНК анализировали электрофоретически в 1 % геле 
агарозы на наличие фракций 28S, 18S и 4S, после чего ис-
пользовали для количественной оценки экспрессии прото-
онкогенов методом гибридизации в пятне [5]. Величину 
траискриптов определяли по методике, описанной ранее [3], 
с применением формальдегида. Локусы протоонкогенов в ге-
номной Д Н К исследовали с помощью рестрикционного ана-
лиза с применением эндонуклеаз Bam HI , Pvu II, Pst 1, Msp I, 
Bcnl, Mvul , EcoRl и BspRl ( Н П О «Фермент», С С С Р ) . 
Образцы проб после рестрикционного анализа подвергали 
электрофорезу в 0,8 % геле агарозы («Sigma», США) с пере-
носом на нейлоновые мембраны («Хийду Калур», СССР) 
по методу [13]. Прсдгибридизацию проводили в течение 4 

. 6 ч при 42 °С в растворе, содержащем 50 % формамид, рас-
твор Денхарта , 5 X S S C , 4 X ; 100 мкг/мл Д Н К спермы лосося, 
0 , 2 % додецилсульфата натрия ( Д С П ) . Гибридизацию осу-
ществляли в течение 16 24 ч в растворе того же состава 
с добавлением ДНК-пробы с удельной радиоактивностью 
(1,0—2,0)-10й имп/мин/мкг, меченной в реакции ник-транс-
ляции 3 2 Р-дЦТФ 111 пБк/моль, «Amersharn», Великобри-
тания, или «Изотоп», С С С Р ) . [3]. Использовали следующие 
оикоспецифическис пробы: вставку онкогена человека 
c -Ha- ras I (плазмида pEJ 6.6) [14], pv-Ki-ras (илазмида 
p H i — H i - 3 ) [9], pN'-ras (плазмида pNp-1 )-фрагмент [15], 
pv-src (плазмида pRc-II) | l | , pv-myc [16], pv-fos J8], pv-abl 
[8] и pv-sis | l l | . В качестве ДНК-пробы использовали также 
(ррагмент генома крысы, содержащего З'-участок 18S рДНК, 
полный ген 5,8S рДНК, 5 ' -фрагмент 28S р Д Н К [12]. От-
мывку фильтров от непрогибридизовавшейся пробы и авто-
радиографию проводили по описанной методике [4]. Интен-
сивность гибридизации определяли денситомстрически на 
микрофотометре МФ-4. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В I сери и 
опытов изучали экспрессию широкого набора про-
тоонкогенов в образцах карцином желудка чело-
века, взятых при операциях. Определяли уровень 
экспрессии следующих протоонкогенов: с - т у с , 
N-myc, c-fos, yes, Ha-ras 1, Ki-ras 2, N-ras, АЫ, 
Sre 1, Raf 1, Met и Mos. Методом гибридизации 
в пятне удалось выявить активацию экспрессии 
лишь c-myc, c-fos, Ha-ras 1, Ki-ras 2, N-myc и 
Raf 1. 

На рис. 1 представлены результаты определения 
уровня экспрессии протоонкогена с - т у с в тканях 
опухоли и слизистой оболочки желудка человека. 
В большинстве случаев сигнал радиоактивности 
в дотах усиливается в опухоли в 4 раза, но 
в некоторых случаях усиление сигнала отмечается 
и в неизмененной слизистой оболочке желудка 
больных людей. Аналогичная картина наблюда-
лась при исследовании экспрессии протоонкогена 
c-fos (рис. 2). Усиление экспрессии протоонкогена 
Ha-ras 1 в карциномах желудка исследованных 
больных наблюдалось значительно реже, чем 
с - т у с и c-fos. При этом увеличение накопления 
транскриптов, достигающее 4- и 8-кратного уров-
ня в случае Ha-ras 1, выявилось только в карци -
номе и ее метастазе и не обнаруживалось в при-
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Рис. I. Экспрессия протоонкогена с - т у с в тканях 
опухоли и слизистой оболочки желудка человека. 
Гибридизация в пятне препаратов тотальной клеточной Р Н К с 
пробой pv-myc. Здесь и на рис. 2 и 3, 7, 8: слева коли-
чество Р Н К (в м к г ) , содержащейся в каждом разведении; 
I I норма, Р рак, цифры номера историй болезни. 



Рис. 2. Экспрессия протоонкогена c-fos в тка-
нях опухоли и слизистой оболочки желудка 
человека. 
Гибридизация в питие препаратов тотальной клеточной 
Р Н К с пробой pv-fos. Мр метастаз рака желудка. 

Н105 Р105 Н106 РЮ6 МрЮб HI07 PI07 Н108 РЮ8 

20 

1.25 

0.31 

• Ф Ф Ф 

• • • • 
Ш ф 

Р35 Н35Мр35 H5J Р51 Мр51 Н52 Р5£ 

20 шшшит 

» ; 

Рис. 3. Экспрессия протоонкогена c -Ha- ras в тканях опухоли и 
слизистой оболочки желудка человека. 
Гибридизация и пятно препаратов тотальной клеточной РНК с пробой F.I 6.6. 

летающей слизистой оболочке. Особенностью ак-
тивации экспрессии Ha - r a s I является то, что она 
может наблюдаться в первичной опухоли 
(рис. 3, Р 35) , усиливаться в метастазе (см. рис. 3, 
Мр 35) или появляется впервые только в метаста-
тическом опухолевом узле (см. рис. 3, Мр 51) . 

Дополнительное накопление транскриптов про-
тоонкогена Raf-1 наблюдалось лишь в некото-
рых метастазах карциномы желудка в лимфа-
тические узлы. Не происходило усиления экс-
прессии Raf-1 т а к ж е в прилегающей к опухоли не-
измененной слизистой оболочке желудка. В неко-
торых случаях удалось выявить усиление экспрес-
сии протоонкогенов N-myc и Ki-ras 2. Накопление 
транскриптов этих генов отмечалось в одних и 
тех же образцах и не коррелировало с уровнем 
экспрессии других протоонкогенов (табл. 1). 

Анализ результатов исследования экспрессии 
протоонкогенов c-myc, c-fos, H a - r a s 1, Ki-ras 2, 
N-myc, Raf 1 показывает, что наиболее часто в 
карциномах желудка человека обнаруживается 

Т а б л и ц а 1 

Экспрессия протоонкогенов c-fos., c-myc, N-myc, Ha-rasl, 
Ki-ras 2 и Raf 1 в тканях желудка человека 

Всего обследовано 
Имеют повышенную экспрессию 

Всего обследовано 
c-fos c-myc N-myc Ha- ras l K l - ras2 Raf-1 

30 Нж 25 
Рж 23 
М Р ж 8 
Я ж 3 

3 
1 I 
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5 
12 
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экспрессия протоонкогена не 
показывают кратность увс-

I I р и м е ч а н и е. Прочерк 
изменена. Цифровые значения 
личения экспрессии протоонкогенов. Я язва желудка, 
усиление экспрессии протоонкогенов с - т у с (12 из 
23) и c-fos (11 и 23) , причем увеличение числа 
транскриптов этих генов выявляется как в морфо-
логически не измененной слизистой оболочке же-
лудка, так и в самой опухоли и ее метастазах 
(см. табл. 1). Это указывает па возможность 

участия генов с - т у с и c-fos в процессах транс-
формации клеток слизистой оболочки желудка . 

В дальнейшем методом блот-анализа были опре-
делены размеры транскриптов c-myc, c-fos, 
Ha- ra s 1. На рис. 4 приведены результаты прове-
денного исследования. Размер транскриптов 
с - т у с и Ha - r a s (см. рис. 4) стабилен во всех ис-
следованных тканях желудка больных и состав-
ляет соответственно 2,4 и 1,4 т. и. В случае c-fos 
в неизмененной слизистой оболочке в двух вариан-
тах с характерным для образцов транскриптов 
2,2 т. н. выявлена дополнительная фракция c-*fos 
специфической и Р Н К длиной 2,6 т. н. Однако 
только в одном случае это сочеталось с возра-
станием уровня экспрессии c-fos. Следовательно, 
изменение экспрессии c-fos в слизистой оболочке 
больных раком желудка может выражаться как 
в увеличении числа молекул и РНК, так и в на-
коплении разных по длине транскриптов прото-
онкогена (см. рис. 4) . 

Известно несколько механизмов активации 
протоонкогенов: амплификация, транслокация, 
снижение уровня метилирования регуляторных 

Н8 G НЮ 
б 

Р29 Н29 Н8 
в . 

Н9 НЮ 

Рис .4 . Northern-blot c-myc (a ) , c -Ha- ras (б), c-fos 
( в ) . 

Траискрииты протоонкогена c-myc, c-Ha-ras I и c-fos в препа-
ратах тотальной клеточной РНК. фракционированной электро-
форезом в I % геле азарозы. Слева указана длина молекулы 
п РНК (в т. н.). 
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участков, а также реаранжировки и точковые 
мутации онкогенов. 

Нами изучена структура протоонкогенов с-гпус, 
c-fos и Ha-ras 1, активация экспрессии которых 
обнаружена при развитии карцином в слизистой 
оболочке желудка человека. Рестрикционный ана-
лиз протоонкогенов с - т у с и c-fos, проведенный на 
препаратах Д Н К фракционированных EcoRI, 
PvuII и BamHI, ни в одном случае не выявил 
признаков амплификации и реаранжировок этих 
протоонкогенов. 

Основной механизм активации протоонкогенов 
семейства ras в опухолях человека связывают 
с возникновением точковых мутаций в 12-м, 
13-м и 61-м кодонах. Поиск точковой мутации 
в 12-м кодоне протоонкогена Ha- ras 1 осуществля-
ли с помощью рестриктазы MSP1, узнающей по-
следовательность ЦЦГГ. Эта последовательность-
присутствует в 1-м экзоне Hb-ras 1 человека в со-
ставе 11-го и 12-го кодонов ( Г Ц Ц Г Г Ц ) . Обычно 
при точковых мутациях в 12-м кодоне Ha-ras 1 
происходит замена одного из гуаниновых остатков 
на аденин, тимин или цитозин. При этом форми-
руется последовательность, не узнаваемая рест-
риктазой MSP1. Расчеты показывают, что при на-
личии точковой мутации на рестрикционной карте 
Ha-ras 1 фрагмент длиной 356 п. о. должен заме-
няться фрагментом 412 п. н. Однако в результате 
исследования 10 образцов Д Н К установлено, что 
в отличие от пробы F. 1 6.6 (онкоген Ha-ras 1 че-
ловека, несущий мутацию в 12-м кодоне) в реак-
ции гибридизации с пробой 0,37, содержащей 
1-й экзон Ha- ras 1, обнаруживается фрагмент 
только длиной 356 п. о. (рис. 5) . Таким обра-
зом, можно прийти к заключению, что точковая 
мутация в 12-м кодоне онкогена Ha-ras 1 в пре-
паратах Д Н К , выделенных из нормальной слизи-
стой оболочки, рака желудка и его метастазов, 
не обнаруживается. 

Известно, что протоонкоген Ha-ras 1 обладает 
полиморфизмом длин рестрикционных фрагмен-
тов, который определяется величиной вариабель-
ного тандемного повтора (ВТП) на З'-фланке 
этого гена. Полиморфизм длин рестрикционных 
фрагментов ( П Д Р Ф ) Ha- ras 1 определяли мето-
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Генотип больных по протоонкогену Ha-rasl, установленный 
на основании размеров его ВТП 

№ 
исто-
рии 
бо-

лезни 

Шифр 
т к а 11 и 

Вели-
чина 
ВТП 

Генотип 
больиого 

1 Нж 4 2,2 1,5 АЗ/А2 
Рж 4 2,2 1,5 

6 Нж 17 1,5 А2/А2 
Рж 17 1,5 

7 Нж 29 1,0 А1 /А 1 
Рж 29 1,0 

1 1 Нж 34 1,0 А1/А1 
Рж 34 1,0 

12 Нж 35 1,5 1,0 A2/AI 
Рж 35 1,5 1,0 

Мрж 35 1,5 1,0 
13 Мрж 36 1,0 AI./A1 
14 Нж 37 1,0 А1 /А 1 

Я ж 37 1,0 
15 Нж 39 2,2 1,0 АЗ/А 1 

Рж 39 2,2 1,0 
16 Рж 50 2,2 1,0 A3/А1 
17 Нж 51 1,0 А1 /А 1 

Рж 51 1,0 
Мрж 51 1,0 

18 Рж 52 1,0 А1 /А 1 
19 Л 53 2,6 1,0 A4/AI 

Рж 53 2,6 1,0 
20 Л 57 1,5 1,0 A2/AI 

Рж 57 1,5 1 ,0+ -f A3 
+ 2,2 

26 Нж 100 1,0 А1 /А 1 
Яж 100 1,0 

27 Л 101 1,0 А1 /А 1 
Нж 101 1,0 
Я ж 101 1,0 

28 Л 102 1,5 1,0 A2/AI 
Нж 102 1,5 1,0 
Рж 102 1,5 1,0 

Л 103 2,6 1,0 A4/AI 
Нж 103 2,6 1,0 
Рж 103 2,6 1,0 

Мрж 103 2,6 1,0 
30 Л 104 1,0 А1 /А 1 

Нж 104 1,0 
Рж 104 1,0 

Мрж 104 1,0 
31 Нж 105 2,6 1,0 A4/AI 

Рж 105 2,6 1,0 
Л 106 1,5 1,0 A2/AI 

Нж 106 1,5 1,0 
Рж 106 1,5 1,0 

Мрж 106 1,5 1,0 
33 Нж 107 2,2 1,0 АЗ/А 1 

Рж 107 2,2 1,0 
Л 108 1,15 1,0 A1.25/AI 

Нж 108 1,15 1,0 
Рж 108 1,15 1,0 

IM Рж 108 1,15 1,0 
2Мрж 108 1,15 1,0 

Л 109 2,6 2,2 А4/АЗ 
Нж 109 2,6 2,2 
Рж 109 2,6 2,2 

Примечание 

Амплификация 
обоих аллелей 

Появление аллеля 
A3 

Присутствует 
редкий аллель 
А 1.25 

Рис. 5. Гибридизация субпробы 0,37, содержащей 1-й экзон 
онкогена c -Ha- ras I, с препаратами Д Н К человека и пробой 
EI 6.6, гидролизованных ферментов Msp 1. 
Слепы указана величина Msp I-рестрикционных фрагментов (в п. о.) . Те: 
мутации при раке желудка не выявлены. 

дом рестрикционного анализа с использованием 
набора рестриктаз: BamHI , Pvu II, Pst 1, Msp 1, 
Ben 1, Mva 1, Bsp Rl . Фрагментированиые препа-
раты Д Н К гибридизовали с пробой EI 6.6, содер-
жащей все функциональные элементы онкогена 
Ha- ras 1. Генотип исследованных больных уста-
навливали по длине ВТП (табл. 2) [6]. Анализ 
показывает, что наиболее часто представлен ал-
лель А| протоонкогена Ha- ras I. Аллели А2, А3 и 
А4 присутствуют значительно реже. Лишь у одного 
больного (см. табл. 2, № 34) выявлен редкий 
аллель А 1.25 протоонкогена Ha- ras 1. В целом 
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P35 Mp35 Рис. 6. Амплификация с-
l l a - r a s I в аденокарцино-
ме и метастазе желудка 
человека. 
Гибридизация пробы EI (>.(> с ге-
номной Д Н К желудка человека. 
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распределение аллелей Ha-ras 1 в геноме больных 
карциномой желудка человека оказалось анало-
гичным их представительству в нормальных попу-
ляциях людей [6 | . У одного больного (см. табл. 2, 
№ 12) выявлена примерно 4-кратная амплифи-
кация Ha-ras 1 протоонкогена в опухоли и 8-крат-
ная в метастазе в лимфатический узел боль-
шого сальника (рис. 6) . 

Таким образом, в карциномах желудка человека 
обнаружено усиление экспрессии протоонкогенов 
с - т у с ( 5 2 % случаев), c-fos ( 4 8 % ) , Ha-ras 1 
(13 % ) , Ki-ras 2 (9 %) и N-rnyc (9 % ) . Не выявле-
но мутации в 12-м кодоне протоонкогена Ha-ras 1. 
Наконец, не обнаружено корреляции между клини-
ческой стадией развития рака желудка и уровнем 
экспрессии исследованных протоонкогенов. 

В следующей серии экспериментов дана молеку-
лярио-генетическая характеристика процесса экс-
периментального гастроканцерогенеза, индуциро-
ванного у крыс МННГ. В этом разделе работы 
изучена экспрессия указанных выше прото-
онкогенов, рибосомальных генов и генов мито-
хондриальной Д Н К в клетках эпителия желудка 
крыс в динамике гастроканцерогенеза, а также 
в аденокарциноме желудка крыс, индуцирован-
ной МННГ. Ни в одном из исследованных сро-
ков канцерогенеза (24 ч, 9 дней, 3, 7, 12, 18 и 
24 мес) не выявлено изменений в количестве 
транскриптов протоонкогенов: c-fos, c-myc, N-myc, 
H a - r a s l , Ki-ras 2, N-ras, met, abl, r a f l , mos и 
src 1, т. е. активность экспрессии не изменялась 
в процессе канцерогенеза. Однако в клетках оро-
говеваюшего плоскоклеточного рака преджелуд-
ка крыс, по данным дот-гибридизации препара-
тов тотальной РНК с пробами pBS-9 (Ha-ras) и 
pv-fos, сигнал в препаратах карциномы и при-
лежащей слизистой оболочки оказался увели-
ченным в 2-—3 раза. Этого эффекта не наблю-
далось в метастазах Опухоли (рис. 7). Иная кар-
тина обнаружена при исследовании экспрессии 
протоонкогена c-fos в индуцированной МННГ опу-
холи прсджелудка крыс (см. рис. 7). В опухоли и 
прилежащей ткани эпителия транскрипция была 
снижена, а повышение ее отмечалось лишь в мета-
стазе. 
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Рис. 7. Экспрессия: Ha- ra s (а) и fos (б) в раке прсджелудка, 
индуцированного МИМ Г, у крыс. 
Гибридизация в пятне препаратов тотальной клеточной РНК с пробой pBS-9 . 
(а) и pv-fos (б). К контроль; П эпителий. 

Изучение экспрессии митохоидриальиых (ml) 
генов осуществлялось с помощью пробы ml В А, 
содержащей 2 /з кольцевой молекулы ml ДНК, 
включенной в плазмиду pBR (рис. 8). В аденокар-
циномах желудка количество mt Д Н К в 4—6 раз 
больше, чем в слизистой оболочке желудка крыс 
той же возрастной группы. В клетках рака пред-
желудка картина противоположная: установлено 
снижение количества mt Д Н К . 

Структуру рибосомальных генов в Д Н К слизи-
стой оболочки желудка крыс исследовали мето-
дом рестрикционного анализа. В качестве ДНК-
пробы использовали фрагмент генома крысы 
(см. «Методику»), содержащий З'-участок 18S 
рДНК, полный ген 5,8S рДНК, 5'-фрагмент 
28S рДНК. Эта ДНК-проба при гибридизации 
с хромосомной Д Н К крысы, гидролизованной 
EcoRl, выявляет специфический фрагмент 
6,8 т. п. о. Было показано, что гибридизуемость 
в 3—4 раза повышена в Д Н К , выделенной из сли-
зистой оболочки желудка крыс на 9-й день и 
3-й месяц после начала введения МННГ, а также 
в сформировавшихся аденокарциномах, индуци-
рованных МННГ (рис. 9). Контролем служил ма-
териал 1,5-годовалых интактных крыс. Это указы-
вает на амплификацию рибосомальных генов как 
в процессе канцерогенеза, так и в самой опухо-
ли. Для того чтобы убедиться в этом, произвели 
повторную гибридизацию с пробой pBS-9, содер-
жащей онкоген vHa-ras (см. рис. 9 , 6 ) . Выделен-
ная проба vHa-ras выявляла в геноме EcoRI-cne-

Рис. 8. Экспрессия mt Д И К в сли-
зистой оболочке желудка {а) в 
динамике канцерогенеза и в 
преджелудке {б) крыс. 
Гибридизация в пятне пробы nit В А с 
препаратами тотальной клеточной РНК 
железистой части желудка (а) и пред-
желудка' (б) крыс. 
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Рис. 9. Амплификация рибосомальиых генов в динамике 
канцерогенеза (МННГ) слизистой оболочки желудка крыс. 
Гибридизация пробы рВг 19 (а) и pBs-9 (б) с гидролизованными фер-
ментом F:.coRI препаратами Д Н К крыс. Слева указана величина EcoRI-рест1 

рикционных фрагментов (в т. и. о.) маркерной Д Н К фага. 

пифические фрагменты, содержащие последова-
тельность протоонкогена Ha- ras 1 (верхний фраг-
мент) .и H-ras 2 (нижний фрагмент) (см. рис. 9, б) . 
Гибридизуемость во всех пробах была одинакова, 
что свидетельствует о равном количестве копий 
генов Ha-ras 1 и 2. В опытах, выполненных на 
образцах ДНК, взятых из опухолей желудка и 
неизмененной слизистой оболочки больных людей, 
однако, не обнаружено увеличения числа копий 
рибосомальных генов. 

Итак, в процессе гастроканцерогенеза крыс, 
индуцированного МННГ, экспрессия широкого 
спектра генов не изменяется. Рост опухоли со-
провождается активацией митохондриальных ге-
нов. На ранних стадиях канцерогенеза (9-й день, 
3-й месяц) и в развившихся аденокарциномах 
обнаруживается амплификация рибосомальных 
генов. В карциномах желудка человека это явле-
ние отсутствует. 

В индуцированном МННГ плоскоклеточном 
ороговевающем раке преджедудка и прилежа-
щем эпителии увеличено число транскриптов про-
тоонкогена Ha-ras 1, однако этого не наблюдается 
в метастазах опухоли. Экспрессия протоонкогена 
c-fos, напротив, снижена в опухоли и увеличена 
в метастазах. Снижена также транскрипция ml ге-
нов в опухоли преджелудка. 

Таким образом, выявлены отличия в экспрессии 
генов в индуцированном МННГ раке слизистой 
оболочки железистой части желудка от рака пред-
желудка крыс. Значение полученных результа-
тов довольно сложно оценить. Требуется даль-

нейшее исследование для выявления конкрет-
ной роли протоонкогенов и их взаимодействия 
со специализированными генами человека в про-
цессе гастроканцерогенеза. Следует подчеркнуть, 
что факт сложного взаимодействия протоонко-
генов и специализированных генов не вызывает 
сомнения; на это, в частности, указывает подав-
ление биосинтеза пепсиногена-пепсина |2 | в сли-
зистой оболочке желудка в процессе злокачест-
венной трансформации. 
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BIOCHEMICAL AND MOLECULAR-BIOLOGICAL A S P E C T S 
O F HUMAN AND ANIMAL G A S T R O C A R C I N O G E N E S I S 

K. P. Khanson, V. P. Kalinovsky, L. B. Novikov, S. N. Fedorov 

N. N. Petrov Insti tute of Oncology, Ministry of Public Health 
of the USSR, Leningrad 

Expression of protooncogenes c-myc, N-myc, c-foc, Ha- ras 1, 
Ki-ras 2, yes, abl, s re , N-ras, met and mos was studied in 
human gast r ic tumors and in rat gast r ic mucosal membrane 
dur ing gas t rocarc inogenesis induced in ra ts by means of 
N-methyl-N' ni t ro-N-nitroso guanidine (MNNG) . Elevated 
expression of protooncogenes c-myc, c-foc, Ha- ras I, Ki-ras 2, 
N-myc and Raf 1 was observed in carc inomas of human stomach. 
Amplification of Ha-ras 1 protooncogcne was found in the 
human gastr ic tumor and metas tas is . Point mutat ion was not 
detected in 12 th codone of Ha- ras I protooncogene. Expression 
of these protooncogenes was not altered dur ing gast rocarcino-
genesis induced by MNNG in rats . However, within early 
steps of cancerogenesis (9 days, 3 months) amplification 
of ribosomal genes occurred in rat gas t r ic mucosal membrane 
and in adenocarc inoma developed, while the tumor growth 
was accompanied by activation of miochondrial genes. 
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Внутриклеточные протеолитические ферменты 
играют важную роль в обеспечении различных 
физиологических процессов (эндоцитоз, деление 
клетки, процессииг синтезированных белков 
и т. д.) и повреждении клетки при патоло-
гических воздействиях [4 | . Этим обусловлена 
необходимость существования надежных эндоген-
ных механизмов регуляции активности протеиназ. 
Для большой группы протеиназ, имеющих в 
активном центре радикал цистеина (тиоловых 
протеиназ), таким механизмом является их обра-
тимое ингибирование с помощью специфических 
ингибиторов белковой природы. Выделенные из 
различных объектов ингибиторы тиоловых про-
теиназ (ИТП) имеют гомологичные участки и 
относятся к единой суперсемье белков. В за-
висимости от своей молекулярной массы ИТП 
внутри этой суперсемьи подразделяются на ки-
ниногены (мол. м. 45—120 кДа) , цистатины 
(мол м. 13—14 кДа) и стефины (мол. м. около 
11 кДа) [8]. Кининогены являются в основном 
внеклеточными, а цистатины и стефины 
внутриклеточными ингибиторами. 

За последние 10 лет ИТП были обнаружены 
в клетках различного происхождения (гепато-
циты, миоциты, клетки почки, эпидермиса, нейтро-
филы, макрофаги) и биологических жидкостях 
(кровь, лимфа, молозиво, сперма, амниотическая 
жидкость, слеза и т. д.) |3, 7, 9, 10, 13, 19—211. 
В то же время внутриклеточное распределение 
ИТП между различными органеллами остается 
практически неизученным, хотя и представляет 
большой интерес в связи с широким распростра-
нением в клетке тиоловых протеиназ', имеющих 
различные свойства и выполняющих разные функ-
ции. Поскольку основным местом локализации 
тиоловых протеиназ является лизосомальный 
аппарат клетки, в котором обнаружены отно-
сящиеся к этой группе ферментов катепси-
н ы В, С, Н и L, можно предполагать, что 
лизосомы содержат большие количества специ-
фических ИТП. На основании изложенного целью 
данной работы было выделение ИТП из лизосом 
и других субклеточных фракций гепатоцитов 
крыс и определение их ингибирующей активности 
в отношении лизосомальных тиоловых протеиназ 
и эталонной тиоловой протеиназы — папаина. 

М е т о д и к а . Работа проведена на крысах-самцах линии 
Вистар. Животных декапитировали, печень промывали фи-
зиологическим раствором in situ и гомогенизировали в 0,25 М 
сахарозе в гомогенизаторе Поттера—Эльвейма (стекло/теф-
лон). Субклеточные фракции гепатоцитов выделяли методом 
дифференциального центрифугирования [11]. Для выделения 
ИТП использовали их свойство сохранять свою нативную 
структуру и растворимость при нагревании в кислой среде 
|12, 15]. В наших опытах полученные субклеточные 

фракции (кроме цитозоля) разводили в 3 раза дистил-
лированной водой, доводили рН до 2,5—3,0 с помошыо 
6 и. НС! и прогревали в течение 10 мин при 80 °С. 
После охлаждения доводили рН до 6,0 с помощью 6 н. NaOH. 
Образовавшийся осадок денатурированных киелототермола-
бильных белков удаляли центрифугированием при 100 000 g 
в течение 30 мин. В надосадке остаются кислототер-
мостабильные белки (КТС-белки), в том числе ИТП. 

ИТП выделяли из фракции К'ГС-белков методом аффин 
ной колоночной хроматографии [7]. Аликвоту наносили на 
колонку (10X2 см), заполненную папаином, иммобилизован-
ным на BrCN-активироваиной сефарозе 4В в 0,02 М фосфатном 
буфере рН 6,0. Неспецифически связавшиеся белки элюиро-
вали 0,02 М фосфатным буфером рН 6,0, содержащим 
0,4 М NaCI, а связавшиеся ИТП 0,5 М фосфатным 
буфером рН 11,5. 

Ингибиторная активность выделенных фракций КТС-бел-
ков и очищенных ИТП оценивалась по их способности по-
давлять активность тиоловых протеиназ: папаина (фирмы 
«Мегск», Германия) и лизосомальных катепсинов В, С, Н и L. 
Источником лизосомальных протеиназ служила выделенная 
фракция лизосом. Активность папаина и катепсинов В, С, Н и L 
определяли спектрофлюориметрически с использованием в ка-
честве субстратов КБЗ-Арг-р-нафтиламида, КБЗ-L-Apr-L-
Apr-4-метокси-р-нафтиламида, Гли-Фен-р-нафтиламида, L-
Арг-4-метил-кумарин-7-амида, KB3-L-Арг-4-метил-кумарин-7-
амида соответственно [1, 2, 14]. При определении ингиби-
тор ной активности в реакционную смесь добавляли 0,1 мл 
фракции К'ГС-белков или ИТП. Содержание белка опре-
деляли методом [16]. Полученные результаты обрабатывали 
статистически с использованием критерия Стьюдента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как видно 
из рис. 1, использованная нами методика аффин-
ной колоночной хроматографии позволяет эффек-

1.10 
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0.70 

0.50 

0.30 

О.Ю 4 f f l — D t 

Рис. 1. Аффинная хроматография КТС-белков, выделенных из 
субклеточных фракций гепатоцитов крыс. 
По осям ордииат: слева - экстинкция при к 254 нм, справа — ингибиторная 
активность по папаину, ед/мл. Я — ядерная, Мх митохондриальная, Л -
лизосомальная, Мк — микросомальная, Ц — цитозольиая фракция. 
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Рис. 2. Иигибиториая активность эндогенных ИТП в отноше-
нии различных тиоловых протеиназ. 

ед/мг белка. / По оси ординат иигибиториая активност 
митохоидриальные, 3 лизосомальные, 4 микросомальные 
ные ИТП. /7 - папайи; В, L, Н, С катепсины. 

ядерные, 2 
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тивно выделять ИТП из субклеточных фракций 
гепатоцитов. Иигибиториая активность по папаину 
премущественно связана с третьим пиком хрома-
тограммы. Видно также, что ИТП локализо-
ваны во всех отделах клетки, но наибольшее 
их содержание определяется в лизосом ал ьной, 
микросомальной и цитозольной фракциях. 

Тестирование внутриклеточных ИТП по их спо-
собности ингибировать активность лйзосомальных 
тиоловых протеиназ (рис. 2) показало, что ИТП, 
выделенные из всех субклеточных фракций, 
проявляют наибольшее сродство к папаину и 
катепсину С. Иигибиториая активность в отно-
шении других протеиназ неодинакова у ИТП из 
разных субклеточных фракций. Это, вероятно, 
свидетельствует о наличии в клетке множествен-
ных форм ИТП, локализованных в различных ком-
партментах. Так же как и содержание ИТП, 
их наибольшая иигибиториая активность связана 
с лизосомальной, микросомальной и цитозоль-
ной фракциями. Обращает на себя внимание 
различная иигибиториая активность лйзосомаль-
ных ИТП в отношении тиоловых протеиназ: 
они эффективно ингибируют катепсины В, L и С и 
малоактивны в отношении катепсина Н. Такие 
же закономерности обнаруживаются при иссле-
довании микросомальных ИТП, что может сви-
детельствовать об идентичности или сходстве их 
с л и зосо м а л ь н ы м и. Г! ос кол ь ку микросом а л ь н а я 
фракция включает в себя элементы комплекса 
Гольд ж и (гладкие цито мембраны и пузырьки) 
и п ре л и зосо м ы [ 61, м о ж н о ду м а т ь, ч то в ы сокое 
содержание ИТП в этой фракции обусловлено 
их накоплением в формирующихся лизосомах, 
где они специфически связываются с лизосомаль-
ными тиоловыми протеи пазами во время про-
цессинга и транспорта. 

Цитозольные ИТП наиболее эффективно инги-
бируют активность папаина, катепсина С и Н, т. е., 

вероятно, представляют собой другую разновид-
ность ИТП. 

Таким образом, ИТП обнаружены во всех 
исследованных субклеточных фракциях. При этом 
места их преимущественной локализации соответ-
ствуют местам синтеза и накопления тиоловых 
протеиназ в клетке. Основными представите-
лями этих ферментов являются кислые лизо-
сомальные катепсины и нейтральные цитозоль-
ные Са-активируемые протеиназы. Лизосомальные 
т иол о вые протеиназы выполняют в клетке 
важнейшие функции: участвуют в тотальном про-
теолизе ауто- и гетерофагоцитированных белков, 
осуществляют ограниченный протеолиз при созре-
вании белков и т. д. [5]. Нейтральные 
Са-активируемые протеиназы в свою очередь 
обеспечивают изменение формы клетки, пере-
мещение клеточных органелл, деградацию рецеп-
торов и факторов роста, модификацию регулятор-
ных ферментов |18]. Обратимое ингибирование 

;этих ферментов с помощью эндогенных ИТП 
имеет, следовательно, для клетки большое зна-
чение и является важнейшим механизмом 
посттрансляционной регуляции их а кт и ви ост и. 
При этом для нейтральных Са-активируемых 
протеиназ в цитозоле содержатся собственные 
специфические ингибиторы — кальпстатины, но 
они имеют значительно большую мол. м. (210 
300 кДа) и другие параметры выделения. 
Можно достаточно уверенно полагать, что при 
выбранном методе выделения мы имеем дело 
с ИТП лизосом. 

В целом проведенное исследование свидетель-
ствует о том, что ИТП присутствуют в различных 
субклеточных фракциях гепатоцитов в соответст-
вии с локализацией кислых тиоловых протеиназ 
и .могут эффективно подавлять их активность. 
Однако остается открытым вопрос о возможности 
связывания проформ тиоловых протеиназ со 
специфическими ингибиторами. в зоне аппарата 
Гольджи, так как имеются сведения, что неактив-
ные проформы катепсинов В, II и L, синтезиро-
ванные в эндоплазматическом ретикулуме, транс-
формируются в активные формы (в результате 
ограниченного протеолиза) в лизосомах |17). 
Дальнейшие исследования содержания внутрикле-
точных ИТП при различных состояниях орга-
низма позволят выяснить их роль в регуляции 
клеточного метаболизма. 
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CONTENT OF E N D O G E N O U S INHIBITORS OF THIOIN-
D E P E N D E N T P R O T E I N A S E S IN SUBCELLULAR FRAC-
TIONS OF RAT HEPATOCYTES 

А. I/. Vasil'ev, D. V. Gutkin, T. G. Dankova, T. A. Vorobeichik, 
V. A. T и lei' у an 

Insti tute of Nutrition, Academy of Medical Sciences of the 
USSR, Moscow 

A procedure for isolation of inhibitors of thiol-dependent 
proteinases was developed as well as distribution of the 
inhibitors in ral hepatocyte subcel lular f ract ions was studied. 
The procedure involved separat ion of subcel lular f ract ions 
by means of differential centr i fugat ion, isolation of acid-
thermostable proteins and their following purification using 
affinity chromatography on immobilized papain. The inhibi-
tors were mainly localized in lysosomal, microsomal and 
cytosol fract ions, whereas their specificity towards papain 
and lysosomal thiol-dependent proteinases cathepsins B, L, H 
and С was dissimilar, thus sugges t ing presence of var ious 
forms of inhibitors of thiol-dependent proteinases in 
these cell f ract ions. 

(g) К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1991 
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Ч. P. Рагимов, H. Ю. Касаганова, В. В. Захаров 

М И К Р О Э Л Е М Е Н Т Ы И С О Д Е Р Ж А Щ И Е ИХ 
Б Е Л К И С Ы В О Р О Т К И К Р О В И Б О Л Ь Н Ы Х В 
П Р О Г Н О З Е Г Н О Й Н О - В О С П А Л И Т Е Л Ь Н Ы Х 
О С Л О Ж Н Е Н И Й П О С Л Е О П Е Р А Ц И Й В ОБ-
Л А С Т И Л И Ц А И Ш Е И 

Московская медицинская академия им. И. М. Сеченова 

При восстановлении дефектов и деформаций 
челюстно-лицевой области прогноз течения после-
операционных ран часто является неопределен-
ным, что вынуждает хирургов проводить профи-
лактику антибиотиками порой без учета индивиду-
ального прогноза течения раневого процесса. Это 
снижает активность, а иногда и увеличивает чис-
ло гнойно-воспалительных осложнений [8, 10]. 

По концентрации микроэлементов, уровню и 
ферментативной активности содержащих их бел-
ков в крови можно получить определенную инфор-
мацию о биохимических процессах при различ-

ных патологических состояниях [1]. Цель нашей 
работы — исследование концентрации микроэле-
ментов, уровня и ферментативной активности со-
держащих их белков ' при различных особен-
ностях течения раневого процесса после операций 
в области лица и шеи с выявлением прогности-
ческой значимости обнаруженных изменений. 

М е т о д и к а . Нами проведено обследование 70 больных 
с дефектами и деформациями тканей челюстно-лицевой об-
ласти, срсди них 47 мужчин и 23 женщины, возраст от 17 
до 60 лет, которым были произведены примерно равные по 
объему и травматичности пластические операции на мягких 
тканях. В послеоперационном периоде на I, 3, 7 и 14-е сутки, 
т. е. в периоды, условно соответствующие фазам раневого 
процесса, проводили биохимические исследования сыворотки 
крови больных. 

У 50 больных послеоперационный период протекал без ос-
ложнений, а у 20 больных (в основном на 3 -5-е сутки) клини-
чески были выявлены гнойно-воспалительные осложнения. Из 
исследования исключены больные с сопутствующими хрони-
ческими воспалительными процессами. 

Содержание микроэлементов в сыворотке крови определяли 
методом эмиссионной спектроскопии с индукционной плазмой 
на спектрофотометре фирмы «Labtarn» модели UV-25 и выра-
жали в дегитах (единица интенсивности излучения элемен-
та) . Активность супероксиддисмутазы (СОД) определяли по 
методике [6], основанной на способности фермента ингиби-
ровать реакцию восстановления нитросинего тетразолия супер-
оксид-анион-ради кал ом. Активность глутатиоипероксадазы 
(ГПО) определяли в сопряженной глутатион-глутатиоиредук-
тазной системе с использованием гидроперекиси кумола в ка-
честве субстрата | 9 | . Церулоплазмин (ЦП) и трансферрин 
(TP) определяли по относительной концентрации их в образ-
цах сыворотки крови и оценивали по амплитуде электрон-
ного парамагнитного резонанса (ЭПР) ( g = 4 , 3 и 2,056 для 
TP и ЦП соответственно [2]) . Спектры измеряли при 77К на 
радиоспектрометре F P - 2 2 0 D в комплектации с ЭВМ «Ас 
пект-200» («Вгисег», Германия). 

Абсолютные показатели выражали в процентах, при этом 
за 100 % принимали результаты обследования каждого от-
дельного больного за 24 ч до операции. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Существен-
ные сдвиги концентрации отдельных микроэлемен-
тов, изменение уровня и активности белков, с 
которыми они связаны, свидетельствуют о включе-
нии регуляторных процессов в период заживления 
послеоперационных ран. В ходе исследования об-
наружены однотипные изменения ряда показате-
лей крови. Во все сроки наблюдения при различ-
ных особенностях течения раневого процесса име-
лась положительная и достоверная корреляция 
изменения показателей содержания меди и ЦП. 
При неосложнениом течении (рис. 1) содержание 
меди и ЦП повысилось в 1-е сутки после 
операции, что рассматривают как защитный 
фактор [7]. Постепенно повышается и актив-
ность другого медьсодержащего белка СОД 
одного из основных антиоксидантных фермен-
тов. При гнойно-воспалительных осложнениях 
повышенная травматизация и инфицированность 
оперированных тканей приводят к накоплению 
окисленных метаболитов в крови [3], что, 
возможно, сдерживает адекватную адаптацион-
ную реакцию организма. Так, на 1 3-й сутки 
снижалось содержание меди и ЦП в крови, в то 
же время СОД активировалась в этих условиях 
(см. рис. 1). На 7-е сутки, по-видимому, в резуль-
тате включения резервных механизмов содержа-
ние меди и ЦП повысилось, а активность СОД 
пон изилась. 

Способность ионов железа связываться £ TP, 
выполняющего транспортную функцию, позволяет 
этому металлу участвовать во внутриклеточных 
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Рис. I. Изменение содержания меди, уровень Ц П и активность 
СОД в сыворотке крови больных, перенесших операции на 
мягких тканях лица и шеи. 
Томные столбики ЦП; светлые столбики медь; столбик» с вертикальной 
штриховкой СОД. Здесь и на рис. 2 и 3: косая штриховка исходные вели-
чины, принятые за 100 %. Одна звездочка / ;<0,05, две — р<0,01 по сравне-
нию с исходной величиной; по осям абсцисс срок после операции, сут; по осям 
ординат концентрация микроэлементов, активность металлоферментов и со-
держание металлопротеинов, % к исходной величине, а • неосложненное тече-
ние. б гнойно-воспалительные осложнения раневого процесса. 

процессах. В 1-е сутки после операции практи-
чески у всех больных понизилось общее со-
держание железа и TP в крови. При неосложнен-
ном течении раневого процесса (рис. 2) за счет 
высвобождения железа из внутриклеточных депо 
содержание металла в крови на 3-й сутки пос-
ле операции достоверно превышает дооперацион-
ный уровень. В то же время повышается насы-
щение железом ТР. Причиной увеличения содер-
жания железа может служить также повышение 
концентрации в крови гаптоглобина и гемопекси-
на — белков плазмы, связывающих и переносящих 
освобождающиеся в области раневого дефекта 
гемоглобин, так как в эти сроки интенсивно идут 
процессы деструкции эритроцитов. Понижение 
концентрации железа на 7-е сутки при неослож-
ненном течении, очевидно, свидетельствует о воз-
никновении временного дефицита металла в орга-
низме. Уровень TP продолжает повышаться, до-
стигая исходных величин; появляется возмож-
ность связать все свободное железо и транспорти-
ровать его в клетки. При гнойно-воспалитель-
ных осложнениях (см. рис. 2) содержание же-

Рис. 2. Изменение содержания железа и уровень ТР. 
Светлые столбики железо, темные столбики ТР. 

Рис. 3. Изменение содержания селена и активность ГПО. 
Светлые столбики селен; темные столбики — ГПО. 

леза и TP в крови понижено. Накопление в кро-
ви при нагноительных процессах окисленных ме-
таболитов препятствует насыщению железом TP 
[5], в связи с чем даже небольшие концентра-
ции железа, находясь в несвязанном состоянии, 
поддерживают окислительные процессы в тка-
нях [7]. 

ГЗ настоящее время высокая биологическая ак-
тивность соединений селена общепризнана [11]. 
Интерес к селену вызван тем, что один из анти-
оксида нтных мембранио-защитных ферментов 
ГПО, который предотвращает накопление окис-
ленных метаболитов в крови, является селен-
содержащим [4 | . При неосложненном течении 
послеоперационных ран (рис. 3) содержание се-
лена в крови существенно не изменялось. Не 
выявлено также достоверного изменения актив-
ности ГПО во все сроки наблюдения. При гнойно-
воспалительных осложнениях (см. рис. 3) содер-
жание селена достигает пика на 3-й сутки. Рез-
кая активация ГПО также приходится на 1 3-й 
сутки, что может свидетельствовать о взаимосвя-
занных изменениях уровня селена и активности 
ГПО как системы аитиоксидантной защиты в ответ 
на накопление окисленных метаболитов в крови. 

Таким образом, изменения содержания микро-
элементов, уровня и ферментативной активности 
связанных с ними белков при гнойно-воспа-
лительных осложнениях существенно отличаются 
от соответствующих показателей при неосложнен-
ном течении раневого процесса, что можно ис-
пользовать в диагностических целях. 
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P R O G N O S I S O F PYO-INFLAMMATORY COMPLICATIONS 
DEVELOPED AFTER SURGICAL O P E R A T I O N S O F CERVI-
COFACIAL REGION USING EVALUATION OF TRACE 
ELEMENTS AND METALLOPROTEINS IN BLOOD SERUM; 

Ch. R. Ragimov, N. Yu. Kasaganova, V. V. Zakharov I. M. Seche-
nov Medical Academy, Moscow 

Concentrat ion of trace levels of cuprum, fer rum and selenium 
as well as activity of superoxide d i smutase and content of certi-
loplsmin and t ransfe r r in were studied in blood serum of 70 
patients with defects and deformat ions of cervicofacial region 
before and af ter surgical plastic operat ions approximately 
similar in their size and the rate of t r aumat ic injury. Altera-
tions in content of the t race e lements as well as in con-
tent and activity of the metal loenzymes, observed dur ing pyo-
inf lammatory complications, were considerably distinct from 
these pa t terns detected in noncomplicated wound inf lammat ion; 
the. pa t te rns studied may be used for prognost ic purposes . 
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Контролю за загрязненном различными пести-
цидами продуктов питания, почвы, водоемов 
и т. д., и в частности гербицидами, уделяет-1 

ся все большее внимание. Однако применяемые 
в настоящее время для определения гербицидов 
методы газовой или жидкостной хроматографии 
[6] и радиоиммуноанализа [2, 4] довольно дли-

тельные по времени и требуют большой пробо-
подготовки образца. 

Данная статья посвящена разработке экспресс-
методики поляризационного флюороиммуноана-
лиза одного из наиболее часто используемых 
гербицидов 2,4-дихлорфеноксиуксусной кисло-
ты. Принцип поляризационного флюороиммуно-
анализа описан ранее в ряде обзоров [I, 7]. 
Вкратце, метод основан на конкурентном взаимо-
действии определяемого антигена и антигена, ме-
ченного флюоресцентной меткой (трасера) , за 
ограниченное количество антител и измерении сте-
пени поляризации реакционной смеси. Поляри-
зация флюоресценции меченого антигена в рас-
творе имеет небольшое значение и значительно 
возрастает при образовании иммунного комплек-
са с антителами. Чем выше концентрация опре-
деляемого антигена в пробе, тем в большей сте-
пени меченый антиген в реакционной смеси бу-
дет в свободном состоянии и ниже значение поля-
ризации флюоресценции. Данный метод анализа 
гомогенный и позволяет определять концентрацию 
антигена в течеиие нескольких минут. К преиму-
ществам поляризационного флюороимм'уноанали-
за следует также отнести простоту выполнения 
анализа, точность, хорошую вопроизводимость ре-
зультатов, стабильность калибровочной кри-
вой. Ограничением широкого применения этого 
метода является недостаточное количество прибо-
ров для измерения поляризации флюоресценции. 

М е т о д и к а . Д л я проведения синтеза и разработки мето-
да анализа использовали химические реактивы отечественно-
го (марки о. с. ч. и х. ч.) и импортного («Sigma») про-
изводства. 0,95 г тетрабората натрия и I г азида натрия 
растворяли в 1 л дистиллированной воды; рН буфера 9,2. 
Готовили стандарты 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты пу-
тем разбавления исходного раствора гербицида в этаноле 
(1 г /л ) до конечных концентраций 0,5, 1, 2, 5, К), 20, 50 и 
100 мкг/мл. К 4 MI' (20 мкмоль) раствора 2,4-дихлорфенокси-
уксусной кислоты в I мл диметилформамида добавляли 

4 мг (40 мкмоль) Ы-гидроксисукциии^ида и 16 мг (80 мкмоль) 
1 -этил-3- (З-диметиламинопропил) -карбодиимида. Реакцион-
ную смесь перемешивали при комнатной температуре 2 ч 
и добавляли 5 мг (10 мкмоль) этилендиаминфлюоресцеинтио-
карбамата [3]. Реакционную смесь перемешивали в тече-
ние 1 ч при комнатной температуре, затем отгоняли в вакууме 
органический растворитель и остаток растворяли в 0,5 мл 
метанола и хроматографировали на пластинках «Силуфол» в 
системе этилацетат - метанол уксусная кислота в отно-
шении 60:15:1 (по объему). С пластинки собирали основ-
ную желтую полосу с Rf 0,4 и экстрагировали полученную 
2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту, меченную флюоресцеи-
ном, в 2 мл метанола. Д л я приготовления рабочей кон-
центрации 100 мкл полученного раствора трасера разбавля-
ли 3 мл 0,01 М карбонатного буфера рН 9,6, после чего 
спсктрофотометрически определяли концентрацию трасера при 
длине волны 492 нм и по коэффициенту экстипкции флЮорес 
ценна 8,78-10" М ' / см 1 [3]. 

Затем этот раствор разбавляли до концентрации 10 пмоль/л 
боратным буфером рН 9,2 и использовали в анализе, описан-
ном ниже: При разработке анализа мы использовали анти-
сыворотку с наибольшим титром антител, полученную при 
иммунизации кроликов конъюгатом 2,4-дихлорфеноксиуксус-
ной кислоты и бычьим сывороточным альбумином. Д л я из-
мерения поляризации флюоресценции мы использовали ана-
лизатор TDx фирмы «Abbott» (США). Исследования про-
водили в полуавтоматическом режиме по программе «Photo 
Check». 

В стеклянную кювету к 50 мкл анализируемой пробы 
или стандарта добавляли 0,5 мл раствора 2,4-дихлорфеиокси-
уксусной кислоты, меченного флюоресцеином, в концентра-
ции 10 нмоль/л и 0,5 мл антисыворотки, разбавленной в 
соотношении 1:200 буфером для анализа. Загружали 10 кю-
вет в карусель для выполнения теста «Photo Check» на 
анализаторе TDx фирмы «Abbott» и измеряли поляриза-
цию флюоресценции в автоматическом режиме. Время анали-
за 10 образцов около 7 мин. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Чувстви-
тельность любого метода иммуноанализа суще-
ственно зависит от специфичности и аффинности 
используемых антител. Проведя скрининг анти-
сывороток против 2,4-дихлорфеноксиуксусной кис-
лоты методом поляризации флюоресценции, мы 
выбрали антисыворотку от одного из подопытных 
животных (рис. 1). Титр антисыворотки, опре-
деленный этим методом при 50 % связывания тра-
сера, превышал 1/1000. 

При проведении оптимизации метода опреде-
ления 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты мы 
проварьировали объем образца, время проведе-
ния анализа, концентрацию трасера и степень раз-
ведения антисыворотки. На рис. 2 представле-
ны калибровочные графики определения 2,4-
дихлорфеноксиуксусной кислоты при различных 
разведениях антисыворотки. По мере разведения 
антисыворотки калибровочные графики смещают-
ся почти параллельно, поэтому можно использо-
вать антисыворотку в широком диапазоне разведе-
ний. Д л я дальнейших исследований мы выбрали 
разведение 1/200. Причем следует отметить, что 
для проведения анализа можно использовать цель-
ную антисыворотку, а не ее иммуноглобули-
новую фракцию, как обычно делается в иммуно-
ферментном или радиоиммунном анализе. С уве-
личением объема анализируемого образца пропор-
ционально увеличивается и чувствительность ана-
лиза. Мы брали 50 мкл образца для анализа, 
что обеспечивало достаточную чувствительность и 
широкий диапазон определяемых концентраций 

93 



Рис. 1. Кривые разбавления антисыворотки против 2,4-дихлор-
фспоксиуксусной кислоты ( / ) и нормальной неиммуниой сы-
воротки кролика ( 2 ) . 

По оси абсцисс — разведение антисыворотки ; по оси ординат — поляризация 
флюоресценции, гпР. 

Рис. 2. Влияние степени разведения антисыворотки на калибро-
вочные кривые для поляризационного флюороиммуноанализа 
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты. 
Разведение антисыворотки 1:100 ( / ) . 1:200 (2), 1:400 (.?). По оси абсцисс 
концентрация 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты, м к г / м л ; по оси ординат 
поляризация флюоресценции, m l \ 

2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты. Калибро-
вочный график поляризационного флюороиммуно-
анализа 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты по-
казан на рис. 3. Разработанный метод ана-
лиза гомогенный, равновесие в системе уста-
навливается практически сразу при смешении реа-
гентов. Поляризационный флюориметр TDx фир-
мы «Abbott» (США) позволяет определять по 
программе «Photo Check» в автоматическом режи-
ме до 10 образцов одновременно. Общее время 
определения 10 образцов составляет около 7 мин. 

Выполнив 10 повторных измерений нулевого 
стандарта и используя метод расчета Родбарда 
[5], при 9 5 % уровне достоверности мы нашли, 
что минимальная определяемая концентрация 
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты составила 
0,1 мкг/мл. Объем образца для анализа состав-
ляет 50 мкл, поэтому методом поляризационно-
го иммуноанализа можно определить 5 нг герби-
цида в пробе, т. е. по чувствительности опре-

Перекрестные реакции (в %) различных соединений при 
определении 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты методом 
поляризационного флюороиммуноанализа 

Перекрестные 
реакции при 

концентрации 
10 м к г / м л 

2,4-Дихлорфеноксиуксусная кислота 100 
2,4,5-Трихлорфеноксиуксусная кислота 59 
4-(2 ,4-Дихлорфенокси)масляная кислота 41 
4-(2-Метил-4-хлорфенокси)масляная кислота 12 
2-Хлорфеноксиуксусная кислота 7,7 
2-А /\етил-4-хлорфсноксиуксусная кислота 7,2 
2-Метил-4,6-дихлорфеноксиуксусная кислота 2,6 
2- (2,4-Дихлорфснокси) пропионовая кислота 2,5 
2- (2-Мстил-4-хлорфенокси) пропионовая кислота 1,0 
2-Метилфепокеиукеусиая кислота 1,0 
2-Метил-6-хлорфеноксиуксусная кислота 0,3 

деления данный метод превосходит метод жидко-
стной хроматографии [6| и сравним с радио-
иммуноанализом |4] . 

Для оценки воспроизводимости результатов 
анализа мы провели анализ 3 контрольных образ-
цов, содержащих I, 10 и 100 мкг/мл 2,4-дихлор-
феноксиуксусиой кислоты в 4 10 повторах в 
одном анализе. Средние значения концентраций 
гербицида, найденные по калибровочной кривой, 
составили 0,98, 10,5 и 1 10,3 мкг/мл 2,4-дихлор-
феноксиуксусной кислоты с коэффициентами ва-
риации 13,1, 6,3 и 1 ,4% соответственно. Коэф-
фициенты вариации концентраций тех же образ-
цов стандартов по результатам трех анализов 
в разные дни были равны 17,7, 15,1 и 8 , 3 % 
соответственно. 

Определяя специфичность анализа, мы иссле-
довали перекрестные реакции с различными герби-
цидами и структурноподобными соединениями для 
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты. Полученные 
результаты свидетельствуют о достаточно высо-
кой специфичности анализа (см. таблицу). Мак-
симальные значения перекрестного реагирования 
для близкородственных соединений 2,4,5-трихлор-
феноксиуксусной кислоты и 4-(2,4-дихлорфе-
нокси) масляной кислоты (которые встречаются 
в виде примеси в выпускаемой промышленностью 
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоте) составляют 
59 и 41 % соответственно. Перекрестная реак-
ция другого широко используемого пестицида 
2-метил-4-хлорфеноксиуксусной кислоты 
составляет всего 7,2 %, что позволяет достовер-
но количественно определять 2,4-дихлорфеиокси-
уксусную кислоту в присутствии гербицидов или 
других соединений. 

В заключение следует отметить, что разрабо-
танный метод поляризационного флюороиммуно-
анализа прост, быстр и надежен. Он может быть 
использован для массового экспресс-контроля 
концентрации 2,4-дихлорфеноксиуксусной кисло-
ты в экстрактах из различных источников для 
целей охраны окружающей среды. 

Рис. 3. Калибровочная кривая для поляризационного флюоро-
иммуноанализа 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты ( / ) и пере-
крестная реакция с гербицидом 2-метил-4-хлорфеноксиуксус-
иой кислоты (2). 
По оси абсцисс концентрация гербицида, м к г / м л ; по оси ординат поля-
ризация флюоресценции, т Р . 
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