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Повышение заболеваемости злокачественными опухолями — важнейшая 
проблема современной биологии и медицины. Действие ряда противоопу
холевых препаратов обусловлено их способностью образовывать обратимые 
комплексы с ДНК с проявлением определенной токсичности, являющейся 
основ гым фактором, ограничивающим их широкое практическое использова
ние. Следовательно, при поиске новых химических антиопухолевых средтсв 
внимание должно быть сосредоточено на обеспечении высокой степени 
эффективности при отсутствии побочных признаков токсичности.

На протяжении многих лет в лаборатории ароматических соединений 
Института тонкой органической химии НАН РА проводятся систематические 
исследования, касающиеся корреляции «структура — биологическая ак
тивность» в ряду а-, 7- моно- и бис-аминокетонов. Изучение про
тивоопухолевой активности ди гидрохлор идо в диаминодикетоноь привело 
к отбору активного и нетоксичного соединения под условным номером 
1724 |1.2] Последнее обладает выраженным ингибирующим действием в 
отношении ряда экспериментальных опухолей, характеризуется отсутствием 
токсичности и выраженной противоопухолевой активностью по сравнению с 
аналогом — известным цитостатиком эмбихином. Кроме того, максимально 
иереи эсимая доза соединения при многократном введении в 200 раз меньше 
аналогичных доз эмбихина, не обладает мутагенными свойствами [3] и 
относится к алкилирующим соединениям, в механизме противоопухолевого 
действия которых существенную роль играют алкилирующие свойства, 
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способствующие их реагированию с нуклеофильными центрами белковых 
молекул с нарушением синтеза ДНК. жизнедеятельности клеюк и блока у,й 
митотической активности последних, что сопровождается перекрестным 
связыванием двух нитей ДНК и нарушением их деления во время репликации 
[4]. обеспечивая геномную нестабильность, которая может пзивести к 
апоптозу опухолевых клеток. Следовательно, противоопухолевые препараты 
этого типа оказывают повреждающее действие на малигнизированные клетки 
путем нарушения структуры и функции ДНК [5,6), с изменением статуса 
метилирования ДНК, являющегося важнейшим молекулярным механизмом 
при неоплазиях. Г иперметилирование ДНК является критическим для 
большинства раковых опухолей. Мутации возникают после дезаминирования 
5-метилцитсзина (5МЦ), с превращением ГЦ-пар в АТ-пару и в результате 
с измененением кодирующей последовательности нуклеотидов в гене и 
функции белка [7].

В данной работе мы попытались выявить характер взаимодействия и
обусловленность терапевтической э нт» гективнести исследуемого активного1 _ 1

1 I

противоопухолевого соединения 1724 с ДНК опухолевой ткани - саркомы
45 (С-45), поскольку последняя во многом обусловлена взаимодействием 
лечебного фактора с НК, в частности с ДНК. При изучении механизма 
действия цитостатических препаратов этого типа имеется возможность
проследить за сдвигами реакций метилирования ДНК в опухолевой ткани до 
и после воздействия изучаемого соединения Полученные изменения могут 
служить основой к рассмотрению их в качестве скрининговых свойств при 
неопластических заболеваниях (8).

Мате рилы и методы. Материалом для исследования in vitro служили 
печень здоровых животных (чистый контроль), опухоль С-45, опухоль С- 
45+ изучаемое соединение. Предварительно перевивку опухоли доводили 
в асептических условиях известным методом |9| на самцах линии Вистар 
массой 100-120 г. На 15-й день животных забивали и работали с извлеченной 
опухолью, а чистым контролем служила печень интактных животных В 
качестве контрольного препарата в наших экспериментах был при Mt н< н 
циклофосфан, поскольку несмотря на то, что в эксперименте эмбихин мм. тно 
тормозит рост ряда перевивных опухолей животных, с получением новых, 
более эффективных и менее токсичных препаратов эмбихин во жених 
странах перестали применять.

Циклофосфан при проникновении в опухолевые км тки оысгр 
щеплуется под влиянием фосфатаз, в большом кохичесни нах \ 
опухолевой ткани с освобождением ди(2-хлорэтил)амина, который р 
риваегся как соединение, доставляющее активное цитостатическое вещество 
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в опухолевые клетки.
Циклофосфан, как и ДНК, легко растворим в воде; в результате при 

выделении в опытах ш уйго не исключены потери, что может привести к 
занижению активности препарата. Учитывая вышеизложенное, растворение 
циклофосфана производили в карбоксиметилцеллюлозе из расчета 1 мг в 
5 мл раствора с вычислением нужной нам концентрации на 10 г опухоли 
Пое м дующее гомогенизирование опухолевой ткани и печени осуществляли 
в 0 15 М 1\аС1. гомогенаты инкубировали в термостате при 37°С в течение 
24 ч. В рабе те использовали метод экстракции ДНК, на основе ее фенольно- 
хлороформенного экстрагирования в присутствии 1.5% 505. Гидролитическое 
получение азотистых оснований проводили в запаянных стеклянных ампулах 
в 85?с муравьиной кислоте при 176°С в течение часа (0.1 мл клслоты на 
1 мг ДНК); тонкослойную хроматографию азотистых оснований нуанин(Г), 
цитозян(Ц), 5МЦ, аденин(А), тимин(Т)) производили на ДЭЛЭ-целлюлозе в 
растворителе бутанол:вода:аммиак (60:10:0.1), а спектрофотометрию элюатов 
всех оснований (А, Г, Г, Ц, 5МЦ) — против элюатов из соответсвующих 
участков хроматограмм.

Результаты и их обсуждение. Обнаружено высокое содержание 5МЦ 
в ДНК С-45 (таблица). Гипермегилировапие ДНК при неоплазии является 
специфическим эпигенетическим признаком, чем можно руководствоваться 
при диагностике и лечении этой болезни 110|. Учитывая существование тесной 
связи между процессами метилирования ДНК и возникновением опухолей, 
не исключено, что нарушение метилирования может привести к активации 
протоэнкогенов и в свою очередь к усилению злокачественного роста (10,11) 
Пред! олагается также, что одноцепочечная ДНК, образующаяся во время 
репликации или репарации может стать объектом для метилирования de novo 
ДНК-метилтрансферазой, что часто встречается в процессе опухолевого роста 
(12), наряду с мутациями, возникающими после дезаминирования 5МЦ (13)

Нуклеотидный состав опухолевой ДНК в контроле и при воздействии изучаемого 
соединения под кодовым названием 1724 in vitro

Источник ДНК Содержание оснований в ДНК, мол. %
Г Ц 5МЦ А Т Г-1-Ц4-5МЦ

Пече» ь (чистый кон троль) 21 5 20.5 1.06±0.01 28.9 28.9 43.0
Опухоль (С-45) 21.0 18.1 3.09±0.01 29.0 29.0 44.0
С-45 4 циклофосфан 21.2 19.5 1.47±0.01 29.2 29.2 42 1
С-45 4 1724 21.3 20.3 0.57±0.01 29.0 29.0 42.1 ------- и------ ГоПримечание. В каждой группе — 10 животных. Число определений — ГТ
Проведенные изменения статистически достоверны (р < 0.05) по сравнению с
контролем (печень, опухоль).
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11ри имкубации опухолевых клеток с потенциальным противоопухолевым 
соединением 1724 отмечается уменьшение содержания 5МЦ в ДНК 
левой ткани; примечательно при этом практически одинаковое содержание 
основных оснований (Г, Ц, А. Т) в изученных ДНК Выделенные ДНК 
принадлежат к АТ-типу, количество Г+Ц+5МЦ в них составляет 40 5- 
44.0 мол.%. Четкое различие между образцами ДНК из опухолевой 
ткани до и после воздействия исследуемого соединения обнаруживается 
только в отношении содержания 5МЦ Одним из важнейших критериев 
чувствительности опухолевых клеток к химиотерапии является с։ особность 
активных соединений устранять дефекты в структуре ДНК Восстановление 
поврежденной ДНК осуществляется разными путями, важнейшим из которых 
является механизм модификации ДНК, в особенности касающийся процесса 
метилирования опухолевой ДНК. Поскольку исследуемое соединение являет
ся алкилирующим агентом, механизм его действия объясняется образованием 
прочных ковалентных связей с ДНК, нарушением ее стабильности, при 
котором ингибируется эффективная репарация ДНК, что приводит к леталь-
ному повреждению чувствительных опухолевых клеток in vitro (14). Кроме 
того, исследуемое соединение может ингибировать и ДНК-метилгрансферазу, 
вызвать обратное эпигенетическое глушение аберационно метилированных 
генов 115]. что приводит к ингибированию роста опухоли. Эпигег етические 
модисэикации, включающие метилирование ДНК, обратимы и играют важную 
роль в регуляции генной экспрессии. Изменения метилирования могут
привести к мутациям разных опухолесупрессорных генов или протоонкоге
нов. Как результат аберраций метилирования геномной ДНК выступает и 
канцерогенез, а обратимость гиперметилирования может быть использована 
как мишень при терапевтическом лечении опухолей [16].

Результаты проведенных нами экспериментальных исследоганий под
тверждают существование корреляционной связи между задержкой рос га 
опухоли (78%) и уровнем ингибирования процесса метилирования опухолевой 
ДНК (81.5%) под воздействием исследуемого соединения, по сравнению 
с циклофосфаном (52.4%). Из полученных данных можно заключить о 
возможности использования оптических методов дхя исс.м дованиз при 
опухолевой трансформации структурных изменений ДНК, в частности 
метилирования и установления характера связывания ион нциам.ных [ 
тивоопухолевых соединений с ДНК Иначе говоря, становится 
целесообразность использования этих методов при ра щаботк( хекарс 
мишеней, ингибирующих уровень метилирования ДНК И 
положенное свидетельствует о перспективности дальнейшего изучения 
структурно-функциональных особенностей соединения 1724 ш ™ в пред- 
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клинических исследованиях как препарата противоопухолевого действия
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Роль метилирования ДНК в реализации противоопухолевого действия 
потенциального противоопухолевого соединения in vitro

Исследовано воздействие потенциального противоопухолевого соединения (под 
условным номером 1724) на ДНК, выделенной из здоровой печени и опухолевой 
ткани оиухоленосящих животных в условиях in vitro. При инкубации опухолевых 
клеи» с соединением 1724 и контрольным препаратом циклофосфаном наблюдается 
понижение содержания 5-метилцитозина в опухолевой ДНК. Полученные ре
зультаты свидетельствуют о перспективности дальнейшего изучения струкгурно- 
функииональных особенностей соединения 1724 in vivo в предклинических иссле
дованиях как препарата противоопухолевого действия.

L. t.'LLpuLujuiti, Ъ. Ч. Q-oiuujuipjiub, *L. 4.. hintqiui|LpqjiuU, Ч-. И. Q-UnpqjiuU

ԴՆքձ-ի մեթիլացման նշանակությունը պոտենցիա) հակաուռուցքային միսյցության 

հակս. ուռուց թային ազդեցության կայացմաև մեջ in vitro պայմաններում

Աշխատանքում ուսումնաւիրվե) է պոտենցիալ հակաուռուցքային միացութան (1724 
պայմանական անվանումով) ներգործությունը առողջ լյւսթւդի եւ ուռուցրակիր կենդանինե

րից անջատված ուռուցքի վրա in vitro պայմաններում: Ուռուցրային բջիջների հետ 1724 
միացության ե ստուգիչ պատրաստուկ ցիկլոֆոսֆանի ինկուբացիայի ժամանակ ուոուցրայիև 

ԴՆԹ-ի կագմո մ դիտվում է 5-մեթիլցիտոգինի քանակի իջեցում Փորձի արդյունքները վկայում 

են 1724 միացության հեռանկարային' հետագա, ավեյի խորը in vivo ուսումնասիրության 

աևհրաժեշտութւաև մասին* որպես պոտենցիա) հակաուռուցքային ակտիվությամբ օժտված 
միացություն

L.E Nersesyan, N.K. Gasparyan N.V.Khudaverdyan, G.AGevorgyan
rhe Role ol DNA Methylation in the Realization of Antitumoral Action of Potential 

Antitumor Compound in vitro

The structural properties of DNA of tumor Sarcoma 45 (S-45), in particularly the 
methylation process (content of 5-methylcitosine (5mc)) of DNA of liver and tumor tissue
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°' N17243 ” “ni71S UndCT th° inflUen“ °* POte“"al compound
,.a.ned N1724 are -nvestigated in vitro, it is shown thal methylstion <։J 
,n DNA of . -45 at the incubation of tumor cells with the compound named NI724 and 
the control preparation cyclophosphan The results obtained have shown tha. compound 
N1724 must be studted in more details in vivo as a potent factor with the antitumor activity
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