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В отчете представлены результаты исследований, выполненных по 3 этапу Государственного контракта №П716 «Проведение поисковых научно-исследовательских работ по направлению «Геномные и постгеномные технологии создания лекарственных средств», выполняемому в рамках мероприятия 1.2.2 «Проведение научных исследований научными группами под руководством кандидатов наук» направления 1 «Стимулирование закрепления молодежи в сфере науки, образования и высоких технологий» федеральной целевой программы «Научные и научно-педагогические кадры инновационной России» на 2009-2013 годы. 

В настоящее время стало очевидным, что методология подходов разработки новых перспективных химиотерапевтических соединений направленного действия с заранее заданными свойствами должна базироваться на фундаментальных исследованиях особенностей метаболизма опухолевой клетки. В этом отношении обмен полиаминов (ПА), являющихся эссенциальными факторами процессов клеточного роста и дифференцировки [1], с учетом активности трансглутаминазы (ТГ) может служить удобной и надежной мишенью для поиска и конструирования противоопухолевых агентов, в частности, в качестве специфических ингибиторов ТГ и регуляторов активности ключевых ферментов обмена ПА. Аналоги ПА способны замещать эндогенные ПА в клетке в участках связывания. Это приводит к нарушению функций внутриклеточных ПА [2]. Исследования ограничились аналогами ПА алифатической структуры [3]. Однако предварительные результаты показали, что онкопротекторной активностью могут обладать также гетероциклические соединения, в частности, бис-уридильные [4], азафлуореновые и бензимидазольные [5] производные, а также алкалоиды [6]. 
Выбор данных веществ был обусловлен тем, что в их структуре можно выделить полиаминовые фрагменты. Изучение характера и степени влияния названных веществ на ключевые ферменты обмена ПА позволит сделать предположение об их возможном канцерогенном или противоопухолевом действии.
Целью исследования было исследование биологических свойств веществ оригинального синтеза на генном и органном уровнях. Обобщение и оценка результатов исследований, получение потенциальных противоопухолевых агентов.
С помощью метода RT-PCR произведен анализ экспрессии генов трансглутаминазы II в мозге крыс, исследование изменения активности трансглутаминазы II в опухолевом процессе, изучение влияния производных азафлуорена и метилированных производных ксантина на экспрессию гена трансглутаминазы II в опухолевых и нормальных тканях. В биологическом эксперименте определены дозы ЛД50 и ЛД100 для определния тоскичности исследованных веществ.
Проведено сравнительное исследование влияния ряда гетероциклических соединений оригинального синтеза на метаболизм ПА в клеточных тест-системах, а также на экспрессию генов трансглутаминазы II. Определены группы веществ из числа исследованных гетероциклических соединений, которые позволяют прогнозировать перспективные направления дальнейшего синтеза соединений с повышенным терапевтическим эффектом действия.
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Введение
В процессе совершенствования методов лечения злокачественных новообразований человека на первый план в проблеме современной химиотерапии выдвигается разработка и направленный синтез новых высокоэффективных противоопухолевых агентов. В последнее время арсенал применяемых в клинике противоопухолевых средств значительно расширился, однако большинство из них остаются малоэффективными и высокотоксичными.

Была высказана гипотеза о том, что аналоги ПА способны замещать эндогенные ПА в клетке в участках связывания. Это приводит к нарушению функций внутриклеточных ПА [7]. Исследования ограничились аналогами ПА алифатической структуры [3]. Однако предварительные результаты показали, что онкопротекторной активностью могут обладать также гетероциклические соединения, в частности, бис-уридильные [4], азафлуореновые и бензимидазольные [5] производные, а также алкалоиды [6]. Выбор данных веществ был обусловлен тем, что в их структуре можно выделить полиаминовые фрагменты. Изучение характера и степени влияния названных веществ на ключевые ферменты обмена ПА позволит сделать предположение об их возможном канцерогенном или противоопухолевом действии. 

Цель исследования - исследование биологических свойств веществ оригинального синтеза на генном и органном уровнях. Обобщение и оценка результатов исследований, получение потенциальных противоопухолевых агентов.
Глава 1 Аннотированная справка по научным результатам НИР, полученным на I этапе 

Нормальный клеточный рост регулируется наличием специфичных белков, в основном циклинами и некоторыми циклин зависимыми протеинкиназами. В последние годы также изучено изменение уровней полиаминов (ПА) во время клеточного цикла. Так в фазах G1 и G2 клеточного цикла замечено увеличение количества этих полиаминов. 

В клетках млекопитающих концентрация ПА изменяется в зависимости от фазы клеточного цикла. Соотношение спермидин/спермин увеличивается во время фазы G1 с максимумом в период фазы S и уменьшением в фазах G2 и М клеточного цикла. Это подтверждает существование корреляции максимума отношения спермидин/спермин с максимальным ростом и делением клеток. Аналогичные данные получены для позвоночных, растений и бактерий. Обнаружено также значительное увеличение содержания спермидина и гистамина в период роста нервных клеток. Путресцин и родственные ему амины стимулировали рост и клеточное деление в культуре тканей млекопитающих и фибробластов человека. 

Усиление пролиферации при добавлении ПА обнаружено в растительных клетках и в тканях животных. В высоких концентрациях путресцин, спермидин и спермин, вследствие образования их активных метаболитов – альдегидов ПА, ингибируют пролиферацию человеческих фибробластов в культуре. 

В физиологических концентрациях ПА служат стимуляторами роста, тогда как при значительном повышении их концентрации становятся ингибиторами этого процесса. Наиболее ярко роль ПА как активаторов роста проявляется в процессе эмбриогенеза, регенерации тканей, гипертрофии, а также при воздействии гормонов роста.

В тоже время имеются данные об изменении скорости биосинтеза и концентраций полиаминов в различных опухолях животных. Так, для пролиферирующих опухолевых клеток характерна высокая активность ключевых ферментов синтеза ПА и высокое содержание путресцина и спермидина. Это позволяет предположить, что активность ОДК, содержание спермидина и петресцина, величина отношения спермидин/спермин отражает пролиферативную активность опухоли. Дальнейшие наблюдения за онкологическими больными с солидными опухолями показали настолько резкое возрастание содержания ПА в крови, что оно, очевидно, послужило причиной многократного увеличения количества ПА, экскретируемых с мочой. Так, рост и пролиферация обеспечиваются высоким уровнем ПА, а переход клеток от пролиферации к дифференциации сопровождается снижением активности ОДК и внутриклеточной концентрации ПА. Более того, снижение уровней ПА индуцировало дифференцировку клеток эмбриональной карциномы мышей.

Таким образом, влияя на концентрацию полиаминов в клетке, возможно контролировать ее рост и дифференцировку, как в норме, так и при патологических (онкологических) процессах.

Среди веществ, исследованных ранее по их влиянию на активность ферментов обмена полиаминов, есть синтетические структурные аналоги природных полиаминов, в частности, полиамины, модифицированные урацилом. В этой связи была поставлена цель синтезирования и тестирования веществ оригинального синтеза, влияющих на обмен полиаминов.
В связи с поставленной целью был произведен поиск веществ, регулирующих трансглутаминазу и произведен их синтез. Для определения уровня полиаминов в биопробах был модифицирован метод ВЭЖХ. В последующем изложении нами дана экспериментальная оценка влияния образцов на показатели обмена полиаминов. 

Главы 3.1. и 3.2. посвящены исследованию основных показателей обмена полиаминов в регенерации печени животных и в перевиваемых гепатомах Г-27. результаты экспериментов отражены в главе 3.1, 3.2 в диаграммах и таблицах 

Таким образом, нами разработаны научные основы поиска веществ – регуляторов клеточной пролиферации, синтезированы вещества оригинального синтеза, разработаны новые технологии определения уровня полиаминов в биологических пробах – на модели регенерации печени и на модели перевиваемой гепатомы. 

Глава 2 Аннотированная справка по научным результатам НИР, полученным на II этапе
В последние годы активно изучается изменение уровней полиаминов (ПА) во время клеточного цикла. Так в фазах G1 и G2 клеточного цикла замечено увеличение количества этих полиаминов. В клетках млекопитающих концентрация ПА изменяется в зависимости от фазы клеточного цикла. Соотношение спермидин/спермин увеличивается во время фазы G1 с максимумом в период фазы S и уменьшением в фазах G2 и М клеточного цикла. Это подтверждает существование корреляции максимума отношения спермидин/спермин с максимальным ростом и делением клеток. 

Усиление пролиферации при добавлении ПА обнаружено в растительных клетках и в тканях животных. В высоких концентрациях путресцин, спермидин и спермин, вследствие образования их активных метаболитов – альдегидов ПА, ингибируют пролиферацию человеческих фибробластов в культуре. В физиологических концентрациях ПА служат стимуляторами роста, тогда как при значительном повышении их концентрации становятся ингибиторами этого процесса. 

Наиболее ярко роль ПА как активаторов роста проявляется в процессе эмбриогенеза, регенерации тканей, гипертрофии, а также при воздействии гормонов роста.В тоже время имеются данные об изменении скорости биосинтеза и концентраций полиаминов в различных опухолях животных. Так, для пролиферирующих опухолевых клеток характерна высокая активность ключевых ферментов синтеза ПА и высокое содержание путресцина и спермидина. Это позволяет предположить, что активность ОДК, содержание спермидина и петресцина, величина отношения спермидин/спермин отражает пролиферативную активность опухоли. Дальнейшие наблюдения за онкологическими больными с солидными опухолями показали настолько резкое возрастание содержания ПА в крови, что оно, очевидно, послужило причиной многократного увеличения количества ПА, экскретируемых с мочой. Так, рост и пролиферация обеспечиваются высоким уровнем ПА, а переход клеток от пролиферации к дифференциации сопровождается снижением активности ОДК и внутриклеточной концентрации ПА. Более того, снижение уровней ПА индуцировало дифференцировку клеток эмбриональной карциномы мышей. Таким образом, влияя на концентрацию полиаминов в клетке, возможно контролировать ее рост и дифференцировку, как в норме, так и при патологических (онкологических) процессах. Среди веществ, исследованных ранее по их влиянию на активность ферментов обмена полиаминов, есть синтетические структурные аналоги природных полиаминов, в частности, полиамины, модифицированные урацилом. В этой связи была поставлена цель синтезирования и тестирования веществ оригинального синтеза, влияющих на обмен полиаминов.
Целью исследования было изучение биологических свойств химических веществ оригинального синтеза на бесклеточном и клеточном уровнях.

В главе 1 представлен аналитический отчет о проведении теоретических и экспериментальных исследований с характеристики веществ оригинального синтеза, методов исследования потенциальных противоопухолевых свойств. Глава 2 (2.1.-2.6) посвящены исследованию сравнительного влияния ряда гетероциклических соединений оригинального синтеза на метаболизм ПА в бесклеточных и клеточных тест-системах. Показана корреляция результатов, полученных на бесклеточных моделях, с результатами по влиянию на рост и дифференциацию клеток мышиной меланомы линии B16-F10, что позволяет судить о биологических свойствах исследуемых веществ. При активации процессов дифференциации клеток увеличивается активность трансглутаминазы. Поэтому обмен ПА удобен для изучения пролиферативной и дифференциативной активности клеток и биологических свойств веществ, влияющих на них. В клетках меланомы начало дифференциации клеток сопровождается повышенной выработкой меланина, что делает возможным оценить ее степень, измерив уровни внутриклеточного меланина. Основываясь на этих результатах, проведенные в рамках данной работы исследования позволяют предварительно разделить исследованные вещества на потенциальные канцерогенные и антипролиферативные. Вещество 1 Д в торможении клеточной пролиферации значительна. Кроме того, активность трансглутаминазы и синтеза меланина анализировались как маркеры дифференциации клеток. Оценка активности ТГ in vivo проводилась современным методом с использованием радиоактивной метки. Под действием данного вещества в низких концентрациях активность этого фермента возрастала, в то время как измерение уровня меланина показало увеличение количества этого пигмента. Эти процессы вызывали дифференциацию клеток меланомы линии B16-F10, которая сопровождалась морфологическими изменениями в клетках.
Следовательно, под действием вещества 1Д наблюдается регрессия опухоли.

Таким образом, определены группы веществ из числа исследованных гетероциклических соединений, которые позволяют прогнозировать перспективные направления дальнейшего синтеза соединений с повышенным терапевтическим эффектом действия. результаты работы отражены в таблицах, рисунках и суммированы в заключении.

Результаты НИР послужили основой для методических изменений, которые были внесены в занятия: «регуляция клеточного цикла» по дисциплине «Биология», «Полиамины» по дисциплине «Биохимия». Были разработан специальный курс «Гетероциклические соединения - веществ оригинального синтеза с противоопухолевой активностью» для чтения на 3 курсе биологических факультетов ВУЗов РФ.

По результатам НИР подготовлено к печати и издано учебное пособие для студентов химических и биологических специальностей Шевченко А.А. «Биохимическое исследование потенциальных противоопухолевых гетероциклических соединений оригинального синтеза» (Нальчик: Каб. Бал.ун-т, 2010.- 90с.). Издание содержит данные сравнительного исследования ряда гетероциклических соединений оригинального синтеза на метаболизм полиаминов в бесклеточных тест-системах. Определены группы веществ из числа исследованных гетероциклических соединений, которые позволяют прогнозировать перспективные направления дальнейшего синтеза соединений с повышенным терапевтическим эффектом действия. Издание рассчитано на самостоятельную подготовку студентов, обучающихся по специальностям «Химия» и «Биология».

Глава 3 Аналитический отчет о проведении теоретических и экспериментальных исследований
3.1 Анализ экспрессии гена трансглутаминазы II в мозге крыс. Исследование изменения активности трансглутаминазы II в опухолевом процессе
Характеристика гетероциклических соединений оригинального синтеза.
В ходе эксперимента проводились исследования биологических свойств метиленовых производных ксантина (таблица 1) и соединений оригинального синтеза - структурных аналогов полиаминов, условно разде​ленных на группы:         А - производные бензимидазола и азафлуорена (таблица 2); Б - производные анилина (таблица 3); В - производные диоксаборенинопири-дина (таблица 4);            Г - производные пиперидона (таблица 5); Д - производные азафлуорена (выборочная группа), (таблица 6).

Таблица 1 - Структурные формулы пуриновых алкалоидов - метилированных производных ксантина.

	Код вещества
	Формула и название
	Код вещества
	Формула и название
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Таблица 2 - Структурные формулы веществ оригинального синтеза -производных бензимидазола и азафлуорена (группа А).

	Код вещества
	Формула и название
	Код вещества
	Формула и название
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Таблица 3 - Структурные формулы веществ оригинального синтеза производных анилина (группа Б).

	Код вещества
	Формула и название
	Код вещества
	Формула и название
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Все вещества из группы производных метилксантина растворялись в воде, вещества оригинального синтеза - в диметилсульфоксиде (ДМСО) с добавлением кислот или щелочей (в зависимости от растворимости и устой​чивости веществ), а в случаях труднорастворимости веществ использовалась ультразвуковая машина. 

Выбор именно этих соединений обусловлен сходством их структур со структурами соединений, противоопухолевая активность которых доказана [8, 9, 10, 11, 12].

Таблица 4 - Структурные формулы группы веществ оригинального синтеза – производных диоксаборенинопиридина (группа В).

	Код вещества
	Формула и название
	Код вещества
	Формула и название
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Таблица 5 - Структурные формулы веществ оригинального синтеза производных пиперидона (группа Г).

	Код вещества
	Формула и название
	Код вещества
	Формула и название

	1Г
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Таблица 6 - Структурные формулы веществ оригинального синтеза -производных азафлуорена (группа Д - выборочная).

	Код вещества
	Формула и название
	Код вещества
	Формула и название
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Количественный анализ основных факторов пролиферации и дифференциации на клеточной модели

Клеточные культуры. Клетки мышиной меланомы линии  B16-F10, меланомы человека SK-MEL 110, нейробластомы человека SH-SY5Y с высокой метастатической активностью были взяты из Division of Cancer Treatment, Tumor Repository NIH (National Institutes of Health, USA) и выращивались в соответствии с условиями стандартного культивирования [13], как показано на схемах. 
Использовалась питательная среда, состоящая из Dulbecco‘ s modified Eagle’s medium (D-MEM), ph 7.4, обогащенного 10 % бычьей эмбриональной сывороткой FCS (Fetal Calf Serum), с добавлением L-глутамина 2 мМ и смеси пенициллина со стрептомицином (100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл стрептомицина). 
Клетки культивировались при температуре 37 0С, во влажной атмосфере, содержащей 5 % CO2. Общее число клеток периодически высчитывалось по специальной методике с использованием микроскопа.

[image: image51.emf]
Рисунок 1 - Клетки мышиной

меланомы линии B16-F10,

культивированные в инкубаторе.
[image: image52.emf]
[image: image53.emf]
Рисунок 2 - Схема приготовления растворов и рассеивания клеток.
Субкультивирование

[image: image54.emf][image: image55.emf]
Рисунок 3 - Схема субкультивирования клеток.

N° клеток для рассеивания (при 5 % FCS)

Максимальное количество клеток

для 2 суток для 3 суток для 4 суток

БОЛЬШОЙ ФЛАКОН 2.000.000-3.000.000 500.000-700.000 350.000-450.000

МАЛЫЙ ФЛАКОН 400-000-500.000 200.000-300.000 150.000-200.000.
Разморозка клеток
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[image: image57.emf]
Рисунок 4 - Схема разморозки клеток.
Заморозка клеток
[image: image58.emf]
Рисунок 5 - Схема заморозки клеток.
Обработка клеток веществами

Для экспериментов, проведенных в рамках данного исследования, были приготовлены исходные растворы веществ оригинального синтеза с заданной концентрацией в диметилсульфоксиде (ДМСО), подкисленом соляной кислотой. Для обработки клеточных культур были использованы растворы веществ с конечными концентрациями 5, 25 и 100 μM, полученные путем разбавления материнских растворов. 
В контрольные группы добавлялся только подкисленный раствор ДМСО с соответствующей конечной концентрацией. В случае производных метилксантина, клетки обрабатывали водными растворами этих веществ с конечными концентрациями 50, 500 μM и 1 мМ. Такие конечные концентрации веществ были выбраны на основе данных литературы.

Оценка антипролиферативной активности и цитотоксичности тестируемых веществ. Клетки мышиной меланомы линии B16-F10 (меланомы человека SK-MEL 110 нейробластомы человека SH-SY5Y) размещались в специальных инкубаторах с 6 ячейками диаметром 35 мм (до 105 клеток в каждой) и культивировались в стандартных условиях, как указано выше. На следующий день в среду к клеткам добавлялись растворы исследуемых веществ с заданной конечной концентрацией и инкубировались в течение 24, 48 и 72 часов. По истечению данных интервалов времени, клетки смывались со дна ячеек инкубатора с помощью 1 мМ раствора ЭДТА, центрифугировали со скоростью 500 оборотов/мин в течение 10 минут на центрифуге Minifuge T (Haereus, Sepatech) и подсчитывалось их количество по методике с использованием камеры Горяева и оптического микроскопа. Процент пролиферации клеток, инкубированных с тестируемыми веществами, высчитывался следующим образом:

Уровень пролиферации (%) = (N° обработанных веществом клеток /

Nк контрольных клеток) x 100.

Для оценки цитотоксичности веществ подсчитывалось количество клеток в присутствии красителя 1 % Trypan Bluе, после окрашивания погибших

клеток в синий цвет, и вычисляли по формуле:

Цитотоксичность (%) = (N° окрашенных клеток / Nоб всех клеток) x 100.

Схема оценки антипролиферативной активности и цитотоксичности тестируемых веществ

Рассеять по 70.000-80.000 клеток в каждую ячейку (V общ=2 мл, FCS 5 %). Через сутки сменить среду (V общ=3 мл, FCS 5 %) и добавить растворыисследуемых веществ с соответствующей концентрацией. Методика измерения пролиферации клеток и цитотоксичности, пробыснимаются каждые последущие 24, 48 и 72 часа):

1. Слить MEM, промыть раствором PBS, слить PBS, добавить 1 мл EDTA 1mM в каждую ячейку, инкубировать при 37°C 10 мин.
2. Проверить в микроскопе отслоение клеток от дна ячеек, тщательно суспендировать и перенести раствор в эппендорф.
3. Смешать в другом эппендорфе: 900 μl клеток + 100 μl TRYPAN BLUE (краситель), суспендировать и считать количество клеток:
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Рисунок 6 - Схема методики подсчета клеток для определения

антипролиферативной активности и цитотоксичности

тестируемых веществ.
Сначала посчитать общее количество клеток (синих + белых), затемтолько синих (окрашенных). (Обе величины должны быть умножены на 1,1 для восстановления потерь при разведении).
Изменение общего количества клеток после 24, 48 и 72 часов действия вещества отображается на графике пролиферативной активности.

% Цитотоксичности высчитывается по формуле:

Цитотоксичность (%) = (N° окрашенных клеток / Nоб всех клеток) x 100.

Определение внутриклеточных уровней полиаминов

Полиамины в клетках напрямую связаны с клеточной пролиферацией [14,15], благодаря этому колебания их уровней внутри клетки дает нам ценную информацию об эффективности тестируемых веществ.

Экстракция свободных ПА

После периода инкубации, клетки промывались дважды раствором фосфатного буфера (PBS) и смывались количественно в центрифужную пробирку на 50 мл, затем центрицугировались в течение 10 мин со скоростью 500 об/мин. 
Супернатант сливался, а осадок суспендировали в 1 мл PBS, суспензия переносилась в эппендорф и снова центрифугировалась в тех же условиях. Осадок промывался и вновь суспендировался в 500 μл раствора PBS, куда добавлялось 450 μл 15 % раствора перхлорной кислоты. 
Эту смесь оставляли на льду на 30 мин минимум. По истечению этого времени добавляли аликвоту 50 μл 1 мM раствора диаминоктана, таким образом достигалась его конечная концентрация 50 μM. Пробы центрифугировали в течение 15 мин со скоростью 13000 об/мин. Супернатант использовался для хроматографического определения количества полиаминов. От него отбирали 400 μл аликвоту и к ней добавляли 100 μл 10N раствора KOH для преципитации свободной ПХК в растворе в осадок перхлората кальция. Раствор, полученный таким образом, перемешивался в течение нескольких минут с приминением магнитной мешалки, после чего его центрифугировали 15 мин при 13000 об/мин. 
Далее, полученный супернатант был отфильтрован и нами была проведена серия изменений уровня pH, пока не получился раствор с pH 9-10. Эти условия необходимы для возможности проведения реакции дериватизации проб о-фтальальдегидом. 
Осадок же растворили в 1 мл 0,1N раствора NaOH и использовали для определения содержания белка по методу Брэдфорда [16], как описано далее.

Определение активности трансглутаминазы.
Активность трансглутаминазы «in vivo».
Клетки мышиной меланомы линии B16-F10 культивировались во флаконах площадью 75см2, по истечению суток к ним добавляли 14[C]-метиламин (0.5 μл/мл MEM) (стандартная радиоактивность: 38.15 mCi/mmole) и тестированные вещества с соответствующей конечной концентрацией и инкубировали еще в течение 48 и 72 часов. В данном случае использовался метиламин в качестве радиоактивной метки, поскольку он обладает 1 аминогруппой, благодаря которой образует комплекс с 1 молекулой трансглутаминазы в ферментативной реакции. Использовался метод измерения радиоактивности, опубликованный Chung and Folk [17]. По истечению времени инкубации сливалась среда из флаконов и промывалось содержимое дважды раствором PBS. Клетки смывались с помощью ЭДТА, переносились в пробирки  на 50 мл и центрифугировались со скоростью 1500 об/мин в течение 10 мин. Супернатант сливали, а осадок суспендировали в 1 мл PBS, затем эта суспензия переносилась в эппендорф и центрифугировалась при тех же условиях. Осадок после второго центрифугирования суспендировался в 500 μл PBS, добавлялось 55 μл 100 % раствора ТХУ, содержащего 200 мM метиламина. Полученную смесь оставляли на льду на 30 минут. ТХУ использовали для лизирования клеток и осаждения белков. После инкубации на льду пробы были отцентрифугированы при 13000 об/мин 15 минут. 
Этот супернатант сохранялся в холодильнике для последущего измерения радиоактивности, а осадок еще раз суспендировали с 1 мл 10 % раствором ТХУ и отцентрифугировали при тех же условиях. Эту стадия повторялась еще 2 раза для тщательного промывания осадка. После проведенной серии центрифугирований к осадку добавлялось 1 мл 0.1 N раствора NaOH и инкубировали при 37°C до полного его растворения. От полученного раствора отбиралась аликвота для определения содержания белка по методу Брэдфорда, в то время как к оставшейся пробе добавлялась смесь из 110 μл 100 % раствора ТХУ + 200 мM раствор метиламина и оставляли на льду на 30 минут. По истечению времени инкубации пробы центрифугировали в последний раз, осадок суспендировали с 10 % ТХУ, эта часть процесса повторялась еще дважды, а затем осадок от последнего центрифугирования растворялся в NaOH, как описано выше. Полученные растворы переливались в специальные флаконы небольшого объема, содержащие 4мл жидкости для сцинцилляции, и измеряли их радиоактивность (Рис. 7) на сцинциллятоле (TRI-CARB 2100, PACKARD, производительность 70-90 %). Также и супернатант, хранившийся в холодильнике, переливался во флаконы вместе с 4 мл сцинциллирующей жидкости и измерялась его радиоактивность. Радиоактивность пропорциональна активности ТГ, которая выражается в CPM/мг белка, либо в пмолях, включенного 14[C]-метиламина/мг белка. Если наблюдалась значительная разница в значениях радиоактивности между контролем и пробой, высщитывалась активность ТГ, выраженная в %-ном содержании включений, по следующей формуле:

Активность ТГ (%) = CPM осадка x 100.

CPM осадка+ CPM супернатанта
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Рисунок 7 - Схема действий при определении активности ТГ «in vivo».
Активность трансглутаминазы «in vitro».
Определяли прямое действие ТГ следующим методом (рисунок 8). Лизат из клеток мышиной меланомы B16-F10 инкубировали с радиоактивным 3[H]- Пут и раствором исследуемого вещества с заданной конечной концентрацией в течение 1 ч. Реакцию останавливали добавлением в пробу смеси 10 % раствора ТХУ с 200 мМ раствором метиламина в течение 30 минут на льду. Выпавший осадок промывался и измерялась его радиоактивность согласно методу определения активности ТГ «in vivo», описанному выше (рисунок 14).
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Рисунок 8 - Сравнительная схема определений

активности ТГ «in vivo» и «in vitro».
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Рисунок 9 - Схема определения прямого действия ТГ (in vitro).
Определение уровней меланина внутри клеток.
Клетки мышиной меланомы B16-F10 культивировались в стандартных условиях, как указано выше. По истечению суток меняли среду и обрабатывали тестируемыми веществами. Определения проводились через 48 и 72 часа по методу Лотана [18].

Клетки смывали с помощью раствора 1 мМ ЭДТА, центрифугировали (500 об/мин, 10 мин), суспендировали в фосфатном PBS-буфере (состав буфера: 150 мМ NaCl, 10 мМ трис-HCl, рН 7,5) и центрифугировали. Осадок растворяли в 1 мл лизирующего буфера (состав буфера: трис-HCl 50мM, ЭДТА 2мM, NaCl 150мM, Triton-X-100 1 %, ингибиторы протеазы: PMSF 200мM, леупептин 1мг/мл, бестатин 1мг/мл, пепстатин A 1мг/мл, апротинин 1мг/мл и бензамидин 1M). 
Полученный раствор оставлялся на льду под действием ультразвуковой машины в течение 30-40 секунд. После этого пробу переносили в эппендорф и центрифугировали (12000 об/мин, 5 мин). Супернатант сохраняли для определения уровня белков (по методу Bradford [16],см. ниже). К осадку добавляли 1 мл смеси этанола и эфира (1:1) и центрифугировали. Промывание повторяли. К конечному осадку добавляли 1 мл NaOH 1N и пробу оставляли в термостате при температуре 37°C до полного растворения осадка. Измеряли абсорбцию полученного раствора на спектрофотометре при длине волны 475 нм. Концентрация меланина вычислялась по стандартному калибровочному графику.

Количественный анализ белка в лизате.
Количественный анализ белка выполнялся по методу Брэдфорда. Этот метод – один из наиболее популярных методов, используемый для определения концентрации белка в растворе, ввиду того, что он прост, быстр и очень чувствителен. Метод определения концентрации белка по Брэдфорд успешно используется в случае измерения растворов с низкой концентрацией  белка и растворов, содержащих компоненты, также обладающие значительным поглощением при 280 нм. 
Он базируется на действии красителя Coomassie brilliant blue G-250 (CBBG), который взаимодействует особым образом с некоторыми аминокислотными остатками, прежде всего с аргинином. CBBG объединяется с ними в комплексы, образуя анионные формы с максимальным поглощением 595 нм, в то время как в базовом растворе краситель находится в катионной форме с максимальным поглощением 470 нм. 
Данный колориметриический метод основан на этой способности CBBG образовывать хромофоры с белками, сдвигая свой изначальный спектр поглощения в сторону значений 595 нм прямо пропорционально концентрации содержащегося в растворе белка. При постановке реакции Брэдфорд используют соотношение объема реагента к образцу равное 50:1 (минимально рекомендуемый объем соответствует 200 мкл реагента и 4 мкл образца – в данном случае измерение поглощения при 595 нм проводят в кювете с длиной оптического пути 1 мм).

Приготовление реагента Брэдфорда (1л).
100 мг Coomassie brilliant blue G-250 (CBBG) растворить в 50 мл спирта и добавить 100 мл ортофосфорной кислоты, довести до 1л водой и профильтровать через бумажный фильтр.

Внимание! Реагент очень чувствителен к белку (1-2μg/ml). Все должно быть абсолютно чистым и посуда и бумажный фильтр и кюветы и руки, иначе раствор посинеет и его можно будет вылить. Чистый раствор Брэдфорда имеет коричневый цвет и синеет при наличии белка.

Концентрация белка в пробе находилась по заранее построенному калибровочному графику, где занесены значения измеренного при λ=595 нм спектра поглощения альбумина бычьей сыворотки (BSA) растворенного в 0,1 N NaOH, который служит для улучшения растворения белков, в основном гидрофобных. Построенная нами калибровочная кривая для BSA позволила найти значения концентраций всех проб. Она была рассчитана по следущей методике приготовления растворов: концентрированного раствора BSA 15 мг/мл 0,1 N NaOH, который в последствии подвергался разведению тем же 0,1 N раствором NaOH в соотношении 1:100, до получения конечной концентрации альбумина 150 _г/мл. Из этого раствора далее готовились последующие растворы для измерений, они отображены в таблице 7.
Таблица 7 – Растворы для измерений.
	BSA 150 μg/ml (μl) μg/белка
	NaOH 0,1 N (μl)
	Реагент Bradford(μl)

	0 (бланк)
	800
	200

	7 (1,0 μg)
	793
	200

	20 (3,0 μg)
	780
	200

	40 (6,0 μg)
	760
	200

	50 (7,5 μg)
	750
	200

	70 (10,5 μg)
	730
	200


Прежде, чем начинали проводить определение, оставляли раствор красителя Брэдфорда на комнатной температуре на 30 минут. Для измерения биологических проб 200 μл раствора реагента Брэдфорда, 750 μл 0,1 N раствора NaOH и 50 μл раствора из белкового осадка, растворенного в 0,1 N NaOH, полученном ранее при лизировании клеток. По истечению 15 минут эта смесь разливали в кюветы и считывали абсорбцию при длине волны 595 нм на спектрофотометре (UVIKON 860-spectra) Для каждой пробы измерение повторялось 3 раза. По среднему значению полученных измерений на калибровочной кривой, построенной по BSA, находили содержание белка в пробах.

Определение инвазивной активности клеток мышиной меланомы. Для проведения инвазивного теста были использованы клетки мышиной меланомы В16-F10. Тест проводили в 24-луночных планшетах со вставочными ячейками, покрытыми матригелем. Опухолевые клетки, прошедшие через полупроницаемую мембрану (8мкм) с матригелем, фиксировали и окрашивали по Лейшману. Число опухолевых клеток, прошедших барьер, подсчитывали под микроскопом. Антиинвазивный эффект рассчитывали по формуле Ки= [(А-В)\А]х100%, где А – количество опухолевых клеток, прошедших барьер, В – количество опухолевых клеток, прошедших барьер с добавлением веществ оригинального синтеза. Клеточные элементы обрабатывали веществами оригинального синтеза как описано выше.

Определение экспрессии гена трансглутаминазы II.
Общая клеточная РНК была выделена с использованием TRIzol в соответствие с инструкцией производителя (Gibco-BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD). РНК переводили в ДНК с помощью реакции обратной транскрипции при 37° С в течение 10 мин, используя обратную транскриптазу MuLV. Реакцию останавливали нагреванием при 95° С в течение 5 мин. После охлаждения на льду проводили 40 циклов ПЦР в амплификаторе (Perkin-Elmer Thermo-cycler), используя специфические праймеры, (смысловой: 5´-AAATGCGATGGAGACCACGACTGC-3´, антисмысловой: 5´-ATCGAACATGTTGCAGCGCAGGGA-3´) с помощью TaqДНК- полимеразы (Roche) в буфере, соблюдая следующие условия: денатурация при 95° С 30 сек, отжиг праймеров при 67° С 30 сек, элонгация при 72° С 30 сек.
Количество РНК в пробе определяли спектрофотометрическим методом. Качественный анализ выделенной РНК проводили путем электрофоретического разделения в 1,5 % агарозном геле. 
Определение степени токсичности изученных веществ in vivo (на мышах), определение летальной дозы (ЛД50 и ЛД100). Исследования проводили на белых беспородных мышах, полученных из питомника «Столбовая» РАМН и из вивария Пятигорской государственной фармацевтической академии. Животные содержались по 5-6 мышей в клетке в стандартных условиях при температуре 20-220С, естественном световом режиме, на стандартном рационе вивария, мыши получали питьевую воду без ограничений.
Все вещества из группы производных метилксантина растворялись в воде, вещества оригинального синтеза - в диметилсульфоксиде (ДМСО). В условиях эксперимента вещества вводились перорально (в каждой группе 10 крыс). Изучаемые вещества вводили однократно перорально в дозах: 2,5, 30, 50,150,  250, 500, 2500, 5000, 7500  мг/кг. Контрольными группами  были мыши  (по 10 особей), не получавшие вещества или получавшие аналогичные экспериментальным дозы ДМСО. Токсичные дозы выражали в мг на кг веса.

Для оценки токсичности использовали следующую шкалу:
LD 50  мг/кг                 Класс токсичности
Менее 5                                      1-й
5-49                                             2-й
50-499                                         3-й
500-4999                                     4-й
Более 5000                                  5-й
Наблюдение за клиническим состоянием подопытных животных проводили в течение 14 суток после введения препарата, учитывали количество погибших мышей в зависимости от дозы и рассчитывали токсикологические параметры (ЛД50, ЛД100). 

Статистический анализ данных.
Статистический анализ полученных результатов проводился с помощью t-критерия Стьюдента. Различия считались достоверными, если коэффициент вероятности случайных событий был меньше р < 0,05.

3.2 Анализ экспрессии гена трансглутаминазы II в мозге крыс. Исследование изменения активности трансглутаминазы II в опухолевом процессе
Уровень полиаминов в значительной степени связан с ростом и делением клеток, в частности, с синтезом белка. Наивысшее их количество обнаруживается, когда происходит интенсивный рост органов и тканей, в частности, при регенерации или опухолевом росте. 
В реакции ацетилирования спермина и спермидина с участием ацетилтрансферазы образуются ацетилпроизводные полиаминов, которые обычно секретизируются клеткой [19]. 
В опухолевых клетках, наоборот, уровни ацетилполиаминов остаются высокими. Это подтверждает факт корреляционной зависимости между полиаминами и опухолевыми процессами [20, 21, 22].
У позвоночных существуют 9 генов, связанных между собой с точки зрения эволюции, которые кодируют один ряд ферментов, обозначенных как трансглутаминазы (ТГ). ТГ у эукариотов выполняют множественные функции [23]. Общая структура всех ТГ включает в себя отрезок цистеина, заключенный в активном сайте. 
Происходит Ca2+-зависимая реакция между группой γ-карбоксиамидными отрезками пептидил-глутамина (которые выступают в качества ацильного донора) и группой ε-аминных отрезков пептидил-лизина. 
В результате формируются резистентные к действию протеаз связи, и образуется комплекс ε-(γ-глутамил)-лизин. 
При этом высвобождается одна молекула аммиака (рисунок 10).

[image: image64.emf]
Рисунок 10 - Реакции, катализируемые трансглутаминазами.

Итак, полиамины, обладая первичными аминогруппами, могут взаимодействовать с ТГ. Предполагают две схемы такой реакции (рисунок 11): в первом случае они связываются только с помощью одной из двух аминогрупп, образуя таким образом моно-производные (N-моно-(γ-глутамил) полиамины) (рисунок 11). 
Во втором случае образуются более сложные комплексы с участием двух свободных аминогрупп молекулы полиамина. В результате этого строятся прочные мостики между протеинами, которые формируют бис-производные (бис(γ-глутамил)полиамины [24,25].

[image: image65.emf]
Рисунок 11 - Схема метаболизма полиаминов с участием ТГ.
В экспериментах по оценке уровня мРНК транглутаминазы II экспрессия генов ТГ II в нормальных клетках мозга крыс, дермы мышей и человека были приняты за относительный контроль (рис.12). В клеточных культурах уровень экспрессии ТГ оказался достоверно ниже (p<0,01) (рисунки 12-14).
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Рисунок 12 - Экспрессия мРНК ТГ в нормальных клетках мозга крыс и  в клетках нейробластомы SH-SY5Y. Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 13 - Экспрессия мРНК ТГ в клетках нормальной дермы мышей и клетках мышиной меланомы B16-F10.

Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 14 - Уровень экспрессии трансглутаминазы II в различных тканях и опухолевых клеточных культурах

Примечание. Результаты представлены для 5 проб.

При анализе данных, полученных при исследовании экспрессии генов трансглутаминазы II в опухолевых и нормальных тканях, обнаружено, что независимо, от источника получения материала (лабораторное животное, дерма человека) при опухолевом перерождении экспрессия трансглутаминазы II угнетается.
3.3 Изучение влияния производных азафлуорена на экспрессию гена трансглутаминазы II в опухолевых и нормальных тканях
Так как ни одно из протестированных производных азафлуорена и ксантина не оказало прямого действия на активность трансглутаминазы «in vitro», на следующем этапе работы исследовали влияние веществ оригинального синтеза из выборочной группы на клеточных культурах. 

[image: image69.emf]
Примечание. Результаты представлены для 5 проб.

Рисунок 15 - Влияние веществ группы Д на активность ТГ «in vivo» в клетках мышиной меланомы B16-F10.
Из диаграммы (рисунок 15) видно, что все три вещества группы Д увеличивали активность ТГ, после 72 часов инкубирования с клетками мышиной меланомы B16-F10. При этом после 48 часов активировало фермент лишь 1Д, остальные два вещества проявили свойства ингибиторов ТГ.

[image: image70.emf]
Рисунок 16 - Влияние производных метилксантина на активность ТГ

«in vivo» в клетках мышиной меланомы B16-F10.
Примечание. Результаты представлены для 5 проб.

Следует отметить, что все три производных метилксантина являются активаторами ТГ. При этом ТФ наиболее эффективно действовал на ТГ, удваивая ее активность (рисунок 16). По сравнению с ТФ его производные почти в два раза увеличивали активность ТГ, после 72 часов инкубирования с клетками мышиной меланомы B16-F10 (рисунок 17). Интересно, что после 48 часов инкубации особого эффекта на активацию ТГ эти вещества не оказывали.
[image: image71.emf]
Рисунок 18 - Влияние производных ТФ на активность ТГ

«in vivo» в клетках мышиной меланомы B16-F10.
Примечание. Результаты представлены для 5 проб.

Исследовалось влияние веществ группы Д, производных метилксантина и ТФ на активность ТГ «in vitro». Ни одно из протестированных веществ прямого действия на ТГ активность не оказало.Исследование веществ группы Д на  экспрессию генов трансглутаминазы в клетках дермы мышей и опухолевых клеточных культурах.
При изучении влияния веществ группы Д на экспрессию ТГ II в клетках дермы мышей обнаружено, что после 24ч инкубации вешества 2Д и 3Д снижали уровень экспрессии, стоит обратить внимание на дозозависимый эффект (рисунок 19).
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Рисунок 19 - Исследование веществ группы Д на  экспрессию генов трансглутаминазы в клетках дермы мышей (время инкубации с веществами 24ч).
Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 20 - Исследование веществ группы Д на экспрессию генов трансглутаминазы в клетках дермы мышей (время инкубации с веществами 48ч).
Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 20 - Исследование веществ группы Д на  экспрессию генов трансглутаминазы в клетках дермы мышей (время инкубации с веществами 72ч)

Примечание. Результаты представлены для 5 проб.

Из диаграмм (рисунок 21) видно, что все три вещества группы Д увеличивали экспрессию генов транглутаминазы II только после 72 часов инкубирования с клетками дермы мышей. При этом после 24ч и 48 часов активировало экспрессию 1Д, остальные два вещества проявили свойства ингибиторов экспрессии ТГ. Полученные данные коррелировали с результатами по оценке активности трансглутаминазы in vivo в клеточной культуре мышиной меланомы (K-0,89).

Влияние испытуемых веществ на экспрессию генов ТГ в клетках мышиной меланомы B16-F10

При сравнительной характеристике изменения экспрессии ТГ по действием веществ группы Д на опухолевых клетках мышиной меланомы, обнаружено, что вещества 2Д и 3Д при инкубации 24 и 48ч ингибируют экспрессию, таким образом, можно говорит о канцерогенных свойствах этих субстанций. 
В то время как вещество 1Д повышает уровень экспрессии ТГ, эффект активации достоверно более выраженный при обработке в дозе 100μl  через 24,48 и 72 ч. нкубации (на 6,0 %, 7,5%, 27,0%, соответственно).
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Рисунок 22 - Влияние веществ группы Д на экспрессию генов  ТГ в клетках мышиной меланомы B16-F10 врем инкубации 24ч.
Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 23 - Влияние веществ группы Д на экспрессию генов  ТГ в клетках мышиной меланомы B16-F10 врем инкубации 48ч.

Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 24 - Влияние веществ группы Д на экспрессию генов  ТГ в клетках мышиной меланомы B16-F10 врем инкубации 72ч.

Примечание. Результаты представлены для 5 проб.

3.4 Оценка влияние метилированных производных ксантина на экспрессию гена трансглутаминазы II в опухолевых и нормальных тканях
При анализе результатов по оценке изменения экспрессии генов трансглутаминазы II в нормальных тканях под действием метилированных производных  обнаружено, что наиболее активным веществом, эффект которого обнаруживается уже через 24ч. при всех исследованных дозах, является ТФ. Положительная динамика изменения экпрессии трансглутаминазы II под действием ТФ сохраняется и в другие сроки инкубации с метилированными производными (рисунки 25-27). ТБ достоверно увеличивает экспрессию трансглутаминазы в дозе 100μl через 72 часа инкубации (p<0,01) (на 20,5%) . КФ  оказывает схожий эффект в дозах 50, 100μl через 48, 72 ч. инкубации (рисунки 26, 27). Менее активными являются производные ТФ (8-Cl-ТФ и 8-Br-ТФ): при инкубации 24ч уменьшают экпрессию ТГ (p<0,01), при инкубации 48ч. 8-Cl-ТФ и 8-Br-ТФ не оказывают достоверного влияния на изучаемый параметр (р>0,01)
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Рисунок 25 - Исследование метилированных производных ксантина на  экспрессию генов трансглутаминазы в клетках дермы мышей(время инкубации с веществами 24ч)
Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 26 - Исследование метилированных производных ксантина на  экспрессию генов трансглутаминазы в клетках дермы мышей(время инкубации с веществами 48ч)

Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 27 - Исследование метилированных производных ксантина на  экспрессию генов трансглутаминазы в клетках дермы мышей 
(время инкубации с веществами 72ч)
Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 28 - Исследование метилированных производных на  экспрессию генов трансглутаминазы в клетках мышиной меланомы B16-F10 (время инкубации с веществами 24ч) Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 29 - Исследование метилированных производных на  экспрессию генов трансглутаминазы в клетках мышиной меланомы B16-F10 (время инкубации с веществами 48ч) Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 30 - Исследование метилированных производных на  экспрессию генов трансглутаминазы в клетках мышиной меланомы B16-F10 (время инкубации с веществами 72ч) Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
При исследовании влияния метилированных производных ксантина на экспрессию генов ТГ в клетках мышиной меланомы B16-F10 выявленные раннее закономерности влияния испытуемых веществ сохранились (рисунки 28-30). ТФ при всех сроках инкубации достоверно увеличивает экспрессию генов ТГ.  КФ и ТБ вызывают достоверное увеличение экспрессии ТГ только при инкубации 72ч и при концентрациях 25 и 100μl. 

3.5 Анализ экспрессии гена трансглутаминазы II в клетках мышиной меланомы линии B16-F10 и меланомы человека SK-MEL110, нейробластомы человека линии SH-SY5Y и других опухолевых клеточных культурах под влиянием производных азафлуорена и метилированных производных ксантина
Схема 1 - Через 24 часа инкубации.
	Вещество
(концентрация)
	Влияние на экспрессию гена трансглутаминазы II в клетках мышиной меланомы линии B16-F10
	Влияние на экспрессию гена трансглутаминазы II в клетках меланомы человека SK-MEL110
	Влияние на экспрессию гена трансглутаминазы II в клетках нейробластомы человека линии SH-SY5Y

	
	
	
	

	1Д
	5μl
	Нет достоверных изменения
	Повышает
	Повышает

	
	25μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	100μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	2Д
	5μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	25μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	100μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	3Д
	5μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	25μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	100μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	ТБ
	5μl
	Нет достоверных изменения
	Нет достоверных изменения
	Нет достоверных изменения

	
	25μl
	Нет достоверных изменения
	Нет достоверных изменения
	Нет достоверных изменения

	
	100μl
	Нет достоверных изменения
	Нет достоверных изменения
	повышает

	КФ
	5μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	25μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	100μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	ТФ
	5μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	25μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	100μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	8-Cl-ТФ
	5μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	25μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	100μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	8-Br-ТФ
	5μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	25μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	100μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *


*- P<0,01

** - P>0,01

Схема 2 - Через 48 часов инкубации.
	Вещество
(концентрация)
	Влияние на экспрессию гена трансглутаминазы II в клетках мышиной меланомы линии B16-F10
	Влияние на экспрессию гена трансглутаминазы II в клетках меланомы человека SK-MEL110
	Влияние на экспрессию гена трансглутаминазы II в клетках нейробластомы человека линии SH-SY5Y

	
	
	
	

	1Д
	5μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	25μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	100μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	2Д
	5μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	25μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	100μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	3Д
	5μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	25μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	100μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	ТБ
	5μl
	Нет достоверных изменения
	Нет достоверных изменения
	Нет достоверных изменения

	
	25μl
	Нет достоверных изменения
	Нет достоверных изменения
	Нет достоверных изменения

	
	100μl
	Нет достоверных изменения
	Нет достоверных изменения
	повышает

	КФ
	5μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	25μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	100μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	ТФ
	5μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	25μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	100μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	8-Cl-ТФ
	5μl
	Нет достоверных изменений
	понижает *
	понижает *

	
	25μl
	Нет достоверных изменений
	понижает *
	понижает *

	
	100μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	8-Br-ТФ
	5μl
	Нет достоверных изменений
	понижает *
	понижает *

	
	25μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *

	
	100μl
	понижает *
	понижает *
	понижает *


*- P<0,01

** - P>0,01

Схема 3 - Через 72 часа инкубации.
	Вещество
(концентрация)
	Влияние на экспрессию гена трансглутаминазы II в клетках мышиной меланомы линии B16-F10
	Влияние на экспрессию гена трансглутаминазы II в клетках меланомы человека SK-MEL110
	Влияние на экспрессию гена трансглутаминазы II в клетках нейробластомы человека линии SH-SY5Y

	
	
	
	

	1Д
	5μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	25μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	100μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	2Д
	5μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	понижает *

	
	25μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	понижает *

	
	100μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	понижает *

	3Д
	5μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	понижает *

	
	25μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	понижает *

	
	100μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	понижает *

	ТБ
	5μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	25μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	100μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	КФ
	5μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	25μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	100μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	ТФ
	5μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	25μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	
	100μl
	Повышает
	Повышает
	Повышает

	8-Cl-ТФ
	5μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений

	
	25μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений

	
	100μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений

	8-Br-ТФ
	5μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений

	
	25μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений

	
	100μl
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений
	Нет достоверных изменений


*- P<0,01

** - P>0,01

Оценка влияния протестированных веществ на метастатическую активность меланомы у мышей in vivo

Способность опухолевых клеток инвазировать прилежащие ткани является одной из характерных особенностей проявления их злокачественности и метастатического потенциала. Было обнаружено (таб.8), что соединение КФ обладало более высоким антиинвазивным потенциалом по сравнению с другими веществами, выявлен дозозависимый эффект. Для других метилированных производных ксантина выявлено достоверно более низкая антиинвазивная активность. 

Таблица 8 - Антиинвазивная активность веществ из группы азафлуорена и метилированных производных ксантина, Ки (%).
	Пробы

с добавлением вещества
	Ки (%)

	ТФ
	50 μM
	31,0±5,0

	
	500 μM
	33,0±4,0

	
	1 мМ
	32,0±3,0

	КФ
	50 μM
	64,0±2,51

	
	500 μM
	67,0±2,511

	
	1 мМ
	69,0±3,51

	ТБ
	50 μM
	25,0±2,5

	
	500 μM
	25,0±2,5

	
	1 мМ
	25,0±1,5

	1Д
	5 μM
	27,3±3,5

	
	25 μM
	24,3±3,5

	
	100 μM
	27,8±3,0

	2Д
	5 μM
	25,3±4,5

	
	25 μM
	25,3±4,5

	
	100 μM
	26,3±3,0

	3Д
	5 μM
	27,3±3,0

	
	25 μM
	28,7±2,5

	
	100 μM
	27,3±1,5

	контроль
	27,0±4,5


1 – p<0,05 по сравнению со значениями контроля

Соединения из группы азафлуорена не проявили высоких антиинвазивных свойств в среднем Ки (%)=23,0±3,5. 

Определение степени токсичности изученных веществ in vivo (на мышах), определение летальной дозы (ЛД50 и ЛД100)

В предварительных исследованиях на клеточной культуре мышиной меланомы В16-F10 было проведено определение цитотоксичности изучаемых веществ оригинального синтеза (см. отчет по 2 этапу). 
Вещества, значения цитотоксичности которых не превышала 30 %, оказывали допустимый токсический эффект на клетки. 
Подсчитана была также токсичность действия растворителя (раствора подкисленного ДМСО) на клетки, значение которого бралось за контроль. 
Цитотоксичность веществ данной группы (Г) имеет достаточно высокие значения для обеих концентраций и всех трех интервалов времени инкубации веществ с культурой клеток мышиной меланомы линии B16-F10. 
Вещества группы Д проявили также относительно низкие показатели цитотоксичности во всех случаях, кроме вещества 4Д, где токсичность превышала предельно допустимые значения. 
По данным литературы [26] при введении ТФ для белых мышей ЛД50 = 252мг\кг, ТБ 837 мг/кг, КФ 565 мг/кг.. 
Теофиллин вызывает изменения преимущественно в сердечно-сосудистой системе и миокарде, а теобромин — в печени и почках. 
При длительном воздействии у животных возникает привыкание. Производные ТФ оказывали незначительное токсическое влияние на клетки мышиной меланомы B16-F10.
Наиболее токсичным проявило себя вещество 8-Br-ТФ (таблица 9).
В результате изучения токсичности на лабораторных животных установлено (таблица 9), что по параметрам острой токсичности согласно ГОСТ 12.1.007-76 вещества относится к IV классу опасности – веществам малоопасным (ЛД50>5000 мг/кг) (за исключением, веществ 2Г, 3Г). 

Таблица 9 - Результаты исследования токсичности веществ оригинального синтеза в биологическом эксперименте, ЛД50, ЛД100.
	Образец
	ЛД50, мг\кг
	ЛД100, мг\кг

	1Г
	150
	250

	2Г
	30
	100

	3Г
	30
	50

	1Д
	250
	500

	2Д
	500
	1000

	3Д
	2500
	5000

	4Д
	2500
	5000

	8-Cl-ТФ
	2500
	5000

	8-Br-ТФ
	250
	500

	ТФ-7-Ац
	5000
	-


Селекция канцеростатически-активных веществ из числа протестированных групп с низкой токсичностью для организма для создания новых потенциальных высокоэффективных противоопухолевых средств.

Основными критериями для отбора потенциально эффективных противовопухолевых веществ являлись ниже приведенные эффекты в разных биологических тест-системах in vitro и in vivo:

1. повышение  скорости окислительного дезаминирования путресцина и полиаминов в опытах in vitro.

2. .снижение скорости пролиферации и внутриклеточного уровня полиаминов в опытах на клеточных культурах.
3. увеличение активности трансглутаминазы в опытах на клеточных культурах.

4. индукция выработки меланина на клеточной культуре мышиной меланомы В-16-F-10/

5. появление морфологических изменений в клетках (появление цитозольных отростков), демонстририрующих свойства индукторов клеточной дифференциации.
6. Увеличение экспрессии трансглутаминазы II в опухолевых клеточных культурах.

7. Низкая токсичность, подтвержденная в опытах in vitro, и в биологическом эксперименте.

По вышеприведенным параметрам с учетом проведенных работ (отчет 1, отчет 2, отчет 3) в качестве новых потенциальных высокоэффективных противоопухолевых средств были выбраны вещества:
1-amino-4-azafluorenone-9
Теофиллин
Глава 4 Отчет по обобщению и оценке результатов исследований
4.1 Модели, методы, программы и (или) алгоритмы, позволяющие увеличить объем знаний для более глубокого понимания изучаемого предмета исследования новых явлений, механизмов или закономерностей

Разработаны и синтезированы вещества с потенциальной высокой противоопухолевой эффективностью.

Для исследования потенциальной протиовопухолевой активности разработан алгоритм, позволяющий тестировать новые соединения, влияющие на обмен полиаминов (схема 4).
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Схема 4- Алгоритм, позволяющий тестировать новые соединения, влияющие на обмен полиаминов.

4.2 Разработка рекомендаций по использованию результатов НИР в реальном секторе экономики

Результаты экспериментов позволили выявить новые синтетические аналоги полиаминов в качестве потенциальных противоопухолевых средств.
Разработанные технологии мониторинга биологических свойств химических соединений позволили создать основу для получения новой продукции в виде лекарственных препаратов, а именно:

· синтезированы образцы активных субстанций для клинического исследования в качестве потенциальных противоопухолевых средств;
· отработаны тест-системы и клеточные модели, на основе которых был проведен экспериментальный мониторинг биологических свойств синтезируемых химических соединений, служат основой в  создании учебно-методической базы для студентов и аспирантов, обучающихся по медицинским, биологическим и химическим специальностям;

· - создан научно-технический задел (инструкции, методические указания, схемы, алгоритмы количественной оценки биологических свойств химических соединений путем тестирования на бесклеточных и клеточных моделях)  для разработки новых технологий, обеспечивающих комплексный мониторинг канцерогенных, пролиферативных и противоопухолевых свойств химических соединений оригинального синтеза, для промышленного производства лекарственных средств;

· -впервые были проведены сравнительные исследования влияния ряда гетероциклических соединений оригинального синтеза на метаболизм полиаминов в бесклеточных тест-системах, на скорость пролиферации и на дифференцировку клеток мышиной меланомы линии B16-F10.
Глава 5 Публикации результатов НИР

5.1 Заключение экспертной комиссии по открытому опубликованию
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5.2 Копия статьи опубликованной в журнале ВАК
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HM3YYEHUE BAOJOTHYECKHX CBOUCTB XUMAYECKHX BEIECTB
OPUTHHAJBHOTI'O CHHTE3A HA BECKJIETOYHOM YPOBHE

Iepuenko A.A.
T'OY BIIO «Kabapouno-Baskapckusi 20cydapemeensuti yrusepeumem ww. X M. Bepbexoeay, Hanvuux,
e-mail: irafe@yandex.ru

Tposenen anamEs GRONOTEIECKAX CROMCTR IATH TPYTI BEMECTE OPUTHHATSEOTO CHETE3a HA GeckIeToTHam
yposHe (MOGENs PErSHEPUPYIOWIET neuesu), YPORKY NONHAMMHOR PACCMATPMBANK KAK MHTEIPANLHEIC NOKAIATEN M
AKTHEHOLTH KNETOX M0 ENMSHAEM TECTHPYEMbIX BEILECTE, BuSBnens: BEIECTEA ¢ NOTEHUMANLHON MPOTHBOOMTY-

XOIEBOH ARTHBHOCTEI.

Knioaensie clToBa: NeTeponNKINIECKAe COLTNACANST, NPOTHROOMYXOTIERAN AKTHAROCTL

THE STUDYOFBIOLOGICAL EFFECTS OF ORIGINAL SYNTHESED CHEMICAL
SUBSTANES IN NONCELLS LEVEL

Shevchenko A.A.
Kabardino-Balkarien State University, Nalchik, e-mail: irafe@yandex.ru

The influence of original synthesed chemical substanes innoncells test-system of regenerative rats liver was
done. The levels of polyamines are the markers of activity of cells under influence of investigated substances. The

substances with antitumor activity were discovered,
Keywords: heterocyelic substances, antitomor activity

Merononorist mOAXoNoB paspaboTkM HO-
BBIX TICPCTICKTHBHBIX XUMHOTCPANICBTUHCCKUX
COSJMHEHHI HAIIPABIEHHOTO JEHCTBHS C 3apa-
Hee 3a/IJaHHEIMH CBOHCTBAMHU IOIDKHA GazHpo-
BATECSL HA (YHIAMEHTAIBHBIX HCCIENOBAHH-
sIX ocobenHocTel MeTaboimMiMa OMyXoneBoi
kneTkd. B sTom orHOmeHuw oGMmen monma-
MuHOB (TTA), SBISIOWIAXCS 3CCEHLNATBHBIMA
(haKTopaMy TPOUECCOB KIETOTHOTO POCTA W
Juddepermuporku [1, 3, 4, 5], ¢ ysetom ax-
THBHOCTH TpaHcrnyramusassel (TI) moxer
CIyXHTE YACOHOMH U HAJEKHOUW MUIIEHBIO A
[NOACKA B KOHCTPYMPOBAHUS NPOTHBOOITYXONE-
BBIX ATCHTOR, B YACTHOCTH, B KA9ECTEE CTICHW-
thuaecknx narnburopor TT W peryisTopos ak-
THBHOCTH KIFOYERBIX (hpepmenTon obmeny TTA,
Bhuta BRICKA3aHA THITOTESA O TOM, 910 AHAIOTH
TTA crocobrsl 3amewarts 3HgoreHnse 1TA 8
KJICTKE B YYaCTRaX CBABIBAHAN, D710 TPWBO-
JIT K HApymenuio QyRKuEi BHYTPHKIETOS-
uex ITA [6].

OpnHako npeiBapuTETbHEE PESYILTATH T0-
KA341H, YTO CHKOIPOTEKTOPHONW aKTHBHOCTEIO
MOTYT 00NajiaTh TakKe IeTepolHKINYecKUe
COEIMHEHNS, B YACTHOCTH, OHC-ypHAWNLHBIE,
asaduryopeHOBBIE W OEHINMAZA3QNBHEE PO~
W3BOLHKE, 4 TAIOKE ankanouwmsl [2, 5], Beibop
JaHHBX BemEeCTR Obur OBYCIORIEH TEéM, YT0 B
HX CTPYKTYPE MOXHO BRIAEIWTE MOIHAMWHO-
BeI¢ (hparmenTsl, MaydeHne xapakrepa w CTene-
HHA BNWSHUAS HASBAHHBIX BEIICCTB HA KJIHYCBEIC
tepments obMena ITA no3sommAT cenars Ipe-
HOJIOKEHEE 0f HX BOIMOMKHOM KaHLIEPOIEHHOM
WIH TpoTHBOOmyXoneroMm Jeifcrsau, llemnio
uecnefosanns 6pU10 u3yIenne HHOTOrHYeCKnX

CBOHCTB XAMWIECKAX BEIUCCTB OPHTMTHAITBHOTO
CHHTE3a Ha BECKIIETOIHOM YPOBHE,

B xoze SKCIEPUMEHTa MPOBOIHIUCH HC-
CIeAOBAHMST GHONOTHYECKHX CBOHCTE MeTwe-
HOBBIX IIPOH3BOJHEIX KCAHTHHA, COEJIUHEHUH
OPUI'HHALHOTO CHHTE3a — CTPYKTYPHEIX aHa-
JIOTOB [OJIHAMHHOB, YCIIOBHO Pa3/IENeHHBIX HA
TpymmsL A — TpomsBOAHBIE GeHzUMMzasONa
¥ asauiyopena; B — npou3BojHbIe AHMIINHA;
B — npousBojiHble JTHOKCAGOPEHHHOIAPHIH-
Ha; I' — mpowsBo/HbIe manepuioHa; J1 — mpo-
W3BOJHEIE a3a(uyopena.

Jns nonyyenus GecknerodHodl TecT-
CHCTEMBI BBITIONHANACE CTAHIAPTHAS nap-
uankHas remaracroMas. s onpenencHus
CKOPOCTH OKMCITUTENRHOTO JIE3aMHHUPOBA-
HIA OA- A TONMAMHHOB n3 Bonpmore wucna
PaTHYHBIX METOZOE B KA9€CTBS MPOTOTHIIA
BEbpann crerTpodOTOMETPHHECKHI METON
WIMEPEHHS aKTHBHOCTH TUCTH/IA3kl B [UTA3Me
Kpord kponuka B Moauduxauun Gordon u
Peters. AKTHBHOCTE JHanMHOKCHIA3E (JTAQ)
u nomEaMuHokcnnass(ITAO) onpepensrack
CHeKTPOHOTOMETPHEECKEM MHKPOMETO-
oM. COBMECTHOE OIpEfieNeHHe AKTHBHOCTH
RIWO9SROTO  (DEPMEHTA CHHTE3a MONWAMHA-
HoR — opumTHHICKapcOokchnasw (OJK) n
YPOBHEH TNONAAMWHOB NPOBOAMIOCE METO-
nom BOXX. [Ins pacuera yACTBHBIX AKTHB-
woereit OJIK # AMAHOKCHIAS, BRIPAKCHHBIX B
HAHOKATATAX HA MHITATPaMM Gerka, TpoBo-
JWIOCE ONpeNeNeHye KORIIEHTpaliy Geka B
kaxo# npobe Tkanyn. Onpenenenue mpoBo-
nanock o metoxy Lowry B mMomaukanmu
C.I1. Csarkuna [2].

B OYHIAMEHTAJIEHEIE UCC/TEJOBAHUSA Ne7,2011 M
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PeayawTarsl uccieioBanmii
n ux obcymaenne
KonuyecTBeHHAS OLEHKA BIMAHHA CHHTE-
THYECKWX AHANOTOB M3 MCCIETYeMBIX TPYI
Ha obmen ITA B Gecruerounolf TecT-cHcTeMe
|3 PEreHEPUPYIOMEi IeYEHH KPHIC ONpEsensi-
JIach N0 XapakTepy W BETHYHHE WX JIeHCTBMA
Ha AKTHBHOCTE aMuHOKcHj@3 — I[TAQ u JJAO.

TMony4eHHBIE  IKCIICPAMEHTANBHBIC AHHBIC
TPEACTABICHE B TAONALE, [loNydeHHBIE pe-
SYNBTATH CBUACTENBCTRYIOT O TOM, 9T0 BCE HC-
CNIENORAHHbIC BEIIECTRA TPYTIEL A, kpome 1A,
CYIISCTREHHO YBETHIMBAIOT PACTIA] CTIEPMAHE
{Cwm). Oxucnenne nyrpecumna (ITyt) yekops-
101 coepuuennst 3A, 10A u 12A, a ciepMuym-
Ha (Cn) —4A, 7A, 9A u 10A.

BrnsH#e IPOU3BOAHLIX GeH3UMMIa301a U asadiryopeHa (rpymma A) Ha CKOpOCTE
OKHCITHTENLHOIO Ie3aMAHMPOBAHHS Ty TPECIIHHA, CIIEPMAHA I CIIEPMHIHHA U AKTHBHOCTH
OPHUTHHAEKAPGOKCHIIA3H B OECKISTOTHOMH TECT-CHCTEME H3 PEreHEPUpYIOIei IedeHn KPIC

Bemeetso V Ilyr, vxar\wr | VO, axar\wr | V Oum, sxar'vr | Akrussocts OJIK, | Mern6uposanne ak-
flenxa Genka benxa HKat/Mr Oenka aBHocTH OIK, %

Kourpons | 13,5+ 0,05 24,0 £2,05 6,0 = 0,05 12,96 £0,07 0

1A 9,0+0,02 6,1 £ 0,05* 6,0 0,05 6,32+ 0,05 51,23

2A 33 £0,03* 05+0,05* | 29,6=0,55* 7,25 £ 0,08* 44,06

3A 14,5 + 0,05 13,4+ 0,15% | 32,1+1,00% 4,26 + 0,06 67,13

LA 5,1 +0,03* 294+025 [ 28,5+0,75* 833 +£0,07* 35,73

5A 3,5+0,01* 9.4 £0,05% [ 27,0+0,55*% 9,23 £ 0,05* 28,78

6A 1,2 +0,05* 150+ 0,15% | 26,3 +£055*% 10,98 = 0,07* 15,28

TA 10,0+ 0,05 30,0£0,6 | 22,1 +0,65* 8,00 + 0,06* 38,27

8A 6,0+ 0,05% 21,4+0,85 | 32,1+1,05% 3,61 + 0,08 72,14

9A 10,0+ 0,05 356+0,9*% | 23,0+0,65*% 5,02 £ 0,06% 61,26

10A 22,3+£0,07* | 384 +£085% | 24,0£0,75*% 2,18 £ 0,06* 83,18

11A 5,5 +0,04* 11,2+0,05* | 20,5 +0,65* 10,00 +0,08* 22,84

12A 14,7 + 0,06 25,0£0,7 23,1 + 1.05% 7,56 + 0,06* 41,67

Mpumedanne: pesyinrars npeacTariens 8 suge M+ m ans 9 npod.
* — CTATUCTHYCCKH JIOCTOBEPHAIEC OTIIUKS 110 CPABHEHUIO © KOHTpoeM, p < 0,05.
¥ _ CKOPOCTE OKHCTHTETBHOTO JE3AMWHHPOBAHKS,

Crezlyer OTMETHTH, 9TO BCE HCCIENOBAH-
HBIE BENECTRA POSBIIIA HHTHOUPYIOMEe AeH-
crBue Ha akrueHOCTE OJIK. CaMbiMi aKTHE-
HEIMM OKa3anuck Bemiectsa 1A, 3A, 8A u 10A.
Yposaw ITA paccmarpusand KaK HHTETPATb-
HBEIE TIOKA3ATENA WIMEHEHAs Dandaca cxopo-
cTH pactuana W cuATesa ITA mox mimsHWEM
TECTHPYEMBEIX BEWECTB, Bee MCCHEHOBAHHBIE
COSIMHEHWS BBIIRIBANN CHWKCHHE YPOBHEH
Tyt u ITA.HaunGonee sddexTuBHEIMUE OKala-
ek 3A, 8A u 10A.

Bre upoTecTHpOBAaHHBIE — COEIMHEHHS
rpyiisl B BEGLIBAIN CTATHCTHYECKA AOCTO-
BEPHBIE W3MEHEHWS B CKOPOCTH OKHCIIHTENTE-
HOTO nezamunuposanns A (p < 0,05). Beme-
cTBo 96 wrruGuporano nezavwanposanue Cu
(ma 35%), a semectso 116 — Iyt (ra 14%)
A Cwm (ra 9%). 310 NOZBONAET NMPOrHOIWPO-
BATE Yy HNX KAHLEGPOTEHHEIC CcBOHWCTEA. Bee
OCTAJTRHBIE BEIUECTBA NPOABAIM  KAHIEPO-
CTATANECKAE CBOWCTRA, AKTWBHPYSL TPOLIECC
OKHCIIHTENLHOTO Je3aMHHApoBaHHA. JIoBOTE-
HO peskan axTuBanus Cm Habmopanach npu
neictran semectsa 5B. HanGosibinee akTHRA-
pyromee ieHeTBHE Ha OKHCTHTETEHEINA pactiaj
Beex Tpex [TA okasaiio BeuiecTeo 3B,

Bce TecrupyeMule BemecTsa rpynnsl B
TakxkKe BBI3BIBAIH CTATHCTHIECKH JOCTOBEP-
Heie uaMeHenns akruBHocTel JJAO m TTAO.
TIpongce  OKACTUTENLHOIO  [IE3AMHHHPOBA-
st [TyT 3BAYATETRHO WHIHOUPOBAJICH BCEMA
TECTAPYEMBIME BEIIECTBAMW 3TOH TPyTINBL
CrOpoCTs OKACIHTEIBAOID AC3AMWHAPOBA-
wus Cn ymenbwanace 8 2 paza, Cv — yMeHs-
WATACE HE3HAYMTENHHO WM OCTABANICH He-
mmMenssM (npu gedcrein CoAZ u CoA3).
3T0 NO3BONMIO NPeAIONORUTE HANWIHE Y
BCEX HMCCNENyeMBIX BEIIECTR JAaHHOH TpyI-
1Bl KaHNEPOTEHHKX CRoieTs. CoeuHeHus
TPYITIEL — (POH3BOHEIE THIEPWIOHA 3HATH-
TENEHO OKACHMTENBHOE JIe3aMAHHPOBAHHE:
CKOPOCTE OKHCIWTENRHOTO JE3AMHHUPOBAHAS
Cn ymesemanace 8 1,6 pasda, Cm — ymensma-
JIACE HE3HATATENEHO AITH OCTABANCH HEHIMCH-
weiM (npw gedeTeun 1T 1 417), Do no3gonuano
TIPEATNIONATE HAJTWIHE Y BCEX HCCITSMYSMBIX
BEIECTH JAHHOW TPYIEl  KAHLEPOTEHHBIX
cpoifers. Takum o6pasoM, npousBoHEE asad-
nyopena Ha ODeckiercdHOM ypoeBHe (TecT-
CHCTEMB! W3 PETEHEPHPYIOIEH W Olyxole-
Bo#f TKaHH) EMOHCTPHPYIOT DOTEHIHATLHEIE
OHKOHPOTEKTOPHEIE CBOHCTRA, CYMECTBEHHO
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CHWXAS YPOBHW W CKOPOCTH CHHTE3a MyTPEC-
OWHA W TIONTAAMAHOB, NTPW 3TOM CYIICCTBEHHO
MOBBIMAS CKOPOCTH OKHCIHTENIEHOTO Ae3aMH-
HWPOBAHHS 3THX BEIIECTB.

Paboma soinonxena npu noooepicke 2pan-
ma HK-1251T @edepansroi yeiesol npozpam-
Mot « Hayunoie u wayuno-nedazouseckue kaopst
unnosayuonno Poccuu» na 2009-2013 2o00st.
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Заключение

Показана корреляция результатов, полученных на бесклеточных моделях, с результатами по влиянию на рост и дифференциацию клеток мышиной меланомы линии B16-F10, что позволяет судить о биологических свойствах исследуемых веществ. Предварительные результаты [27, 28] показывают, что изменения в митотической активности тканей определенным образом коррелируют с уровнем ПА. Так, при усиленном делении клеток (регенерация, опухоль) наблюдается повышение уровня полиаминов [29]. При активации процессов дифференциации клеток увеличивается активность трансглутаминазы [30]. Поэтому обмен ПА удобен для изучения пролиферативной и дифференциативной активности клеток и биологических свойств веществ, влияющих на них. В клетках меланомы начало дифференциации клеток сопровождается повышенной выработкой меланина [31], что делает возможным оценить ее степень, измерив уровни внутриклеточного меланина.

Основываясь на этих результатах, проведенные в рамках данной работы исследования позволяют предварительно разделить исследованные вещества на потенциальные канцерогенные и антипролиферативные. Ранее было показано наличие двух различных механизмов увеличения уровней полиаминов в тканях с «нормально» и «патологически» усиленной клеточной пролиферацией. Так, в ткани гепатомы это происходит за счет резкого снижения или полной утраты ди- и полиаминоксидазной активности в большей степени, чем в результате повышения активности орнитиндекарбоксилазы. В регенерирующей печени увеличение уровня полиаминов зависит от резкого возрастания скорости синтеза этих веществ, поскольку скорость их распада путем окислительного дезаминирования при этом остается постоянной. Следовательно, вещества, активирующие орнитиндекарбоксилазу и ингибирующие окислительное дезаминирование полиаминов, проявляют канцерогенные свойства. И наоборот, химические соединения, блокирующие синтез путресцина и полиаминов и активирующие процесс их окислительного распада, могут стать потенциальными противоопухолевыми средствами. Результаты серии опытов, проведенных в рамках данной работы, в целом согласуются с результатами предыдущих серий опытов [32]. В частности, результаты, полученные для группы психотропных препаратов, согласуются с данными, описанными в литературных источниках [33]. Вероятно, схожесть структур препаратов, приведенных в работе и исследованных в данной работе определила однотипность изменений в главных показателях обмена ПА: активность орнитиндекарбоксилазы, активнось аминоксидаз, уровни полиаминов. Различия в структуре для каждой из исследованных групп веществ, вероятно, стали причиной различия в характере или величине изменений этих показателей. Как, например, для аналогов полиаминов, модифицированных урацилом, и аналогов полиаминов, модифицированных аденином, исследованных в предыдущих работах [34].

Подводя итог обсуждения полученных результатов, можно заключить, что роль вещества 1 Д в торможении клеточной пролиферации значительна. Кроме того, активность трансглутаминазы и синтеза меланина анализировались как маркеры дифференциации клеток. Оценка активности ТГ in vivo проводилась современным методом с использованием радиоактивной метки [35]. Под действием данного вещества в низких концентрациях активность этого фермента возрастала, в то время как измерение уровня меланина показало увеличение количества этого пигмента. Эти процессы вызывали дифференциацию клеток меланомы линии B16-F10, которая сопровождалась морфологическими изменениями в клетках. Следовательно, под действием вещества 1Д наблюдается регрессия опухоли.

В экспериментах по оценке изменения экспрессии генов ТГ II в клеточных культурах, обработанных исследуемыми веществами в разных концентрациях показано, что наиболее активно индуцирующими гены ТГII являются вещества 1Д и ТФ.
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Тесты 1 уровня


(бесклеточный уровень):


Оценка влияния на скорость окислителного дезаминирования (активность ОДК и ПАО)





Интерпретация результатов


При опухолевом росте повышение уровня полиаминов происходит за счет резкого снижения или практически полного отсутствия активности ПАО при незначительном изменении активности ОДК. В связи с этим вещества, которые влияют на обмен внутриклеточных полиаминов подобным образом, можно предположительно отнести в группу соединений с потенциальными канцерогенными свойствами. И напротив, если вещество подавляет активность ОДК и одновременно повышает активность аминоксидаз, то оно характеризуется как потенциальный канцеростатик.








Тесты 2 уровня


(клеточный уровень, клеточные культуры):


Исследование скорости окислительного дезаминирования путресцина и полиаминов в опытах in vitro.


.Оценка скорости пролиферации и внутриклеточного уровня полиаминов в опытах на клеточных культурах.


Изучение активности трансглутаминазы в опытах на клеточных культурах.


Определение  выработки меланина  на клеточной культуре мышиной меланомы В-16-F-10/


Исследование морфологических изменений в клетках), демонстририрующих свойства клеточной дифференциации.








Интерпретация результатов


Для потенциально противоопухолевых веществ будут характерны следующие результаты: 


повышение скорости окислительного дезаминирования путресцина и полиаминов в опытах in vitro, .снижение скорости пролиферации и внутриклеточного уровня полиаминов в опытах на клеточных культурах, увеличение активности трансглутаминазы в опытах на клеточных культурах, индукция выработки меланина  на клеточной культуре мышиной меланомы В-16-F-10/, появление морфологических изменений в клетках (признаков дифференциации)





Тесты 3 уровня


(генный уровень):


Изучение экспрессии  трансглутаминазы II в опухолевых клеточных культурах.








Интерпретация результатов


Для потенциально противоопухолевых веществ будут характерны следующие результаты:


Повышение экспрессии генов ТГII





Тесты 4 уровня


(биологический эксперимент):


Оценка токсичности в опытах на лабораторных животных





Интерпретация результатов





Для потенциально противоопухолевых веществ должна быть токсичность 4-5 класса
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_1369824047

_1369824063

_1369824071

_1369824079

_1369824125.xls
Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		1Д		1Д		1Д

		2Д		2Д		2Д

		3Д		3Д		3Д



5μL

25μl

100μl

100

100

102

105

95

95

94

99

88

87



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		1Д		100		102		105

		2Д		95		95		94

		3Д		99		88		87

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1369824130.xls
Диаграмма1

		уровень экспрессии мРНК  трансглутаминазы  по сравнению с контролем		уровень экспрессии мРНК  трансглутаминазы  по сравнению с контролем



нормальные клетки дермы мышей

мышиная меланома B16-F10

100

87



Лист1

				нормальные клетки дермы мышей		мышиная меланома B16-F10

		уровень экспрессии мРНК  трансглутаминазы  по сравнению с контролем		100		87

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		ТБ		ТБ		ТБ

		КФ		КФ		КФ

		ТФ		ТФ		ТФ

		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ

		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ



5μL

25μl

100μl

100

104

107

110

112

118

121

156

167

178

99

100

100

98

99

102



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		ТБ		104		107		110

		КФ		112		118		121

		ТФ		156		167		178

		8-Cl-ТФ		99		100		100

		8-Br-ТФ		98		99		102

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		ТБ		ТБ		ТБ

		КФ		КФ		КФ

		ТФ		ТФ		ТФ

		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ

		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ



5μL

25μl

100μl

100

104

106

106

110

115

119

120

121

125

89

90

90

90

97

97



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		ТБ		104		106		106

		КФ		110		115		119

		ТФ		120		121		125

		8-Cl-ТФ		89		90		90

		8-Br-ТФ		90		97		97

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		уровень экспрессии мРНК  трансглутаминазы  по сравнению с контролем		уровень экспрессии мРНК  трансглутаминазы  по сравнению с контролем



нормальные клетки мозга крыс

клетки нейробластомы

100

67



Лист1

				нормальные клетки мозга крыс		клетки нейробластомы

		уровень экспрессии мРНК  трансглутаминазы  по сравнению с контролем		100		67

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1369824128.xls
Диаграмма1

		уровень экспрессии мРНКтрансглутаминазы по сравнению с контролем		уровень экспрессии мРНКтрансглутаминазы по сравнению с контролем



нормальные клетки дермы человека

клетки меланомыSK-MEL 110

100

67



Лист1

				нормальные клетки дермы человека		клетки меланомыSK-MEL 110

		уровень экспрессии мРНКтрансглутаминазы по сравнению с контролем		100		67

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		1Д		1Д		1Д

		2Д		2Д		2Д

		3Д		3Д		3Д



5μL

25μl

100μl

100

100

105

107

77

75

69

89

76

72



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		1Д		100		105		107

		2Д		77		75		69

		3Д		89		76		72

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		1Д		1Д		1Д

		2Д		2Д		2Д

		3Д		3Д		3Д



5μL

25μl

100μl

100

115

135

140

98

126

129

107

132

136



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		1Д		115		135		140

		2Д		98		126		129

		3Д		107		132		136

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1369824123.xls
Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		1Д		1Д		1Д

		2Д		2Д		2Д

		3Д		3Д		3Д



5μL

25μl

100μl

100

103

105

107

98

97

95

99

97

95



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		1Д		103		105		107

		2Д		98		97		95

		3Д		99		97		95

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		1Д		1Д		1Д

		2Д		2Д		2Д

		3Д		3Д		3Д



5μL

25μl

100μl

100

100

105

106

77

77

75

89

77

77



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		1Д		100		105		106

		2Д		77		77		75

		3Д		89		77		77

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		ТБ		ТБ		ТБ

		КФ		КФ		КФ

		ТФ		ТФ		ТФ

		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ

		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ



5μL

25μl

100μl

100

104

106

106

110

115

119

120

121

125

89

90

90

90

97

97



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		ТБ		104		106		106

		КФ		110		115		119

		ТФ		120		121		125

		8-Cl-ТФ		89		90		90

		8-Br-ТФ		90		97		97

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		1Д		1Д		1Д

		2Д		2Д		2Д

		3Д		3Д		3Д



5μL

25μl

100μl

100

103

116

127

98

99

100

97

100

102



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		1Д		103		116		127

		2Д		98		99		100

		3Д		97		100		102

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1369824099.xls
Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		ТБ		ТБ		ТБ

		КФ		КФ		КФ

		ТФ		ТФ		ТФ

		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ

		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ



5μL

25μl

100μl

100

104

107

110

112

118

121

156

167

178

99

100

100

98

99

102



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		ТБ		104		107		110

		КФ		112		118		121

		ТФ		156		167		178

		8-Cl-ТФ		99		100		100

		8-Br-ТФ		98		99		102

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		ТБ		ТБ		ТБ

		КФ		КФ		КФ

		ТФ		ТФ		ТФ

		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ

		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ



5μL

25μl

100μl

100

110

117

125

116

121

136

161

178

189

100

102

103

98

99

103



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		ТБ		110		117		125

		КФ		116		121		136

		ТФ		161		178		189

		8-Cl-ТФ		100		102		103

		8-Br-ТФ		98		99		103

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1369824097.xls
Диаграмма1

		контроль		контроль		контроль

		ТБ		ТБ		ТБ

		КФ		КФ		КФ

		ТФ		ТФ		ТФ

		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ		8-Cl-ТФ

		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ		8-Br-ТФ



5μL

25μl

100μl

100
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125

116

121

136

161

178

189

100

100

110

98

99

110



Лист1

				5μL		25μl		100μl

		контроль		100

		ТБ		110		117		125

		КФ		116		121		136

		ТФ		161		178		189

		8-Cl-ТФ		100		100		110

		8-Br-ТФ		98		99		110

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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