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Активные формы кислорода (АФК) являются 
ключевыми факторами развития злокачественных 
новообразований (метастаз) [14,19]. Основными 
источниками продуцирования АФК являются 
НАДРН-оксидазы, локализованные в первую 
очередь в мембранах клеток иммунной системы 
[18], причем продуцирование АФК в большинстве 
случаев увеличивается при канцерогенезе [9,12]. 
Однако АФКпри накоплении вызывают оксидатив- 
ное повреждение ДНК опухолевых клеток, 
подавляют их рост и вызывают апоптоз послед них 
[8,11,13]. При саркоме-45 (С-45) и саркоме Эрлиха 
эти изменения ассоциируются с отклонением 
антиоксидантного и прооксидантного статусакро- 
ви и печени, функционированием митохондрий, 
метаболизмом NO, ингибированием антиокси
дантной системы, снижением стабильности эри
троцитов и повышением степени анемии [10]. 
Соединения (интерферон-бета, ретиноевая, кофеи
новая и фериликовая кислота), стимулирующие 
НАДРН-оксидазы, вызывают апоптоз и снижение 
прогрессирования опухолевых клеток [7]. Факти
чески и снижение, и повышение физиологического 
уровня АФК (супероксидных радикалов) отрица
тельно влияют на состояние опухолевых клеток. 
С этой точки зрения определенный интерес 
представляет выявление молекулярно-биохими
ческих механизмов воздействия 2-циан-3,4,4- 
триметил-2-бутен-4-олид (ЦТБО) - соединения, 
обладающего СОД-миметической активностью 
при канцерогенезе.

Целью работы является определение харак
терных изменений эндогенного уровня и активности 
металлопротеинов прооксидантной активности 
(МПА) и металлопротеинов антиоксидантной 
активности (МАА), а также продукта липидной 
пероксидации - малонового диальдегида (МДА) 
в печеночной ткани белых крыс на начальных 
этапах развитии С-45 под влиянием экзогенно 
введенного ЦТБО.

Материал и методы

Белые беспородные крысы-самцы массой 160- 
180 г., содержащиеся на полноценном режиме в 
течение месяца до начала эксперимента, были 
разделены натри группы (по 12в каждой). Ткань 
С-45 (5г) размельчали специальной установкой, не 
повреждая клетки в 20 мл физиологического раст
вора. Животным первой опытной группы (ОГ-1) 
подкожно вводили по 1 мл этой смеси опухолевых 
клеток. Животным ОГ-2 вводили клетки С-45 и 
через 3 дня в том же объеме ввод или внутрибрю
шинно 17 мг/кг ЦТБО каждый день в течение 8 
дней. Контрольным животным вместо ЦТБО 
вводили физраствор в аналогичном режиме. Жи
вотных декапитировали под легким эфирным 
наркозом на 15-й день опыта. Печень животных 
подвергали перфузии физраствором и г омогени- 
зировали в 0,04 М калий фосфатном буфере, pH 
7,4 (КФБ). Гомогенизацию печени (10 г) проводили 
в 40 мл КФБ. По 3 мл из этого го.м огената отделяли 
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для определения количества МДА оптическим 
спектральным методом [1]. МАА (Си,2п-СОД, 
Mn-СОД и каталаза) и МПА (фракция новой 
изоформы цитохрома Ь558, цитохрома С) получали 
из печени и количественно определяли биотехноло
гическим способом без использования детергента, 
который отрицательно влияет на эти металлопро- 
теины (МП) [3,5], используя вместо крови и эрит
роцитарных мембран гомогенат и мембраны 
клеток печени (МКП). Белковые фракции гомоге
ната и МКП после диализа и удаления нераст
воримых остатков подвергали ионообменной хро
матографии на целлюлозах КМ-52 и ДЕ-52 
(Whatman, Англия).

Количество полученных МП определяли на 
основании оптических плотностей: для цитохрома 
(цит) С при 520 нм, фракции цит Ь558 - 530 нм. 
СОД-активность фракций и НАДРН-зависимую 
супероксид (О2) -продуцирующую активность 
фракции цитЬ558 в гомогенной и гетерогенной 
фазах (в МКП) определяли нитротетразолиевым 
синим методом [2].

Метгемоглобин (метНЬ)-восстанавливающую 
активность фракции цит Ь558 МКП в гомогенной 
фазе определяли оптическим спектральным 
методом, путем вычисления процента снижения 
плотности максимального оптического поглощения 
при 565 нм метНЬ крыс (А^ в реакционной смеси 
составляло 0,8) в присутствии фракции цит Ե558 
(А5м в реакционной смеси составляло 0,03). Для 
определения метНЬ-восстанавливающей актив
ности фракции цитЪ558 в гетерогенной фазе (в 
МКП) к 3 мл реакционной смеси добавляли 0,2 мл 
МКПс0,04МКФБ[16].

Каталазную активность фракций определяли 
перманганатометрическим  титрованием раствора 
перекиси водорода в отсутствие и присутствии 
каталазной фракции.

Гомогенизацию печеночной ткани проводили на 
размельчителе тканей со скоростью вращения но
жей 3000 об/мин в течение 3 мин при 4°. Опти
ческие спектральные измерения проводили на 
спектрофотометре “Specord М-40” (Германия) с 
длиной оптического пути 1 см. Статистическую 
обработку полученных результатов осуществляли 
методом вариационной статистики Стьюдента- 
Фишера с определением критерия достоверности 
(Р).

Результаты и обсуждение

На начальных стадиях развития С-45 в течение 
15 дней в ОГ-1 и ОГ-2 гибель животных не 
наблюдалась. Средняя масса опухолей в ОГ-1 
составила 1,2+ 0,1г, в ОГ-2 -0,9 + 0,1 г (Р<0,05). 
При этом подкожная распространенность опу
холевых очагов в ОГ-1 превышала аналогичную в 
ОГ-2 в 1,9 раза. Следовательно, противоопухолевое 
действие ЦТБО заключается в предотвращении 
распространенности опухоли и подавлении его роста 
(40,0 ± 4,3%, Р<0,03).

В ОГ-1 наблюдается увеличение эндогенного 
уровня фракции цит Ь558 [4]. Это ассоциируется с 
увеличением НАДРН-зависимой Օշ՜ -продуци
рующей активности цит Ь558 МКП в гомогенной 
и гетерогенной фазах. Однако в ОГ-1 метНЪ-вос- 
станавливающая активность цитЬ558 снижается, 
особенно в гетерогенной фазе. Это свидетельст
вует о том, что цитЬ558 МКП претерпевает ка
чественное изменение. Снижение метНЬ-вос- 
сганавливающей активности цит Ь558 МКП может 
отрицательно влиять на кислородный гомеостаз, 
ассоциированный с повышением степени анемии, 
что является новым механизмом индуцирования 
анемии при канцерогенезе [2]. Однако увеличение 
НАДРН-зависимой Օշ՜ -продуцирующей актив
ности фракции цит Ь558 МКП, с одной стороны, 
может вызывать стимулирование иммунной сис
темы, для которой НАДРН-оксидаза является 
основным источником продуцирования О2 (цит 
Ь558 является ключевым компонентом этой ком
бинированной оксидазы) [18], с другой - увеличе
ние уровня О2 (соответственно перекиси водорода 
и гидроксильных радикалов) может вызывать 
оксидативное повреждение окружающих био
систем [6].

Снижение уровня цит С в клетках (митохонд
риях) печени крыс при С-45 (ОГ-1) свидетельст
вует об ослаблении процессов дыхательной цепи 
митохондрий, однако это компенсируется некото
рым увеличением уровня цит Ь558 в клетках 
печени. С другой стороны, увеличение уровня 
МДА в печени в ОГ-1 может быть связано с 
повышением уровня О2՜ -продуцируемых цитЬ558 
(О2՜ и НО- стимулируют перекисное окисление 
ненасыщенных жирных кислот фосфолипидов 
биомембран) [6]. При участии цит Ь558 стимули
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руется продуцирование Օ2՜ и перекиси водорода в 
митохондриях печени [17], а эти АФК являются 
потенциальными канцерогенными агентами, путем 
повреждения ДНК [18]. АФК отрицательно 

действуют и на МАА [15], что выражается сни
жением активности этих МП в клетках почек в 
ОГ-1 (таблица).

Таблица

Относительное изменение (%) уровня и активности про- и антиоксидантных МП и МДА в 
печени крыс при С-45 под влиянием ЦТБО в лечебном режиме, по сравнению с 100% 

контрольными показателями (Р<0,05, п = 8)

МП, активность, МДА ОГ-1 (С-45) ОГ-1 (С-45 + ЦТБО)
; Уровень фракции цит Ь558 из 

МКЛ
+ 28,7 ± 4,1 + 16,1 ± 2,2

НАДРН-зависимая Օշ՜ - 
i продуцирующая активность 
| фракции цит Ь558 МКП в 

гомогенной фазе

+ 24,8 ± 2,3 (Р<0,03) + 11,3 ± 2,0(Р<0,03)

НАДРН-зависимая Օշ՜ - 
продуцирующая активность 

фракции цит Ь558 МКП в 
гетерогенной фазе

+ 41,3 ± 3,3 + 34,8 ± 4,9

МетНЬ-восстанавливающая 
активность фракции 

цит Ь558 МКП в гомогенной 
; фазе

-35,7 ± 3,6 - 10,3 ± 1,8

МетНЬ-восстанавливающая 
активность фракции

1 цит Ь5 5 8 МКП в гетерогенной 
фазе

-51,4 ± 4,3 -20,2 ± 3,1

Цит С -36,7 ± 4,1 -24,9 ±3,0
МДА + 19,3 ± 3,4 (Р<0,03) + 10,8 ± 1,2 (Р<0,03)

• Суммарная фракция Cu,Zn- 
СОД и Мп-СОД -31,5 ± 2,1 ֊18,4 ± 3,0

___________Каталаза___________ -22,9 ± 2,7 (Р<0,03) -8,4 ±0,8 (Р<0,03)

Экзогенно введенный ЦТБО (в приведенной 
более эффективной концентрации) оказывает 
положительный регулирующий эффект на МАА и 
МПА (таблица), видимо, путем улавливания О2. 
Это в свою очередь снижает степень оксидатив- 
ного повреждения клеток печени, несколько стиму
лирует кислородный гомеостаз и снижает степень 
анемии. Эти изменения так или иначе повышают 
резистентность организма к оксидативному стрес
су при канцерогенезе.

Можно заключить, что экзогенно введенный 
ЦТБО в лечебном режиме играет антистрессор- 
ную, антиканцерогенную роль на начальных этапах 
развития С-45. Это дает основание для даль
нейшего определения влияния ЦТБО на анало
гичные показатели крови при С-45 и предложения 
его для предклинического испытания.

Поступила 26.06.07
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2-ցիան-3,4,4-եռմեթիլ-2-րութեն-4-օլիգ միացության ազդեցությունը 
մետաղապրոտեինների և մալոնային դիալդեհիդի էնդոգեն մակարդակի վրա աոնեաի 

լյարդում սարկոմա-45-ի զարգացման սկզբնական փուլում

Գ.Մ. Գալոյան

Առնետների մոտ* սարկոմա-45-ի (Ս-45-ի) 
գարգացման սկզբնական փուլում (15 օրվա 
ընթացքում), դիտվում է լյարդի բջիջների թա
գա նթներից անջատված ցիտոքրոմ Ե558-ի նոր 
իզոձևի ֆրակցիայի մակարդակի և ՆԱԴԲԱ- 
կախյալ Օշ՜ - գոյացման ակտիվության աճ, 
մետԱե-վերականգնման ակտիվության նվա
զում: Միաժամանակ կատարվում է լյարդում Си, 
Zn - ՍՕԴ-ի, Mn-ՍՕԴ-ի և կատալագի ակտի

վության անկում և մալոնային դիալդեհիդի մա
կարդակի աճ: Ներորովայ նային ներարկված 2- 
ցիան-3,4,4-եոմեթիլ-2-բութեն-4-օլիդ միացու
թյունը (17մգ/կգ, 8 անգամ) ցուցաբերում է հա- 
կասթրեսային և հակաուռուցքային ազդեցու
թյուն, վերոհիշյալ ցուցանիշները մոտեցնելով 
նորմային և մինչև 40%-ով կանխելով Ս-45-ի 
աճը:

The influence of 2-cian-3,4,4-trimethyl -2-buten-4-oIid compound on the metalloproteins and 
malonic dialdehyde endogeneous levels in rat liver at initial stage of sarcoma -4S growth

G.M.Galoyan

An increase in the levels of NADPH-depending 
O2՜ -producing and methemoglobin-reducing activity 
of the fraction of new isofonn of cytochrome (cyt) 
b558 from rat liver cell membranes is observed at the 
initial stage (during 15 days) of the sarcoma-45 (S-45) 
growth Simultaneously a decrease in the Cu,Zn-SOD, 

Mn-SOD and catalase activities and an increase in 
the malone dialdehyde level in the liver take place. 
Intraperitoneal injecteion of 2-cian-3,4,4-trimethyl -2- 
buten-4-olid (17 mg/kg, 8 times) shows antistressory 
and antitumor effects bringing these data to the norm 
and decreasing the S-45 growth to 40%.
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