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Тестирующая система, состоящая из клеточных культур CaOv—HeLa и асцитной՝ 
опухоли (лимфосаркомы Фишера), может служить для определения биологической и 
противоопухолевой активности ферментных препаратов, обладающих аспарагиназной 
и глутаминазной активностью.

L-аспарагиназа из Ps. aurantiaca обладает биологической активностью и тенден­
цией к противоопухолевой активности.
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Как известно, для отбора и изучения препаратов с предполагаемой 
противоопухолевой активностью широко используется метод клеточных 
культур [12, 13]. Выбор тестирующей системы клеток зависит от задач 
эксперимента. Так, было показано [1, 6], что для определения биологи­
ческой активности L-аспарагиназ можно использовать клеточные систе­
мы, состоящие из чувствительных и нечувствительных к аспарагину 
клеток. Однако для выявления противоопухолевой активности у фер­
ментов, обладающих биологической активностью, необходимо провести 
дальнейшее их изучение на адекватных моделях экспериментальных 
животных.

Целью настоящего исследования является подбор тест-системы для 
определения биологической и противоопухолевой активности фермент­
ных препаратов с аспарагиназной и глутаминазной активностью.

Материал и методика. Мы использовали две монослойные клеточные культуры. 
CaOv—карцинома яичников и HeLa—рак шейки матки человека и одну взвешенную 
стационарную культуру—лимфому Беркитта (штамм P3HEHR).

Критерием цитотоксического эффекта служило действие препарата на уровень син­
теза нуклеиновых кислот независимо от того, действуют ли они непосредственно на 
этапы синтеза ДНК или опосредованно, через иные клеточные системы. Метод под­
робно описан Добрыниным и сотр. [1, 4—7].

Нами испытывались L-аспарагиназа—2 с глутаминазной активностью 1:2 из Ps. 
aurantiaca (ИБФМ-В-14) (Института биохимии ферментов и микроорганизмов АН. 
СССР), активность фермента составляла 50 ME на 1 мг белка, молекулярная плот­
ность—150000—180000 [2], а также L-аспарагиназа, выделенная из Candida guillier- 
mondii ВКМ-У-42 (Ереванский государственный университет). Последний дан на 
испытание после частичной очистки (в 60 раз). При этом аспарагиназная активность
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составляла 0,05 МЕ на 1 мг белка, глутаминазная активность—8—֊12% от аспарагиназ­
ной активности, молекулярная плотность֊]95000 [3]. Контролем служила Б-аспара- 
гиназа (краснитин) из Е. соН фирмы Байер (ФРГ).

Ферменты испытывались на клеточных культурах: СаОу, НеБа и Р3НЕНИ. Пре­
парат, проявивший биологическую активность, подвергался дальнейшему испытанию 
на противоопухолевую активность на мышах. В эксперименте использовались мыши- 
самцы массой около 20 г линии ДВА/2, которым вводили внутрибрюшинно асцитные 
клетки 1.-8 (лимфолейкоз Фишера) в объеме 0,2 мл. Через 2 недели после развития 
опухоли мышей забивали, вскрывали и тотчас отсасывали из брюшной полости асцит. 
Затем асцит разбавляли в 2 раза синтетической питательной средой № 199. Приго­
товленную клеточную взвесь по 0,2 мл с содержанием 1.106 клеток вводили внутри­
брюшинно мышам-самцам линии С57 В1 массой около 20 г.

Через 24 ч после прививки мышам асцита начинали лечение их Б-аспарагиназамй 
в течение 3-х дней ежедневно. Ферменты вводили внутрибрюшинно в дозе 10 МЕ на 
мышь, т. е. 0,5 МЕ/г массы тела. Доза была выбрана исходя из того, что лечебная 
доза Б-аспарагиназы составляет 500—1000 МЕ/кг массы тела.

Критерием противоопухолевой активности служила средняя продолжительность 
жизни животных.

Результаты и обсуждение. Предварительные испытания клеток 
СаОу, РзНЕНК и СаРа на чувствительность их к дефициту аспарагина 
показали, что клеточная линия СаОу—не чувствительна к дефициту ас­
парагина и глутамина, а клеточные линии СаРа и Р3НЕНР чувствитель­
ны к нему [1]. В указанной работе нами было показано также, что 

*для определения специфической биологической активности аспарагиназ 
можно использовать клеточные системы СаОу—СаРа, и СаОу—
РзНЕНР. В этих тестирующих системах клеточная культура СаОу, не 
чувствительная к дефициту аспарагина и глутамина, используется для 
определения общей цитотоксичности ферментов, чувствительные к де­
фициту их клеточные культуры СаРа и Р3НЕНИ—для определения спе­
цифической цитотоксичности. Опыты показали, что клетки НеЕа чув­
ствительны к дефициту аспарагина, так как включение метки Повыша­
лось на 100%, т. е. в 2 раза, после прибавления избытка аспарагина к 
клеточной культуре НеБа (табл. 1, строка 4).

Определение чувствительности клеточных культур СаОу и НеБа 
к дефициту аспарагина

Таблица 1
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Среда Игла -ф- кл. культура СэОу 24 2035+574 100 3,5
Среда Игла 4՜ 

рагин
кл. культура СаОу-распа-

24 2561+285 125 9,0
Среда Игла + кл. культура НеБа 24 1200+228 100 5,0
Среда Игла 4՜ 

рагнн
к л. культура НеБа + аспа-

24 2381+594 198 4,0

Затем мы приступили .к испытаниям аспарагиназ с целью установ­
ления их биологической активности, а также для проверки тест-системы: 
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СаО\г—НеЬа. Все 3 вида аспарагиназ добавлялись к клеточным куль­
турам в дозе 5,0 МЕ/мл. Ь-аспарагиназа-глутаминаза ИБФМ-В-14 тор­
мозит включение метки на чувствительных к дефициту аспарагина клет­
ках НеЬа почти на 50% (табл. 2, строка 6), что говорит о наличии в 
препарате специфической цитотоксичности. Снижение же включения 
метки клетками культуры СаОч под влиянием фермента указывает на 
наличие в препарате общей цитотоксичности. Специфическая цитоток­
сичность Ь-аспарагиназы-глутаминазы ИБФМ-В-14 оказалась выше 
специфической цитотоксичности Б-аспарагиназы (краснитин) фирмы 
Байер (табл. 2).

Влияние аспарагиназы на клеточные культуры CaOv и HeLa
Таблица 2

Условия опыта
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Среда Игла + кл, культура СаОу 24 2035+574 100 3,5
Среда Игла + кл. культура СаОу + 

+5 МЕ/мл Ь-аспарагиназы (краснитин) 24 2187+497 107 4,0
Среда Игла + кл. культура СаОу + 

4֊;5 МЕ/мл б-аспарагиназы (ИБФМ-В-14) 24 1347+197 66 7,0
Среда Игла + кл. культура НеЬа ’ 24 1200 + 228 100 5,0
Среда Игла + кл. культура Не1_а + 

+ 5 МЕ/мл Е-аспарагиназы (краснитин) 24 1037+273 89 4,0
Среда Игла + кл. культура НеЕа + 

4-5 МЕ/мл Б-аспарагиназы (ИВФМ-В-14) 24 683+70 57 10,0

Испытания же ферментного препарата L-аспарагиназы из Candida 
guilliermondii ВКМ-У-42 ввиду малой активности (0.05 ME на 1 мг бел­
ка), а также ограниченного количества его, нам удалось провести лишь 
на одной клеточной культуре—лимоме Беркитта, чувствительной к дефи­
циту аспарагина [1]. При этом метка снизилась на 44% от контроля, 
что дает нам основание предполагать наличие в препарате специфи­
ческой цитотоксичности.

Поскольку препарат аспарагиназы (ИБФМ-В-14) из Ps. aurantiaca 
проявил специфическую цитотоксичность, мы подвергли его испытаниям 
на противоопухолевую активность in vivo на мышах. Асцитный! тип 
опухоли нами выбран на основании многочисленных данных литературы 
[8, 9, 14, 18] и др., указывающих на то, что этот тип опухоли является 
наиболее адекватным для первичной оценки противоопухолевой актив­
ности исследуемых препаратов. Мы использовали в своих исследова­
ниях асцитный тип опухоли (лимфолейкоз Фишера). Опыты in vivo 
показали, что средняя продолжительность жизни животных под влия­
нием L-аспарагиназы из Ps. aurantiaca удлинялась на 20—30% по срав­
нению с контролем, а под влиянием L-аспарагиназы (краснитин)—на 
30—40%.
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Таким образом, ферментный препарат Լ-аспарагиназы из Ps. au­
rantiaca имеет тенденцию к противоопухолевой активности. Наши дан­
ные о наличии в препаратах аспарагиназы противоопухолевой актив­
ности согласуются с многочисленными данными литературы [10, 15] и 
др. Данные же, полученные нами при определении чувствительности 
клеток HeLa к дефициту аспарагина, полностью согласуются с данными 
Кима [11]. Мы наблюдали корреляцию результатов по биологической 
и противоопухолевой активности Լ-аспарагиназы из Ps. aurantiaca как 
in vitro, так и in vivo.

Выражаем свою признательность научному сотруднику Института 
биохимии ферментов и микроорганизмов АН СССР (г. Пущино) Вино­
градову Б. Д. за предоставленный нам на испытание препарат L-acna- 
рагиназы-2 (ИБФМ-В-14). Выражаем также искреннюю благодар­
ность сотрудникам Онкологического научного центра г. Москвы группы 
клеточной фармакологии (рук. гр. Добрынин Я. В.), Т. Г. Николаевой и 
Т. П. Пунтус за помощь в работе над освоением методик.
Ереванский государственный университет, 
кафедра биохимии Поступило 22.11 1980 г.

ՏԵՍՏ ՍԻՍՏԵՄ Լ-ԱՍՊԱՐԱԴԻՆԱԶԱՅԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ 
ԵՎ ՀԱԿԱՈՒՌՈՒՑՔԱՅԻՆ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՀԱՐՑԻ ՎԵՐԱԲԵՐՅԱԼ

ժ. Ք. ԱՄԼԱՆՅԱՆՅ, Մ. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆ, Յա. Վ. ԴՈԲՐԻՆԻՆ, Կ. Ռ. ՍՏԵՓԱՆՅԱՆ

Ս արդու արգանդի վզիկի բջջային կուլտուրան' HeLa-Ь զգայուն է աս֊ 
պա բարդին ի նկատմամբ։

CaOv-HeLa-/։ բջջային տհ иտ ֊սիиտ եմը կարող է օգտագործվել աս֊ 
պ արա՛գին ա զա յին և գյուտ ա մ ին աղային ա կտ իվությա մ բ օժտված ֆերմենտա֊ 
յին պրեպարա\տ\ների կենսաբանական ա կտիվությ ունր ո ր ոշելու համար, իսկ 
CaOv-HcLa֊/r և Ֆիշերի լիմֆոսարկոմայի ասցիտային ուռուցքի բջիջներից 
կազմված տ ե ստ ֊ и ի սա ե մ ր կարող է ծառայել այդ պրեպարատների ինչպես 
կենսաբանական, այնպես էլ հակաուռուցքային ակտիվության որոշման հա֊ 
մար։

Pseudomonas aurantiaca֊/? Լ֊ Ш и պ ա ր ա դինա զան օժտված է կեն и ա բա֊ 
նա կան և հա կա ուռուցքային ակտիվությամբ։

TEST SYSTEM FOR DETERMINATION OF BIOLOGICAL 
AND ANTITUMOR ACTIVITY OF L-ASPARAGINASE

G. K. ASLANYANTS, M. A. DAVTYAN, J. V. DOBRYNIN, K. R. STEPANIAN

Cell test system consisting of cell culture CaOv-HeLL and ascite 
tumor may be used for determination of biological and antitumor actP 
vity of enzyme preparations with asparaginase and glutaminase activity, 
L-asparaginase of Ps. aurantiaca has biological and antitumor activity.
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