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Список сокращений
АМ – S –аденозилметионин
АМДК – аденозилметиониндекарбоксилаза (КФ 4.1.1.50)
АРА – 1-аминоокси-3-аминопропан
ГТФ – гуанозин – 5’-трифосфат
ДАО – диаимноксидаза (КФ 1.4.3.6)
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
ДФМО – D, L-α-дифторметилорнитин
Км – константа Михаэлиса
МАР – (2R, 5R)-6-гептин – 2,5-диамин
МГБГ – метилглиоксаль-бис (гуанилгидразон)
мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота
ОДК – орнитиндекарбоксилаза (КФ 4.1.4.17)
ПА – полиамины
ПАО – полиаминоксидаза
Пут – путресцин
РНК – рибонуклеиновая кислота
Сд – спермидин
См – спермин
ССАТ – спермидин/спермин-N1-ацетилтрансфераза
ТГ – трансглутаминаза
цАМФ – циклический аденозинмонофосфат

Реферат

Отчет 76 с., 34 рис., 23 таб., источников 60
АНИЛИН, КСАНТИН, ОРИГИНАЛЬНЫЙ СИНТЕЗ, ШТАММ ГЕПОТОМЫ, ДИАМИНОКСИДАЗА, ПРОТИВООПУХОЛЕВАЯ АКТИВНОСТЬ, СИНТЕЗ ПОЛИАМИНОВ, СУПЕРНАТАНТ, МЕЛАНИН,  ДЕЗАМИНИРОВАНИЕ. 

В отчете представлены результаты исследований, выполненных по 2 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. 
Аналоги ПА способны замещать эндогенные ПА в клетке в участках связывания. Это приводит к нарушению функций внутриклеточных ПА [1]. Исследования ограничились аналогами ПА алифатической структуры [2]. Однако предварительные результаты показали, что онкопротекторной активностью могут обладать также гетероциклические соединения, в частности, бис-уридильные [3], азафлуореновые и бензимидазольные [4] производные, а также алкалоиды [5].
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 изучение биологических свойств химическихвеществ оригинального синтеза на бесклеточном и клеточном уровнях. 
Проведено сравнительное исследование влияния ряда гетероциклических соединений оригинального синтеза на метаболизм ПА в бесклеточных и клеточных тест-системах. 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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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 [6, 7], с учетом активности трансглутаминазы (ТГ) [8] 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. Была высказана гипотеза о том, что аналоги ПА способны замещать эндогенные ПА в клетке в участках связывания. Это приводит к нарушению функций внутриклеточных ПА [9]. Исследования ограничились аналогами ПА алифатической структуры.
Однако предварительные результаты показали, что онкопротекторной активностью могут обладать также гетероциклические соединения, в частности, бис-уридильные [10], азафлуореновые и бензимидазольные [4] производные, а также алкалоиды [5]. 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 изучение биологических свойств химических веществ оригинального синтеза на бесклеточном и клеточном уровнях.
[bookmark: _Toc246473263]
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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 разделенных 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.

[image: ]
Таблица 2 - Структурные формулы веществ оригинального                              синтеза - производных бензимидазола и азафлуорена (группа А).
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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 устойчивости веществ), а в случаях труднорастворимости веществ использовалась ультразвуковая машина.
Выбор именно этих соединений обусловлен сходством их структур со структурами соединений, противоопухолевая активность которых доказана [11, 12, 13, 14, 15].
Таблица 3 - Структурные формулы веществ оригинального синтеза производных анилина (группа Б).
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Таблица 4 - Структурные формулы группы веществ оригинального               синтеза – производных диоксаборенинопиридина (группа В).
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Таблица 5 - Структурные формулы веществ оригинального синтеза производных пиперидона (группа Г).
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Таблица 6 - Структурные формулы веществ оригинального                                синтеза -производных азафлуорена (группа Д - выборочная).
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В экспериментах были использованы белые беспородные                          крысы – самцов массой 100-130 г, содержащихся на стандартном рационе вивария РУДН со свободным доступом к воде [16,17]. Для анализов были выбраны две модельные бесклеточные тест системы из тканей с сохраненной и утраченной системой контроля над скоростью клеточной пролиферации. Использованные тест-системы позволяют исследовать влияние аналогов полиаминов как на регенерирующую, так и на опухолевую ткань [18]. В качестве тканей с повышенным митотическим индексом использовалась регенерирующая печень здоровых крыс и солидная гепатома крыс Г-27. Ткань печени обладает высокой скоростью регенерации. Моделью патологической регенерации была ткань гепатомы крыс Г-27 – этосолидная опухоль печени, первично индуцированная у нелинейных белых крыс диэтилнитрозамином. 

[bookmark: _Toc246473265][bookmark: _Toc272405133]Регенерирующая печень здоровых крыс
Для получения бесклеточной тест-системы выполнялась стандартная парциальная гепатэктомия по методике Higgins, Anderson (1931) [19]:
1. Под эфирным наркозом крысам проводилась лапаротомия, у основания левой боковой и центральной долей печени накладывалась лигатура, доли удалялись. Такая операция приводила к хорошо выраженной регенерации оставшейся части печени в течение последующих 18-20 часов. В эти сроки животных умерщвляли декапитацией и извлекали малые участки регенерирующей печени для исследования (рисунок 1) .
2. Эти участки обескровливали на льду физиологическим раствором с температурой 2-4ºС для исключения погрешностей определения активности ферментов и уровня полиаминов за счет примеси гемоблобина, затем взвешивались.
3. Обескровленные участки печени взвешивались и гомогенизировалина холоде с буфером.
4. Гомогенат ткани ультрацентрифугировали при 20 000 g в течение 15 минут при 2-4ºС.
5. Супернатант полученного 33% гомогената использовался для определения активности ОДК и уровня полиаминов или по определению активности полиаминоксидаз.

[image: ]

Рисунок 1 - Удаление центральной и боковой долей печени.


[bookmark: _Toc246473266]Пролиферирующая ткань гепатомы крыс Г27
Штамм гепатомы Г-27 был получен из банка опухолевых штаммов ГУ Российского онкологического научного Центра РАМН им. Н.Н. Блохина. Ампулы с биологическим материалом транспортировались к месту перевивки в жидком азоте. Штамм гепатомы пассировался на крысах, как было описано ранее И. Н. Швембергером (1970 г.). Перевивалась гепатома крысам подкожно по 50 мг взвеси опухолевой ткани в 0,5 мл питательной среды. Пассировалась опухоль 2-3 раза на белых беспородных крысах-самцах в течение 2-3 недель. Затем крысы усыплялись декапитацией, и выделялась опухоль. В опытах использовали 2-3 пассажи in vivo. Образцы опухолевой ткани для исследования готовились следующим образом. Ткань опухоли, освобожденную от некротических масс, суспендировали со стерильным физиологическим раствором на холоде в стерильных условиях. Перевивалась полученная суспензия крысам подкожно по 50 мг взвеси на крысу. В полученных образцах определялась активность ОДК и уровень полиаминов. Остаток опухолевого материала использовался для последующих перевивок. Ткань гомогенизировали с охлажденным 50 мМ фосфатным буфером рН 6,6 содержащим дитиотриэтол 0,1 мМ и пиридоксальфосфат 0,4 мМ. Измельчение ткани проводилось в металлическом охлажденном прессе.
Полученная масса взвешивалась. Затем проводилась гомогенизация в лабораторном стеклянном гомогенизаторе с предварительно охлажденным тефлоновым пестиком. Смесь центрифугировалась в ультрацентрифуге с ускорением 20000 об/мин при t = 4 0C в течение 15 минут. 
Полученные, таким образом бесклеточные тест-системы по составу химических компонентов были максимально приближены к внутриклеточной среде и содержали необходимые компоненты для определения активности ОДК, ДАО, ПАО и уровня полиаминов (рисунок 2) и, кроме того, содержали минимум компонентов, способных помешать определению.
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Рисунок 2 - Метаболизм полиаминов,цитировано по Basu H.S. и др. [62]
ODC, ornithine decarboxylase – ОДК, орнитиндекарбоксилаза; Spd,
spermidine – Спд, спермидин; AdoMetDC, S-adenosylmethionine decarboxylase –
АМДК, S-аденозилметиониндекарбоксилаза; dcAdoMet, decarboxylated
AdoMet – дкАМ, декарбоксилированный аденозилметионин; Spm, spermine –
Спм, спермин; SSAT, spermidine/spermine N1-acetyltransferase – ССАТ, спер-
мидин/спермин N1-ацетилтрансфераза; PAO, polyamine oxidase – ПАО, поли-
аминоксидаза; SMO, spermine oxidase – СМО, сперминоксидаза; eIF5A, eukaryotic
initiation factor 5A – eIF5A, эукариотический фактор инициации 5А.
[bookmark: _Toc246473267]Определение активности ДАО и ПАО
Диаминоксидаза – диамин: кислород – оксидоредуктаза (дезаминирующая, пиридоксальфосфатсодержащая, КФ 1.4.3.6.) – окисляет субстраты с поглощением кислорода и образованием аммиака, перекиси водорода и соответствующего альдегида:
H2N(CH2)4NH2 + H2O + O2 → H2N(CH2)3CHO + H2O2 + NH3
Путресцин ДАО
При окислительном дезаминировании ПА также образуются лабильные иминоальдегиды, аммиак и перекись водорода:
H2N (CH2)3NH(CH2)4NH2 + 2O2 + 2H2O → OHC(CH2)2NH(CH2)3CHO
Спермидин                                     ПАО                     Иминоальдегид                                            +2H2O2 + 2NH3
H2N (CH2) 3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2 + 2O2 + 2H2O2 →
Спермин                                                                          ПАО
OHC (CH2)2NH(CH2)4NH(CH2)2CHO + 2H2O2 + 2NH3             Иминоальдегид

Известные методы, основанные на прямом определении поглощения кислорода и освобождения аммиака, микротитровании перекиси водорода, определении убыли субстрата в процессе реакции, требуют большого количества биоматериала, длительного периода инкубации и показывают относительно низкую чувствительность.
Для определения скорости окислительного дезаминирования ди- и полиаминов из большого числа различных методов в качестве прототипа выбрали спектрофотометрический метод измерения активности гистидазы в плазме крови кролика в модификации Gordon и Peters (1967) [20].
В основе метода лежит измерение окрашенного продукта, который образуется при окислении о-дианизидина перекисью водорода, образующейся в аминоксидазной реакции.
Катализатором о-дианизидиновой реакции служила пероксидаза. Провели замену о-дианизидиного основания на его гидрохлоридное производное. Это позволило использовать данный краситель не в спиртовом, а в водном растворе:
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Существенное преимущество данного метода перед уже известными, заключалось в удалении из реакционной среды перекиси водорода и              аммиака – сильных, неконкурентных ингибиторов окислительного дезаминирования. Нижняя граница чувствительности метода составила ± 0,1 нмоль и воспроизводимости ± 0,1 нмоль [21,22].
В качестве источника фермента использовался супернатант                    гомогената, полученный центрифугированием при 15000 об/мин в течение                   20 мин (L7-55 Ultracentrifuge «Beckman»). 
Активность ДАО (амин: кислородоксидоредукта-за, дезаминирующая, пиридоксальсодержащая, КФ 1.4.3.6) и ПАО определялась спектрофотометрическим микрометодом (таблица 7).
В качестве субстрата использовался путресцин-2НС1, спермидин-3HCI и спермин-4HCI,полученные нами из свободных ПА фирмы «Fluka» (Швейцария).
За единицу активности принимали преобразование 1 нмоля субстрата, окисленного за 1 ч при 37°С. Удельную активность фермента выражали в единицах активности на 1 мг белка.
Таблица 7 - Общая схема определения аминооксидазной активности.
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Совместное определение активности ключевого фермента синтеза полиаминов – ОДК и уровней полиаминов проводилось методом ВЭЖХ. Предварительный этап анализа по данным показателям заключался в следующем.
Реакционная среда в 0,5 мл конечного объема содержала орнитин («Реахим», Россия) в концентрации 80 мМ, пиридоксальфосфат («Реанал», Венгрия) – 4 мМ, дитиотриэтол («Serva», ФРГ) 20 мМ в 50 мМ фосфатном буфере рН 6,6. В реакционную среду добавлялись тестируемые вещества до конечной концентрации 0,1 мМ и 0,3 мл супернатанта 33% гомогената гепатомы Г-27 или регенерирующей печени. Инкубация с веществами длилась 1 час при температуре 370 С [23,24,25].
Затем реакция останавливалась добавлением 0,1 мл 0,2 М раствора хлорной кислоты. Осадок отделяли центрифугированием при 6000 об./мин. в течение 5 минут. Для дальнейшего исследования использовалась надосадочная жидкость. Полученные таким образом пробы, хранились при температуре около 0 0С. Дальнейшие операции были связаны с подготовкой проб к определению концентрации полиаминов и активности ОДК методом ВЭЖХ. Для этого сначала проводилось бензоилирование проб. Бензоилирующим агентом был бензоилхлорид. Реакцию можно представить в виде следующей схемы:
NH2-R-NH2 + C6H5COCl C6H5CONH-R-NHCOC6H5 + 2HCl
Полиамин                            Бензоилхлорид
R= CH2 CH2 CH2 CH2 путресцин
CH2 CH2 CH2NH CH2 CH2 CH2 CH2 спермидин
CH2 CH2 CH2NH CH2 CH2 CH2 CH2 NH CH2 CH2 CH2 спермин
В полученные ранее пробы добавлялся 2N раствор NaOH, смесь интенсивно перемешивали в течение 1 минуты. Затем добавляли бензоилхлорид и вновь активно перемешивали в течение 2 минут. Полученную смесь выдерживали в условиях комнатной температуры в течение 1-2 часов. 
Реакция прекращалась добавлением NaCl. Образовавшиеся бензоильные производные полиаминов экстрагировали шестью порциями этилового эфира по 30 мл. 
Эфирные экстракты объединяли, эфир выпаривали досуха. Бензоильные производные полиаминов помещали в полиэтиленовые эппендорфы. Далее проводилось определение концентрации бензоилированных производных полиаминов методом ВЭЖХ на приборе «Милихром 5-3». 
Исходный метод определения количественного содержания полиаминов в биологических тканях с применением в качестве элюента для градиентного элюирования смеси метанол – вода был модифицирован Сяткиным С.П. и Голомазовой К.А. [26]. 
В отличие от исходного метода ВЭЖХ, где в качестве элюента использовался токсичный метанол, в данной модификации использовалась система ацетонитрил-вода. 
Это позволило снизить токсичность метода. Определение проводилось в режиме градиентного элюирования, при этом содержание ацетонитрила менялось от 10% до 100%, всего было 4 ступеней (0-10% ацетонитрила, 10-50% ацетонитрила, 50-80% ацетонитрила и 80-100% ацетонитрила). При определении использовалась колонка с обращенной фазой С18. Длина волны составляла 254 нм. Скорость потока 80 мкл/мин. Общее время анализа 1 пробы составляло около 17 минут. 
В таблице 8 представлен режим градиентного элюирования смесью ацетонитрила и воды. 
Все режимы элюирования и объемные отношения смеси были подобраны нами заново.

Таблица 8 - Режим градиетного элюирования смесью ацетонитрила и воды.

	Время
	Концентрация ацетонитрила в воде
	Объем ступени, мкл

	0-1 мин.
	10 %
	100

	1-4 мин.
	10-50 %
	240

	4-9 мин
	50-80%
	400

	9-17 мин
	80-100 %
	640


Примечание - объемы ступеней указаны без объема регенерации и объемов буферов                     1 и 2.

Объем регенерации колонки составлял 300 мкл, что учитывалось при составлении программы элюирования (закладывалось в программу при задании объема последней по порядку набора ступени элюирования), объем буфера 1 и буфера 2-0,5 мкл, объем вводимой пробы – 0,2 мкл. Расчет концентраций бензоильных производных полиаминов производился исходя из концентрации стандартных растворов бензоильных производных полиаминов. 
Стандартные бензоильные производные полиаминов получали самостоятельно, проводя реакцию бензоилирования стандартных субстанций полиаминов по указанной выше методике. 
Контроль качества полученных веществ (по показателям состав и количественный выход) проводился с помощью метода хромато-масс-спектрометрии. 
На рисунке 3 приведен хромато-масс-спектр стандартных производных полиаминов (время бензоилирования 2 часа).
[image: ]
Рисунок 3 - Хромато-масс-спектр бензоильных производных полиаминов (стандарт).

Далее проводилась ВЭЖХ стандартных производных полиаминов, при этом отмечались их времена удерживания и концентрации исходя из площадей их пиков. Определение проводилось при длине волны 254 нм.
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Рисунок 4 - Хроматограмма, полученная методом ВЭЖХ на приборе «Милихром 5-3», стандартных производных полиаминов.
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Рисунок 5 - Хроматограмма стандартных бензоильных производных
полиаминов, полученная методом ВЭЖХ.
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Рисунок 6 - Указаны времена выхода бензоильных производных полиаминов в минутах. 

Пики 1, 2 и 3 – это, соответственно, пики производных путресцина, спермидина и спермина. Затем проводилась ВЭЖХ анализируемых образцов, и рассчитывались их концентрации в пробе. По концентрациям производных полиаминов рассчитывалась удельная активность ОДК в анализируемых образцах.
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Для расчета удельных активностей ОДК и аминоксидаз, выраженных в нанокаталах на миллиграмм белка, проводилось определение концентрации белка в каждой пробе ткани как гепатомы Г-27, так и регенерирующей печени. Определение проводилось по методу Lowry (1951) [27] в модификации                       С.П.Сяткина [28]. Порядок проведения определения белка представлен в таблице 9.

Таблица 9 - Порядок проведения определения концентрации белка в биологических пробах.
	Инкубационная смесь
	Опыт
	Контроль

	буфер
	0,1
	-

	NaOH (1N)
	0,8
	0,8

	ДОХ (1%)
	0,1
	0,1

	р-в С
	4
	4

	проба
	0,1
	-

	Встряхнуть до просветления

	 р-в D
	0,5
	0,5

	Перемешать

	Термостатирование при 370ºС 30 мин.

	Спектрофотометрирование λ=750 нм


В связи с высоким содержанием липо- и гликопротеинов в ткани метод пределения белка по Лоури модифицировали следующим образом. Применили дезоксихолат. Это сократило время анализа и исключило потерю белка, входящего в состав липо- и гликопротеинов [29,30]. 
Для более полного растворения белка концентрацию NaOH увеличили с 0,1 М до 1 М., заменили тартрат нацитрат натрия. Стабильность реактива С повышали тем, что реактив А готовили на воде, а не на 0.1 М NaOH. Оптимальным соотношение концентраций детергента и белка в пробе было 1:100. Калибровочная зависимость сохраняла линейный характер до концентрации 250 мкг/мл белка в пробе. Полученная оптическая плотность растворов сравнивалась с таковой для стандартных растворов с известной концентрацией белка и по калибровочной кривой (рисунок 7) рассчитывалась концентрация белка в анализируемой пробе.
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Рисунок 7 - Калибровочная кривая для расчета концентрации белка.
По оси абсцисс – концентрация белка в растворе (в мкг/мл); по оси ординат –
оптическая плотность раствора, измеряемая при 750 нм.

Количественный анализ основных факторов пролиферации и дифференциации на клеточной модели
Клеточные культуры
Клетки мышиной меланомы линии B16-F10 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 [31], как показано на схемах (Рисунки 8 - 12). 
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.
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Рисунок 8 - Клетки мышиной меланомы линии B16-F10, культивированные в инкубаторе.
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Рисунок 9 - Схема приготовления растворов и рассеивания клеток.
Субкультивирование
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Рисунок 10 - 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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Рисунок 11 - Схема разморозки клеток.

Заморозка клеток
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Рисунок 12 - 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), подкисленном соляной кислотой. 
Для обработки клеточной культуры были использованы растворы веществ с конечными концентрациями 5, 25 и 100 μM, полученные путем разбавления материнских растворов [32,33].
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 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 предметного стеклышка с нанесенной сеткой 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 растворы исследуемых веществ с соответствующей концентрацией. 
Методика измерения пролиферации клеток и цитотоксичности, пробыснимаются каждые последующие 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. мешать в другом эппендорфе: 900 μl клеток + 100 μl TRYPAN
BLUE (краситель), суспендировать и считать количество клеток:
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Рисунок 13 - Схема методики подсчета клеток для определения
антипролиферативной активности и цитотоксичности
тестируемых веществ.

Сначала посчитать общее количество клеток (синих, белых), затем
только 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                  [34, 35], 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 применением 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 [36], 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 (рисунок 14). 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 [37]. 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 стадию повторяли 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 истечении 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 (рисунок 14) 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.						       (1)
CPM осадка CPM супернатанта.							       (2)
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Рисунок 14 - Схема действий при определении активности ТГ «in vivo».
Активность трансглутаминазы «in vitro»
Определяли прямое действие ТГ следующим методом (рисунок. 14). 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 15 - Сравнительная схема определений
активности ТГ «in vivo» и «in vitro».
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Рисунок 16 - 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 [38].
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 [39],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 [40,41].

Количественный анализ белка в лизате
Количественный анализ белка выполнялся по методу Брэдфорда [42]. 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 колориметрический 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 [43,44]. 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 следующей 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 10.

Таблица 10 – 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 [45,46]. 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 адгезивной активности клеток мышиной меланомы
Для проточной цитофлуориметрии использовали моноклональные антитела к альфа интегринам СD49f, меченные FITC (Stem Сеll Technologies, Канада). Для анализа методом проточной цитофлуориметрии клетки в культуральной среде центрифугировали в пробирках 10 минут при 1200 об/мин, надосадок удаляли. Осадок ресуспендировали в форфатном буфере Дульбеко объёмом 200 мкл. К осадку в виде клеток добавляли моноклональные антитела СD49f (Stem Сеll Technologies, Канада) и ставили на 30 минут в холодильник при +20-40 С. После контакта с антителами клетки анализировали на проточном цитофлуориметре FacsCalibur (Becton Dickinson). Клеточные элементы обрабатывали веществами оригинального синтеза как описано выше.

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%								           (3)

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.

Статистический анализ данных
Статистический анализ полученных результатов проводился с помощью t-критерия Стьюдента. Различия считались достоверными, если коэффициент вероятности случайных событий был меньше P < 0,05.
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Исследование действия производных бензимидазола и азафлуорена (12 соединений) на основные показатели обмена полиаминов в бесклеточных тест-системах
Количественная оценка влияния синтетических аналогов из исследуемых групп на обмен ПА в бесклеточной тест-системе из регенерирующей печени крыс определялась по характеру и величине их действия на активность аминоксидаз – ПАО и ДАО. Полученные экспериментальные данные представлены на рисунке 17.
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Рисунок 17 - Влияние производных бензимидазола и азафлуорена (группа А) на скорость окислительного дезаминирования Пут, Сд и См в бесклеточной тест-системе из регенерирующей печени крыс (результаты представлены в виде M±m для 9 измерений).

Полученные результаты свидетельствуют о том, что все исследованные вещества группы А, кроме 1А, существенно увеличивают распад См. Окисление Пут ускоряют соединения 3А, 10А и 12А, а Сд – 4А, 7А, 9А и 10А.
Влияние тестируемых веществ из группы А на обмен ПА в ткани регенерирующей печени оценивалось по характеру и силе их действия на скорость синтеза ПА. Результаты этой серии опытов представлены в таблице 5 и рисунок 17. Следует отметить, что все исследованные вещества проявили ингибирующее действие на активность ОДК. Самыми активными оказались вещества 1А, 3А, 8А и 10А. Уровни ПА рассматривали как интегральные показатели изменения баланса скорости распада и синтеза ПА под влиянием тестируемых веществ. Результаты представлены на рисунке 29.

Таблица 11 - Влияние производных бензимидазола и азафлуорена                (группа А) на активность ОДК в бесклеточной тест-системе из регенерирующей печени крыс.

	Вещество
	Активность ОДК, нкат/мг белка
	Ингибирование, %

	Контроль
	12,96±0,07
	0

	1А
	6,32± 0,05
	51,23

	2А

	7,25±0,08*
67,13
	44,06

	3А
	4,26±0,06*
	67,13

	4А
	8,33±0,07*
	35,73

	5А
	9,23±0,05*
	28,78

	6А
	10,98±0,07*
	15,28

	7А
	8,00±0,06*
	38,27

	8А
	3,61±0,08*
	72,14

	9А
	5,02±0,06*
	61,26

	10А
	2,18±0,06*
	83,18

	11А
	10,00 ±0,08*
	22,84

	12А
	7,56±0,06*
	41,67


Примечание - Результаты представлены в виде M± m для 9 проб.
*Статистически достоверные отличия от контроля, P<0,05.
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Рисунок 18 - Влияние производных бензимидазола и азафлуорена (группа А) на активность ОДК в бесклеточной тест-системе из регенерирующей печени крыс.
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Рисунок 19 - Влияние производных бензимидазола и азафлуорена (группа А) на уровни ПА в бесклеточной тест-системе из регенерирующей печени крыс (результаты представлены в виде M± m для 9 проб).

Все исследованные соединения вызывали снижение уровней Пут и ПА. Наиболее эффективными оказались 3А, 8А и 10А.

Исследование действия производных анилина (11 соединений) на основные показатели обмена полиаминов в бесклеточных тест-системах

[image: ]

Рисунок 20 - Влияние производных анилина (группа Б) на скорость окислительного дезаминирования Пут, Сд и См в бесклеточной тест-системе из регенерирующей печени крыс (результаты представлены в виде M± m для 9 измерений).

Как видно из диаграммы (рисунок 20), все протестированные соединения группы Б вызывали статистически достоверные изменения в скорости окислительного дезаминирования ПА. Вещество 9Б ингибировало дезаминирование Сд, а вещество 11Б – Пут и См. Это позволяет прогнозировать у них канцерогенные свойства. Все остальные вещества проявили канцеростатические свойства, активируя процесс окислительного дезаминирования. Довольно резкая активация См наблюдалась при действии вещества 5Б. Наибольшее активирующее действие на окислительный распад всех трех ПА оказало вещество 3Б.

Исследование действия диоксаборенинопиридина (9 соединений) на основные показатели обмена полиаминов в бесклеточных тест-системах
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Рисунок 21 - Влияние производных диоксаборенинопиридина (группа В) на скорость окислительного дезаминирования Пут, Сд и См в бесклеточной тест-системе из регенерирующей печени крыс (результаты представлены в виде M± m для 9 проб).

Все тестируемые вещества группы В также вызывали статистически достоверные изменения активностей ДАО и ПАО (рисунок 21). Процесс окислительного дезаминирования Пут значительно ингибировался всеми тестируемыми веществами этой группы. 
Скорость окислительного дезаминирования Сд уменьшалась в 2 раза,            См – уменьшалась незначительно или оставался неизменным (при действии СоА2 и СоА3). Это позволило предположить наличие у всех исследуемых веществ данной группы канцерогенных свойств.

Исследование действия производных пиперидона (5 соединений) на основные показатели обмена полиаминов в бесклеточных тест-системах

           1Г-5Г

Рисунок 22 - Влияние производных пиперидона (группа Г) на скорость окислительного дезаминирования Пут, Сд и См в бесклеточной тест-системе из регенерирующей печени крыс (результаты представлены в виде M± m для 9 проб).

Процесс окислительного дезаминирования Пут значительно ингибировался всеми тестируемыми веществами этой группы. Скорость окислительного дезаминирования Сд уменьшалась в 1,6 раза,                               См – уменьшалась незначительно или оставался неизменным                              (при действии 1Г и 4Г). Это позволило предположить наличие у всех исследуемых веществ данной группы канцерогенных свойств

Исследование цитотоксичности производных азафлуорена, пиперидона, метилированных производных ксантина для культуры опухолевых клеток мышиной меланомы линии B16-F10
Результаты исследования цитотоксичности тестируемых веществ суммированы в таблицах 12-21. Вещества, значения цитотоксичности которых не превышают 30 %, оказывают допустимый токсический эффект на клетки. Подсчитана также токсичность действия растворителя (раствора подкисленного ДМСО) на клетки, значение которого берется за контроль.
Таблица 12 - Цитотоксичность вещества № 1Г в концентрациях 5 μM и 100 μM после 24,48 и 72 часов инкубациис клетками мышиной меланомы линии B16-F10.
	Время инкубации
	24 ч
	48 ч
	72 ч

	Контроль+ДМСО
	25,81 %
	19,02 %
	17,53 %

	5μM
	26,30 %
	18,92 %
	19,04 %

	100μM
	28,91 %
	25,11 %
	25,31 %



Таблица 13 - Цитотоксичность вещества № 2Г в концентрациях 5 μM и 100 μM после 24,48 и 72 часов инкубации с клетками мышиной меланомы линии B16-F10.
	Время инкубации
	24 ч
	48 ч
	72 ч

	Контроль
	30,30 %
	9,39 %
	11,17 %

	Контроль+ДМСО
	32,93 %
	12,21 %
	14,46 %

	5μM
	16,33 %
	17,76 %
	19,05 %

	100μM
	18,20 %
	15,80 %
	13,33 %



Таблица 14 - Цитотоксичность вещества № 3Г в концентрациях 5 μM и 100 μМ после 24,48 и 72 часов инкубации с клетками мышиной меланомы линии B16-F10.
	Время инкубации
	24 ч
	48 ч
	72 ч

	Контроль
	68,03 %
	36,20 %
	32,71 %

	Контроль+ДМСО
	69,23 %
	34,18 %
	35,80 %

	5μM
	61,70 %
	21,47 %
	21,72 %

	100μM
	45,20 %
	16,50 %
	17,07 %



Цитотоксичность веществ данной группы имеет достаточно низкие значения для обеих концентраций и всех трех интервалов времени инкубации веществ с культурой клеток мышиной меланомы линии B16-F10.

Таблица 15 - Цитотоксичность вещества № 1Д в концентрациях 5 μM, 25 μM и 100 μM после 24, 48 и 72 часов инкубации с клетками мышиной меланомы линии B16-F10.
	Время инкубации
	24 ч
	48 ч
	72 ч

	Контроль+ДМСО
	19,68 %
	21,70 %
	15,05 %

	5μM
	18,05 %
	17,11 %
	15,44 %

	25 μM
	25,30 %
	20,37 %
	16,53 %

	100μM
	33,61 %
	31,61 %
	32,86 %


Таблица 16 - Цитотоксичность вещества № 2Д в концентрациях 5 μM и 25 μM после 24,48 и 72 часов инкубации с клетками мышиной меланомы линии B16-F10.
	Время инкубации
	24 ч
	48 ч
	72 ч

	Контроль+ДМСО
	8,1 %
	9,6 %
	7,6 %

	5μM
	11,4 %
	12,1 %
	8,2 %

	25 μM
	21,4 %
	22,8 %
	21,4 %



Таблица 17 - Цитотоксичность вещества № 3Дв концентрациях 5 μM и 25 μM после 24,48 и 72 часов инкубации с клетками мышиной меланомы линии B16-F10.
	Время инкубации
	24 ч
	48 ч
	72 ч

	Контроль+ДМСО
	15,2 %
	9,2 %
	12,0 %

	5μM
	17,5 %
	8,3 %
	9,6 %

	25 μM
	23,8 %
	18,2 %
	11,8 %



Таблица 18 - Цитотоксичность вещества № 4Д в концентрациях 5 μM и 100 μM после 24,48 и 72 часов инкубации с клетками мышиной меланомы линии            B16-F10.
	Время инкубации
	24 ч
	48 ч
	72 ч

	Контроль
	12,53 %
	22,83 %
	31,26 %

	Контроль+ДМСО
	15,24 %
	21,30 %
	32,85 %

	5μM
	19,28 %
	23,54 %
	36,63 %

	100μM
	20,85 %
	38,20 %
	43,50 %



Вещества группы Д проявили также относительно низкие показатели цитотоксичности во всех случаях, кроме вещества 4Д, где токсичность превышала предельно допустимые значения.

Таблица – 19 Цитотоксичность 8-Cl-ТФ в концентрациях 50 μM, 500 μM и 1 мM после 24,48 и 72 часов инкубации с клетками мышиной меланомы линии B16-F10.
	Время инкубации
	24 ч
	48 ч
	72 ч

	Контроль+ДМСО
	17,3 %
	3,7 %
	2,7 %

	50μM
	6,5 %
	3,0 %
	2,1 %

	500 μM
	12,2 %
	8,3 %
	5,2 %

	1мМ
	11,1 %
	7,0 %
	5,8 %


Таблица 20 - Цитотоксичность 8-Br-ТФ в концентрациях 50 μM, 500 μM и 1 мM после 24, 48 и 72 часов инкубации с клетками мышиной меланомы линии B16-F10.
	Время инкубации
	24 ч
	48 ч
	72 ч

	Контроль+ДМСО
	32,0 %
	7,2 %
	3,7 %

	50μM
	26,6 %
	18,1 %
	7,9 %

	500 μM
	24,0 %
	8,9 %
	11,7 %

	1мМ
	37,5 %
	26,6 %
	16,1 %



Таблица 21 - Цитотоксичность ТФ-7-Ац в концентрациях 50 μM, 500 μM и 1 мM после 24,48 и 72 часов инкубации с клетками мышиной меланомы линии B16-F10.
	Время инкубации
	24 ч
	48 ч
	72 ч

	Контроль+ДМСО
	9,5 %
	6,7 %
	4,3 %

	50μM
	9,7 %
	3,4 %
	6,6 %

	500 μM
	16,0 %
	8,4 %
	6,3 %

	1мМ
	27,0 %
	13,6 %
	8,2 %



Производные ТФ оказывали незначительное токсическое влияние на клетки мышиной меланомы B16-F10. Наиболее токсичным проявило себя вещество 8-Br-ТФ.

Исследование влияния производных пиперидона, метилированных производных ксантина и производных азафлуорена на пролиферацию клеток мышиной меланомы линии B16-F10
Оценка влияния тестируемых веществ на пролиферацию клеток мышиной меланомы линии B16-F10 проводилась путем сравнения количества клеток после инкубации с одним из веществ с заданной концентрацией в течение 24, 48 и 72 часов с контрольными клетками (без обработки веществами). Результаты представлены на рисунках 29-30. После 24, 48 и 72 часов инкубации с веществами группы Г было отмечено в разной степени увеличение клеточного роста (рисунок 23). Вещества группы Д (рисунок 24) существенно снижали скорость роста клеток мышиной меланомы B16-F10. Самой высокой антипролиферативной активностью обладало вещество 1Д в концентрации 25 μМ, а также 3Д в той же концентрации, после 48 и 72 часов инкубации.
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Рисунок 23 - Влияние производных пиперидона (группа Г)
на пролиферацию клеток мышиной меланомы линии B16-F10. Примечание. Результаты представлены для 4 проб.
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Рисунок 24 - Влияние производных азафлуорена (группа Д – выборочная)
на пролиферацию клеток мышиной меланомы линии B16-F10. Примечание. Результаты представлены для 4 проб.

Все вещества группы производных метилксантина снижали уровень уроста клеток мышиной меланомы B16-F10 (рисунок 25). Наиболее активным оказался ТФ в концентрации 1 мМ на протяжении всего периода инкубирования. Производные ТФ также вызывали значительное снижение клеточного роста культуры клеток мышиной меланомы B16-F10                    (рисунок 26). Более сильные антипролиферативные свойства показали вещества ТФ-7-Ац и 8-Cl-ТФ в концентрации 1 мМ.
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Рисунок 25 - Влияние производных метилксантина
на пролиферацию клеток мышиной меланомы линии B16-F10. Примечание. Результаты представлены для 4 проб.
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Рисунок 26 - Влияние производных метилксантина (а) и производных ТФ (б)
на пролиферацию клеток мышиной меланомы линии B16-F10. Примечание. Результаты представлены для 4 проб.
Исследование влияния веществ из группы производных азафлуорена и метилированных производных ксантина на основные показатели дифференцировки клетках мышиной меланомы B16-F10: активность трансглутаминаз «in vivo» и уровень образования меланина
Влияние испытуемых веществ на активность ТГ в клетках мышиной меланомы B16-F10
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Рисунок 27 - Влияние веществ группы Д на активность ТГ «in vivo» в клетках мышиной меланомы B16-F10. Примечание. Результаты представлены для 5 проб.

Из диаграммы (рисунок 27) 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.
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Рисунок 28 - 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 ктиваторами ТГ. При этом ТФ наиболее эффективно действовал на ТГ, удваивая ее активность (рисунок 28). По сравнению с ТФ его производные почти в два раза увеличивали активность ТГ, после 72 часов инкубирования с клетками мышиной меланомы B16-F10 (рисунок 29). Интересно, что после 48 часов инкубации особого эффекта на активацию ТГ эти вещества не оказывали.
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Рисунок 29 - 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.

Влияние испытуемых веществ на уровень образования меланина в клетках мышиной меланомы B16-F10
На рисунке 30 показаны уровни образованного меланина в клетках мышиной меланомы B16-F10, после 48 и 72 часов инкубации с веществами группы Д в концентрации 25 μM. По сравнению с контрольными клетками, в клетках, обработанных веществами 2Д и 3Д, уровень меланина практически не изменялся, после 48 часов инкубации и незначительно увеличивался, после 72 часов инкубации. Резкое и многократное возрастание количества выработанного меланина  наблюдалось у клеток, обработанных веществом 1Д.
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Рисунок 30 - Влияние веществ группы Д на уровень образования
меланина в клетках мышиной меланомы B16-F10. Примечание. Результаты представлены для 5 проб.

Значительное влияние на уровень образования меланина в клетках мышиной меланомы B16-F10 оказали производные метилксантина в концентрации 1 мМ (рисунок 31), повышая его во много раз уже через 48 часов инкубации. Наиболее активным образом из этой группы веществ, проявил себя ТФ. Производные ТФ в концентрации 1 мМ резко увеличивали уровни образования меланина в клетках лишь через 72 часа инкубации (рисунок 32), это говорит об их относительно замедленном действии по сравнению с ТФ.
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Рисунок 31 - Влияние производных метилксантина на уровень
образования меланина в клетках мышиной меланомы B16-F10. Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
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Рисунок 32 - Влияние производных ТФ на уровень образования меланина в клетках мышиной меланомы B16-F10. Примечание. Результаты представлены для 5 проб.
Полученные результаты по количественной оценке влияния тестируемых веществ на активность ТГ и уровни меланина подтверждают предположение о том, что антипролиферативный эффект может быть вызван посредством индукции клеточной дифференциации.

Влияние тестируемых веществ на морфологические признаки дифференцировки клеток мышиной меланомы В16-F10
На фотографиях, сделанных оптическим микроскопом (рисунок 33), можно наблюдать появление видимых морфологических изменений в клетках, обработанных раствором вещества 1Д. 

[image: ]
А)

Б) 
Рисунок 33 - Клетки меланомы B16-F10:
а) контроль; б) после 48 часов действия вещества 1Д в концентрации 25μМ
В клетках, инкубированных 48 часов с веществом 1Д 25 μM, четко заметны признаки дифференцировки – появление цитозольных отростков, схожих с дендритами нейронов (эмбриональное происхождение этой                ткани – нейроэктодерма). 
Внешне клетки выглядят намного темнее по сравнению с контролем, что объясняется повышенной выработкой в них меланина.
При инкубировании клеток мышиной меланомы B16-F10 с 1мМ раствором ТФ одновременно с торможением скорости деления и роста клеток наблюдали начало дифференцировки клеток, что подтверждалось появлением отростков, похожих на дендриты и аксоны нейронов, а также заметное потемнение клеток (рисунок 34). Это говорит об увеличении уровня внутриклеточного меланина.
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а) 					б)
Рисунок 34 - Влияние ТФ на дифференцировку клеток мышиной меланомы B16-F10:
а) контрольные клетки мышиной меланомы B16-F10;
б) дифференцированные клетки мышиной меланомы
B16-F10 под действием 1мМ ТФ.
Исследование влияния веществ из группы производных азафлуорена и метилированных производных ксантина на инвазивную активность клеток мышиной меланомы B16-F10
В межклеточном матриксе, окружающем трансформированные (или опухолевые) клетки, количество фибронектина снижено, что может быть одной из причин появления метастазов. 

Таблица 22 - Влияние веществ из группы азафлуорена и метилированных производных ксантина на адгезивную активность клаток мышиной меланомы В16-F10, (%).
	Пробы
с добавлением вещества
	(%)

	ТФ
	50 μM
	31,0±5,0

	
	500 μM
	33,0±4,0

	
	1 мМ
	32,0±3,0

	КФ
	50 μM
	24,0±2,5

	
	500 μM
	24,0±2,5

	
	1 мМ
	24,0±2,5

	ТБ
	50 μM
	24,0±2,5

	
	500 μM
	24,0±2,5

	
	1 мМ
	24,0±2,5

	1Д
	5 μM
	27,3±3,5

	
	25 μM
	24,3±3,5

	
	100 μM
	27,8±3,0

	2Д
	5 μM
	30,3±4,5

	
	25 μM
	23,3±4,5

	
	100 μM
	23,3±3,0

	3Д
	5 μM
	24,3±3,0

	
	25 μM
	28,7±2,5

	
	100 μM
	21,3±1,5

	контроль
	27,0±4,5



Ламинин (СD49f) - наиболее распространённый неколлагеновый гликопротеин базальных мембран, выполняет роль адгезивного белка для различных эпителиальных и мезенхимальных клеток. Производные азафлуорена добавлялись в концентрациях 5, 25 и 100 μM, 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 μM, 500 μM и 1 мМ. Как видно из приведенных в таблице 22 данных процент клеток мышиной меланомы ни одно из исследуемых веществ достоверно не изменяло процент клеток, экспрессирующих поверхностный адгезивный белок ламини.

Исследование влияния веществ из группы производных азафлуорена и метилированных производных ксантина на инвазивную активность клеток мышиной меланомы B16-F10
Способность опухолевых клеток инвазировать прилежащие ткани является одной из характерных особенностей проявления их злокачественности и метастатического потенциала. 

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

[bookmark: _Toc272408414][bookmark: _Toc272408435][bookmark: _Toc272414496]2.2 Оценка полноты решения задач и достижения поставленных целей

Целью исследования на втором этапе исследования было изучение биологических свойств химических веществ оригинального синтеза на бесклеточном и клеточном уровнях. Цель исследования достигнута и поставленные задачи исследования на втором этапе, касающиеся исследования влияния веществ оригинального синтеза на клеточном и бесклеточном уровнях полностью решены, так как выявлены следующие закономерности:
· производные диоксаборенинопиридина и бензимидазола снижают скорость окислительного дезаминирования путресцина и полиаминов, проявляя тем самым канцерогенные свойства;
· производные анилина существенно ускоряют окислительный распад путресцина и ПА, проявляя тем самым потенциальные антипролиферативные свойства;
· производные азафлуорена на бесклеточном уровне                      (тест-системы из регенерирующей и опухолевой ткани) демонстрируют потенциальные онкопротекторные свойства, существенно снижая уровни и скорость синтеза путресцина и полиаминов, при этом существенно повышая скорость окислительного дезаминирования этих веществ;
· наиболее активные производные азафлуорена                                          (1-амино-4-азафлуоренон-9; 1-бром-4-азафлуоренон-9; 1-амино-2-бром-4-азафлуоренон-9; 1-амино-9-фениламино-4-азафлуорен) на клеточном уровне (клетки мышиной меланомы B16-F10) также проявляют противоопухолевые свойства, снижая скорость пролиферации (на 25-70 %) и внутриклеточные уровни полиаминов (на 40-60 %). Эти вещества увеличивают активность трансглутаминазы (в 1,5-3 раза) и индуцируют выработку меланина (в 1,5 – 8 раз), вызывают морфологические изменения в клетках (появление цитозольных отростков), демонстрируя свойства индукторов клеточной дифференциации;
· производные пиперидона проявляют пролиферативные свойства, увеличивая скорость клеточного роста (клетки мышиной меланомы B16-F10) в 1,5-2 раза;
· ксантиновые производные замедляют скорость клеточной пролиферации (клетки мышиной меланомы B16-F10) на 20-60 %, снижают внутриклеточные уровни полиаминов на 30-40 %, увеличивают активность трансглутаминазы в 1,5-2 раза, активируют выработку меланина в 3-5 раза, вызывают морфологические изменения в клетках (появление цитозольных отростков), проявляя онкопротекторные свойства;
· ни одно из протестированных производных азафлуорена и ксантина не оказало прямого действия на активность трансглутаминазы «in vitro»;
· наиболее перспективным из тестированных веществ с точки зрения противоопухолевых свойств является 1-амино-4-азафлуоренон-9 в конечной концентрации 25 μM. Это вещество эффективнее по всем использованным при тестировании показателям, чем наиболее активные производные пуриновых алкалоидов в концентрации 1 мМ.
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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 [47, 48] показывают, что изменения в митотической активности тканей определенным образом коррелируют с уровнем ПА. Так, при усиленном делении клеток (регенерация, опухоль) наблюдается повышение уровня полиаминов [49]. При активации процессов дифференциации клеток увеличивается активность трансглутаминазы [50]. 
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 [51], 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 [52]. 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 [53, 54]. В частности, результаты, полученные для группы психотропных препаратов, согласуются с данными, описанными в литературных источниках [55]. Вероятно, схожесть структур препаратов, приведенных в работе [56] и исследованных в данной работе определила однотипность изменений в главных показателях обмена ПА: активность орнитиндекарбоксилазы, активность 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 [57]. 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 [58,59,60]. 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.
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Полученные результаты экспериментальных исследований проведены на достаточном современном научном уровне. Для обеспечения успешного выполнения задач НИР было использовано:
· новейшее оборудование НОЦ «Прикладной антропологии» Кабардино-Балкарского государственного университета им. Х.М. Бербекова, в частности, лаборатории генома человека, животных и растений;
· получены музейные штаммы гепатом из Банка опухолевых штаммов Государственного учреждения «Российский онкологический Научный Центр им. Н. Н. Блохина РАМН»;
· выполнен оригинальный синтез производных бензимидазола, азафлуорена, анилинового и диоксаборенинопиридинового ряда в лаборатории органического синтеза на кафедре органической химии Российском Университете дружбы народов (65 соединений);
· получены химические соединения – метилированных производных ксантина, синтезированных в Римском Университете «Tor Vergata»;	
· привлечены специалисты из разных областей научной деятельности, в частности: студенты, аспиранты и молодые научные сотрудники медицинских, биологических и химических специальностей, химики из области синтеза гетероциклических соединений, программисты, инженерно-технические работники; 
· использованы  современные  вычислительные средства для построения специализированных алгоритмов обработки экспериментальных данных и проведения статистического анализа цифрового материала,
· использована  культура тканей опухолевых клеток: мышиной меланомы линии В16-F10.
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Разработанные технологии мониторинга биологических свойств химических соединений позволяют получать новую продукцию в виде лекарственных препаратов:
· образцы активных субстанций для клинического исследования в качестве потенциальных противоопухолевых средств;
· 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;
· создание научно-технического задела (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, 
Результаты экспериментов позволят выявить новые синтетические аналоги полиаминов в качестве потенциальных противоопухолевых средств.
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Результаты работы служат основой для создания                                     учебно-теоретической базы для студентов, обучающихся по направлениям биология и медицина. Создание научно-технического задела (практические рекомендации для врачей) используются для учебно-методической базы врачей-интернов, ординаторов и аспирантов, обучающихся по медицинским, биологическим специальностям.
При разработке научно-образовательных курсов, рекомендации по использованию результатов НИР, были рассмотрены на Ученом совете КБГУ. 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».
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1. Производные диоксаборенинопиридина и бензимидазола снижают скорость окислительного дезаминирования путресцина и полиаминов, проявляя тем самым канцерогенные свойства.
2. Производные анилина существенно ускоряют окислительный распад путресцина и ПА, проявляя тем самым потенциальные антипролиферативные свойства.
3. Производные азафлуорена на бесклеточном уровне (тест-системы из регенерирующей и опухолевой ткани) демонстрируют потенциальные онкопротекторные свойства, существенно снижая уровни и скорость синтеза путресцина и полиаминов, при этом существенно повышая скорость окислительного дезаминирования этих веществ.
4. Наиболее активные производные азафлуорена (1-амино-4-азафлуоренон-9; 1-бром-4-азафлуоренон-9; 1-амино-2-бром-4-азафлуоренон-9; 1-амино-9-фениламино-4-азафлуорен) на клеточном уровне (клетки мышиной меланомы B16-F10) также проявляют противоопухолевые свойства, снижая скорость пролиферации (на 25-70 %) и внутриклеточные уровни полиаминов (на 40-60 %). Эти вещества увеличивают активность трансглутаминазы (в 1,5-3 раза) и индуцируют выработку меланина (в 1,5 – 8 раз), вызывают морфологические изменения в клетках (появление цитозольных отростков), демонстрируя свойства индукторов клеточной дифференциации.
5. Производные пиперидона проявляют пролиферативные свойства, увеличивая скорость клеточного роста (клетки мышиной меланомы B16-F10) в 1,5-2 раза.
6. Ксантиновые производные замедляют скорость клеточной пролиферации (клетки мышиной меланомы B16-F10) на 20-60 %, снижают внутриклеточные уровни полиаминов на 30-40 %, увеличивают активность трансглутаминазы в 1,5-2 раза, активируют выработку меланина в 3-5 раза, вызывают морфологические изменения в клетках (появление цитозольных отростков), проявляя онкопротекторные свойства.
7. Ни одно из протестированных производных азафлуорена и ксантина не оказало прямого действия на активность трансглутаминазы                «in vitro».
8. Наиболее перспективным из тестированных веществ с точки зрения противоопухолевых свойств является 1-амино-4-азафлуоренон-9 в конечной концентрации 25 μM. Это вещество эффективнее по всем использованным при тестировании показателям, чем наиболее активные производные пуриновых алкалоидов в концентрации 1 мМ.
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