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Ì. Ì. Ïîöåëóåâà è äð.
Äèíàìèêà ìåòàáîëèòîâ îêñèäà àçîòà â ïëàçìå è àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè

Èññëåäîâàëè èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè âíåêëåòî÷íûõ ìåòàáîëèòîâ îêñèäà àçîòà, òàêèõ êàê ïåðîêñè-
íèòðèò, íèòðèòû è íèòðàòû (NOx), à òàêæå íèòðîçîòèîëû (RSNO), â ïëàçìå è àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè â
ïðîöåññå ðîñòà â áðþøíîé ïîëîñòè æèâîòíîãî òðàíñïëàíòèðîâàííîé àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëÿ. Îá-
íàðóæåíî ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèíèòðèòà ïî óðîâíþ íèòðîòèðîçèíà (äî 10—11 íÌ) â ïëàçìå
êðîâè íà íà÷àëüíîì ýòàïå ðîñòà îïóõîëåâûõ êëåòîê è ñíèæåíèå äî 3—4 íì íà çàêëþ÷èòåëüíûõ ýòàïàõ
æèçíè îïóõîëåíîñèòåëÿ. Äèíàìèêà íèòðîòèðîçèíà â çîíå ðîñòà îïóõîëè ïðàêòè÷åñêè àíàëîãè÷íà òàêî-
âîé â ïëàçìå, â ñâÿçè ñ òåì ÷òî áåëêè â ïðîöåññå ðîñòà îïóõîëè ïîñòóïàþò èç ïëàçìû â çîíó ïàòîëîãèè,
ãäå ôîðìèðóåòñÿ àñöèòè÷åñêàÿ æèäêîñòü. Äèíàìèêà íèòðîçèëèðîâàíèÿ ñåðîñîäåðæàùèõ áåëêîâûõ
ãðóïï ñâèäåòåëüñòâóåò î 4-êðàòíîì ðîñòå â ïëàçìå êðîâè êîíöåíòðàöèè S-íèòðîçîòèîëîâ â òå÷åíèå
6 ñóò, ïîñëå ÷åãî ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ. Ïî-âèäèìîìó, ýòè çàêîíîìåðíîñòè âûçâàíû íàðóøåíèåì áà-
ëàíñà ìåæäó àêòèâíûìè ôîðìàìè êèñëîðîäà è àçîòà, ÷òî ïðèâîäèò ê íà÷àëüíîìó äîìèíèðîâàíèþ ïðî-
öåññîâ, ñâÿçàííûõ ñ îêñèäîì àçîòà (NO) è ñ óñèëåíèåì îêèñëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ íà çàêëþ÷èòåëüíûõ
ôàçàõ îïóõîëåâîãî ðîñòà. Â àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè ñðåäíÿÿ êîíöåíòðàöèÿ RSNO ñíèæåíà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ïëàçìîé. Êîíå÷íûìè ñòàáèëüíûìè ïðîäóêòàìè ðàñïàäà NO ÿâëÿþòñÿ NOx. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â íà-
÷àëå ðîñòà îïóõîëè êîíöåíòðàöèÿ ýòèõ ìåòàáîëèòîâ â ïëàçìå íåçíà÷èòåëüíî êîëåáëåòñÿ è ðåçêî âîçðàñ-
òàåò íà ïîñëåäíåé ôàçå îïóõîëåâîãî ïðîöåññà. Â çîíå ðîñòà îïóõîëè îòìå÷åíà àíàëîãè÷íàÿ òåíäåíöèÿ
äèíàìèêè êîíöåíòðàöèè NOx, òîëüêî ñ áîëåå âûñîêèì ôîíîâûì óðîâíåì, êîòîðûé ìîæåò áûòü îáóñëîâ-
ëåí êàê ðàáîòîé èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè ìàêðîôàãîâ, òàê è îòñóòñòâèåì ãåìîãëîáèíà,
êîòîðûé ìîæåò ñâÿçûâàòü íèòðèòû, à òàêæå ñíèæåííîé ñêîðîñòüþ óòèëèçàöèè âåùåñòâ èç àñöèòà. Ðå-
çóëüòàòû ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî â îðãàíèçìå ñ ðàñòóùåé àñöèòíîé ãåïàòîìîé Çàéäåëÿ â áðþøíîé
ïîëîñòè ðàçâèâàåòñÿ íèòðîçèâíûé ñòðåññ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àñöèòíûå îïóõîëè, àñöèòè÷åñêàÿ æèäêîñòü, àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, îê-
ñèä àçîòà, íèòðîçîòèîëû, íèòðèòû è íèòðàòû, ïåðîêñèíèòðèò.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÏÌßË — ïîëèìîðôíîÿäåðíûå
ëåéêîöèòû, NOx — íèòðàòû è íèòðèòû, RSNO — S-íèòðîçîòèîëû.

Ïîÿâëåíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê â îðãàíèçìå âûçûâàåò
â ñèñòåìå åñòåñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè èëè âðîæäåííîãî
èììóíèòåòà îòâåòíûå ïðîöåññû, íàïðàâëåííûå íà óíè÷-
òîæåíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê (Van Kessel, Verhoef, 1990).
Â öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïîìèìî íàòóðàëüíûõ
êèëëåðíûõ êëåòîê âîâëåêàþòñÿ ôàãîöèòèðóþùèå êëåòêè,
ê êîòîðûì â îñíîâíîì îòíîñÿòñÿ ïîëèìîðôíîÿäåðíûå
ëåéêîöèòû (ÏÌßË) è ìàêðîôàãè. Èçâåñòíî, ÷òî àðñåíàë
çàùèòíûõ ñðåäñòâ, èñïîëüçóåìûõ èììóíèòåòîì, âêëþ÷à-
åò â ñåáÿ â îñíîâíîì àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà (ÀÔÊ) è
ðàçëè÷íûå ïðîòåîëèòè÷åñêèå ôåðìåíòû. Îäíàêî îêñèä
àçîòà (NO) è åãî ìåòàáîëèòû íàðÿäó ñ ÀÔÊ òàêæå ÿâëÿ-
þòñÿ ñèëüíûì öèòîòîêñè÷åñêèì îðóæèåì è ðåãóëÿòîðíûì
ôàêòîðîì èììóííîé ñèñòåìû. Ïðè ýòîì NO âëèÿåò íà àê-
òèâíîñòü Ò-ëèìôîöèòîâ (Mills, 1991), ðåãóëèðóåò ñèíòåç
èíòåðëåéêèíîâ, àäãåçèþ íåéòðîôèëîâ è òðîìáîöèòîâ ê
ýíäîòåëèþ, ñïîñîáñòâóåò óâåëè÷åíèþ ïðîíèöàåìîñòè ñî-
ñóäîâ (Furlong, 1987; Sneddon, Vane, 1988; Lefer, Lefer,
1991), ñïîñîáåí èíäóöèðîâàòü àïîïòîç (Áðþíå, 1998).

Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå äî êîíöà ïîíÿòíî âëèÿíèå
îïóõîëåâîãî ðîñòà íà äèíàìèêó âíåêëåòî÷íûõ ìåòàáîëè-
òîâ NO. Êàê ïðàâèëî, â êà÷åñòâå îáúåêòà â òàêèõ èññëåäî-
âàíèÿõ èñïîëüçóþò àñöèòíûå îïóõîëè, òðàíñïëàíòèðî-
âàííûå â áðþøíóþ ïîëîñòü æèâîòíîãî. Òàê, ïîêàçàíî,
÷òî â ïëàçìå íîñèòåëÿ îïóõîëè àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäå-
ëÿ ðàçâèâàåòñÿ îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ (Ïîöåëóåâà è äð.,
1999, 2013), êîòîðûé ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì
ÀÔÊ-ãåíåðèðóþùåé àêòèâíîñòè ôàãîöèòîâ, ðîñòîì èõ
÷èñëåííîñòè è ïàäåíèåì àíòèîêñèäíòíîé åìêîñòè. Îäíà-
êî ïðè ðàçíûõ ïàòîëîãèÿõ â òêàíÿõ, êëåòêàõ è âíåêëåòî÷-
íûõ êîìïàðòìåíòàõ (Gow, 2002) íàðÿäó ñ îêèñëèòåëüíûì
ñòðåññîì áûëè îáíàðóæåíû íåôèçèîëîãè÷åñêèå êîíöåíò-
ðàöèè NO, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàçâèòèè íèòðîçèâíîãî
ñòðåññà (Foster et al., 2009). Ñâîå öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñò-
âèå íà îïóõîëåâûå êëåòêè è êëåòêè, ïîðàæåííûå âèðó-
ñîì, NO îñóùåñòâëÿåò, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ äðóãèìè ðàäè-
êàëàìè. Â ýòîé ñâÿçè öåëåñîîáðàçíî èññëåäîâàòü ñîâìåñò-
íî äèíàìèêó ìåòàáîëèòîâ NO, îáðàçóþùèõñÿ â ïðîöåññå
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ðîñòà îïóõîëè, è äèíàìèêó ÀÔÊ, â îáðàçîâàíèè êîòîðûõ
ïðèíèìàþò ó÷àñòèå êëåòêè âðîæäåííîãî èììóíèòåòà.
Â ñâîþ î÷åðåäü NO îáëàäàåò îãðîìíûì ðåãóëÿòîðíûì
ïîòåíöèàëîì è ñïîñîáåí îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ãåíåðàöèþ
ÀÔÊ êëåòêàìè èììóííîé ñèñòåìû. Â òî æå âðåìÿ óðîâåíü
ðàçëè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ NO, òàêèõ êàê ïåðîêñèíèòðèò
(ONOO–) è íèòðîçîòèîëû (RSNO), îïðåäåëÿåòñÿ óðîâíåì
ÀÔÊ. Â ñâÿçè ñ ýòèì èññëåäîâàíèå äèíàìèêè ÀÔÊ-ãåíå-
ðèðóþùåé àêòèâíîñòè íåéòðîôèëîâ è ìàêðîôàãîâ àñöèòè-
÷åñêîé æèäêîñòè ÿâëÿåòñÿ âàæíûì êðèòåðèåì äëÿ îïèñà-
íèÿ ñîñòîÿíèÿ èññëåäóåìîé ìîäåëè îïóõîëåâîãî ðîñòà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçó÷åíèå äåòàëåé ðåãóëÿöèè âíóò-
ðè- è âíåêëåòî÷íûõ óðîâíåé ìåòàáîëèòîâ NO íàõîäèòñÿ
íà ñòàäèè íàêîïëåíèÿ äàííûõ (Hess et al., 2005). Ïðè
âçàèìîäåéñòâèè NO ñ ñóïåðîêñèäíûì àíèîí-ðàäèêàëîì
îáðàçóåòñÿ ðåàêöèîííîàêòèâíûé è âûñîêîòîêñè÷íûé
àíèîí ïåðîêñèíèòðèòà ONOO–. Â ñâÿçè ñ âûñîêîé ðåàê-
öèîííîé ñïîñîáíîñòüþ è ìàëûì âðåìåíåì æèçíè î
ONOO– ñóäÿò ïî åãî ìàðêåðó — íèòðîòèðîçèíó. Ïîâûøå-
íèå êîíöåíòðàöèè íèòðîòèðîçèíà áûëî ïîêàçàíî ïðè ðàç-
ëè÷íûõ âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññàõ, âêëþ÷àÿ ðåâìàòîèä-
íûé àðòðèò, îáðàçîâàíèå àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ áëÿøåê,
õðîíè÷åñêóþ ïî÷å÷íóþ íåäîñòàòî÷íîñòü è ñåïòè÷åñêèé
øîê (Abramson, 2008; Yousefipour et al., 2010; Soriano
et al., 2011; Yamagishi, Matsui, 2011). Îäíàêî ìû íå îáíà-
ðóæèëè â ëèòåðàòóðå èññëåäîâàíèé, ïîñâÿùåííûõ äèíà-
ìèêå íèòðîòèðîçèíà â àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè ïðè ðàçâè-
òèè ìîäåëüíîé îïóõîëè.

Íåêîòîðûå èññëåäîâàòåëè (Ìàåäà, Àêàèêå, 1998; Al-
bina, Reichner, 1998; Est *evez et al., 1999) ñ÷èòàþò, ÷òî áî-
ëüøèíñòâî öèòîòîêñè÷åñêèõ ýôôåêòîâ NO îïîñðåäîâàíî
èìåííî ONOO–. Â òî æå âðåìÿ àêòèâíûå ìåòàáîëèòû NO
íàðÿäó ñ ÀÔÊ ñïîñîáíû ïîâðåæäàòü ðàçëè÷íûå êëåòî÷-
íûå ñòðóêòóðû, èçìåíÿÿ èõ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü.
Ñïåêòð àêòèâíîñòè ONOO– âêëþ÷àåò íèòðîçèëèðîâàíèå
ãóàíèíà è ðàçðûâû öåïî÷åê ÄÍÊ, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê
ìóòàöèÿì èëè çàïóñêó àïîïòîçà (Ìàåäà, Àêàèêå, 1998;
Est*evez et al., 1999). Êðîìå òîãî, ìîãóò ïðîèñõîäèòü íè-
òðîçèëèðîâàíèå áåëêîâ ïî îñòàòêàì òèðîçèíà (Reiter
et al., 2000) è îáðàçîâàíèå íèòðîçîòèîëîâ (R-SNO), ÷òî
ìîæåò ïðèâåñòè ê ñåðüåçíûì ôóíêöèîíàëüíûì ïîñëåäñò-
âèÿì, íàðóøàþùèì îïðåäåëåííûå ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà
â êëåòêå. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî S-íèòðîçîòèîëû è ñàì
NO ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ìîãóò ïðîÿâëÿòü àíòèîê-
ñèäàíòíóþ àêòèâíîñòü (Hogg, 1993). Íàïðèìåð, NO ìî-
æåò ñâÿçûâàòüñÿ ñ èîíàìè æåëåçà, êîòîðûå êàòàëèçèðóþò
ðåàêöèè ñâîáîäíîðàäèêàëüíîãî îêèñëåíèÿ, ðàçâåòâëÿÿ
òåì ñàìûì ñâîáîäíîðàäèêàëüíóþ öåïü. Êîíå÷íûìè ñòà-
áèëüíûìè ïðîäóêòàìè ðàñïàäà NO ÿâëÿþòñÿ àíèîíû íè-
òðèòîâ (NO2–) è íèòðàòîâ (NO3–). Â ñîâîêóïíîñòè îíè
îáîçíà÷àþòñÿ êàê NOx.

Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ïîíèìàíèÿ ðîëè íåñïåöèôè÷å-
ñêîãî èììóíèòåòà ïðè ðîñòå â îðãàíèçìå çëîêà÷åñòâåí-
íûõ îïóõîëåé àêòóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå àêòèâ-
íîñòè ÀÔÊ- è NO-ãåíåðèðóþùèõ ñèñòåì, à òàêæå èõ
âçàèìîâëèÿíèÿ â õîäå ðîñòà îïóõîëè. Àêòèâíîñòü ýòèõ
ñèñòåì îïðåäåëÿåò áàëàíñ àíòèîêñèäàíòíûõ è ïðîîêñè-
äàíòíûõ ðåàêöèé êàê â çîíå ïàòîëîãèè, òàê è â êðîâåíîñ-
íîì ðóñëå.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà ïàðàëëåëüíîìó è îäíî-
âðåìåííîìó èññëåäîâàíèþ èçìåíåíèé êîíöåíòðàöèé îñ-
íîâíûõ âíåêëåòî÷íûõ ìåòàáîëèòîâ NO â ïëàçìå è àñöèòè-
÷åñêîé æèäêîñòè êðûñû ñ òðàíñïëàíòèðîâàííîé â åå áðþø-
íóþ ïîëîñòü àñöèòíîé ãåïàòîìîé Çàéäåëÿ. Èçìåðÿëè êîí-
öåíòðàöèè NOx, ONOO– (ïî íèòðîòèðîçèíó) è RSNO.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ï î ë ü ç î â à ë è ñ ë å ä ó þ ù è å ð å à ã å í ò û: ãëþ-
êîçà, ëþìèíîë, N-1-íàôòèëýòèëåíäèàìèí äèãèäðîõëî-
ðèä, Í3ÐÎ4 è ñóëüôàíèëàìèä (ÄèàýÌ, Ðîññèÿ); CaCl2 è ãå-
ïàðèí (Ñïîôà, Ïðàãà); NaCl (Ðåàõèì, Ðîññèÿ); êðàñèòåëü
Ðîìàíîâñêîãî (Ðîññèÿ); Percoll (ïëîòíîñòü 1.129 ã/ìë;
Pharmacia, Øâåöèÿ); ñðåäà RPMI (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ);
ñòðóæêè êàäìèÿ HgCl2 è íàáîð äëÿ èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà íèòðîòèðîçèíà HBT (Íèäåðëàíäû); L-ãëþòàìèí
(Sigma, ÑØÀ); HEPES (Serva, Ãåðìàíèÿ).

Î á ú å ê ò î ì è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ ñëóæèëà ïåðåâèâàå-
ìàÿ àñöèòíàÿ ãåïàòîìà Çàéäåëÿ (ÀÃÇ). Àñöèòíûå îïóõîëè
îñîáåííî óäîáíû â êà÷åñòâå ìîäåëè äëÿ èññëåäîâàíèÿ
âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê íåñïåöèôè÷åñêîãî èììóíèòåòà ñ
ðàçâèâàþùåéñÿ îïóõîëüþ. Èìåííî ýòîò âèä îïóõîëè íà-
ðÿäó ñ êàðöèíîìîé Ýðëèõà ðåêîìåíäîâàí Ìèíèñòåðñòâîì
çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ è ôàðìàêîëîãè÷åñêèì ãîñóäàðñòâåí-
íûì êîìèòåòîì äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîòèâîîïóõîëåâîãî äåéñò-
âèÿ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ (Õàáðèåâ, 2005).
Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè êðûñ-ñàìöîâ ïîðîäû Âèñ-
òàð ìàññîé 200—220 ã. Êðûñ ñîäåðæàëè â óñëîâèÿõ âèâà-
ðèÿ íà ñòàíäàðòíîì ðàöèîíå ïðè ñâîáîäíîì äîñòóïå ê
âîäå è ïèùå ïðè 16—20 °Ñ â ðåæèìå åñòåñòâåííîé îñâå-
ùåííîñòè.

Ä ë ÿ ô î ð ì è ð î â à í è ÿ ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í î é
î ï ó õ î ë è èñïîëüçîâàëè êëåòêè àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàé-
äåëÿ, õðàíèâøèåñÿ â êðèîáàíêå. Êëåòêè ðàçìîðàæèâàëè
ïðè 37 °Ñ è òðåõêðàòíî îòìûâàëè îò êðèîïðîòåêòîðîâ â
0.15 Ì ðàñòâîðå NaCl. Äàëåå 1 ìë êëåòîê ñ êîíöåíòðàöèåé
107 êë./ìë òðàíñïëàíòèðîâàëè â áðþøíóþ ïîëîñòü êðû-
ñû. Íà 6-å ñóò ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè îáðàçîâàâøóþñÿ àñ-
öèòè÷åñêóþ æèäêîñòü îòáèðàëè, êëåòêè îñàæäàëè ïðè
400 g, òðèæäû îòìûâàëè â 0.15 Ì ðàñòâîðå NaCl è òðàíñ-
ïëàíòèðîâàëè â áðþøíóþ ïîëîñòü ñëåäóþùåé êðûñû.
Òàêèå ïåðåâèâêè îïóõîëåâûõ êëåòîê (ïàññàæåé) îò îäíî-
ãî æèâîòíîãî ê äðóãîìó ïðîâîäèëè 2—3 ðàçà äëÿ ðàçãîíà
êóëüòóðû è åå ñòàíäàðòèçàöèè. Äëÿ ýêñïåðèìåíòà êëåòêè
èç êîíòðîëüíîãî îïóõîëåíîñèòåëÿ ïîäãîòàâëèâàëè òàê
æå, êàê ïðè ðàçãîíå êóëüòóðû: íà 6-å ñóò ïîñëå òðàíñ-
ïëàíòàöèè èç êîíòðîëüíîãî æèâîòíîãî îòáèðàëè àñöèòè-
÷åñêóþ æèäêîñòü, îïóõîëåâûå êëåòêè îòìûâàëè òðèæäû
â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå è òðàíñïëàíòèðîâàëè â
áðþøíóþ ïîëîñòü îïûòíûõ êðûñ (0.8 ìë, 107 êë./ìë).

Â û ä å ë å í è å ï å ð è ò î í å à ë ü í û õ ì à ê ð î ô à ã î â.
Çäîðîâûõ æèâîòíûõ äåêàïèòèðîâàëè è ïîìåùàëè íà ïðå-
ïàðîâàëüíûé ñòîëèê. Áðþøíóþ çîíó îáðàáàòûâàëè ýòè-
ëîâûì ñïèðòîì è âíóòðèáðþøèííî ââîäèëè ñòåðèëüíûé
ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð èç ðàñ÷åòà 1 ìë íà 10 ã ìàññû
æèâîòíîãî. Â òå÷åíèå 5—8 ìèí ìàññèðîâàëè áðþøíóþ
ïîëîñòü. Äàëåå äåëàëè íàäðåç âäîëü ëàïîê, ñîáèðàëè ýêñ-
ñóäàò ïàñòåðîâñêèìè ïèïåòêàìè è ïîìåùàëè â ñòåðèëü-
íûå, îõëàæäåííûå äî 4 °Ñ ïðîáèðêè, êîòîðûå öåíòðèôó-
ãèðîâàëè ïðè 400 g â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïîëó÷åííûé îñàäîê
êëåòîê äâàæäû ïðîìûâàëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì.
Âûäåëåííûå êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â ïîëíîé ñðåäå
RPMI-1640, ñîäåðæàùåé 2 ìÌ L-ãëþòàìèíà, 5 % ýìáðèî-
íàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è ãåíòàìèöèí, è õðàíèëè
ïðè 4 °Ñ äî íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà.

Â û ä å ë å í è å ì à ê ð î ô à ã î â è ç à ñ ö è ò è ÷ å ñ ê î é
æ è ä ê î ñ ò è. Àñöèòè÷åñêóþ æèäêîñòü äëÿ âûäåëåíèÿ
ìàêðîôàãîâ ñîáèðàëè èç áðþøíîé ïîëîñòè äåêàïèòèðî-
âàííîãî æèâîòíîãî, ïåðåíîñèëè â öåíòðèôóæíûå ñòåðè-
ëüíûå ïðîáèðêè è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 400 g â òå÷åíèå
10 ìèí. Ïîëó÷åííûé îñàäîê êëåòîê äâàæäû ïðîìûâàëè

Äèíàìèêà ìåòàáîëèòîâ îêñèäà àçîòà â ïëàçìå è àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè 437



0.9%-íûì ðàñòâîðîì NaCl. Çàòåì êëåòêè íàñëàèâàëè íà
ãðàäèåíò Percoll-NaCl c ïëîòíîñòÿìè 1.04, 1.056, 1.078 è
1.116 è öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 45 ìèí ïðè 1600 g.
Ìàêðîôàãè ðàñïðåäåëÿëèñü íà ãðàíèöå ïëîòíîñòåé
1.056—1.078 â âèäå òîíêîãî êîëüöà. Êëåòêè îòáèðàëè
øïðèöåì è òðèæäû îòìûâàëè 0.9%-íûì ðàñòâîðîì NaCl.
Îñàäîê êëåòîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ïîëíîé ñðåäå
RPMI-1640 è õðàíèëè ïðè 4 °Ñ äî íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà.

Â û ä å ë å í è å Ï Ì ß Ë è ç ö è ð ê ó ë è ð ó þ ù å é
ê ð î â è. Êðîâü, ïîëó÷åííóþ ïðè äåêàïèòàöèè æèâîòíûõ,
ñîáèðàëè â ïðîáèðêó, ñîäåðæàùóþ 100 ìêë ðàñòâîðà ãå-
ïàðèíà (5000 ìêå/ìë). Ôðàêöèþ ëåéêîöèòîâ ïîëó÷àëè ïó-
òåì îñàæäåíèÿ êëåòîê ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîãî öåíò-
ðèôóãèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 400 g ïîñëå ëèçèñà
ýðèòðîöèòîâ. Ëèçèñ ýðèòðîöèòîâ âûçûâàëè äîáàâëåíèåì
ðàñòâîðà õëîðèñòîãî àììîíèÿ (0.87 %). Çàòåì êëåòêè íà-
ñëàèâàëè íà ãðàäèåíò ïëîòíîñòè Percoll-NaCl, öåíòðèôó-
ãèðîâàëè â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 1600 g è çàòåì â çîíå
ïëîòíîñòè 1.112 îòáèðàëè ôðàêöèþ ÏÌßË. Îñàäîê, ñî-
äåðæàùèé ëåéêîöèòû, ïðîìûâàëè ñîëåâûì ðàñòâîðîì è
ïîâòîðíî öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 400 g.
Ôðàêöèþ ëåéêîöèòîâ ðåñóñïåíäèðîâàëè â ïîëíîé ñðåäå
RPMI-1640, ñîäåðæàùåé ýìáðèîíàëüíóþ ñûâîðîòêó,
L-ãëþòàìèí, àíòèáèîòèê, è õðàíèëè ïðè 4 °Ñ äî íà÷àëà
ýêñïåðèìåíòà. Âûäåëåííûå êëåòêè ñ÷èòàëè â êàìåðå Ãî-
ðÿåâà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ èõ æèçíåñïîñîáíîñòè èñïîëüçî-
âàëè 0.1%-íûé ñïèðòîâîé ðàñòâîð òðèïàíîâîãî ñèíåãî â
ñîîòíîøåíèè 1 : 20. Äîëÿ æèâûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà
90—95 %, ïðèìåñü ýðèòðîöèòîâ — íå áîëåå 5 %.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ï ë à ç ì û ê ð î â è. Â êà÷åñòâå àí-
òèêîàãóëÿíòà ïðè âûäåëåíèè ïëàçìû èñïîëüçîâàëè ãåïà-
ðèí èç ðàñ÷åòà 100 ìêë ðàñòâîðà ãåïàðèíà (5000 ìêå/ìë)
íà 5—7 ìë êðîâè. Ãåïàðèíèçèðîâàííóþ êðîâü öåíòðèôó-
ãèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 400 g. Ïîñëå öåíòðèôóãè-
ðîâàíèÿ ïëàçìó îñòîðîæíî ñîáèðàëè ïèïåòêîé èëè øïðè-
öåì è ïåðåíîñèëè â ñòåðèëüíûå ïëàñòèêîâûå ïðîáèðêè.
Äî ïðîâåäåíèÿ èçìåðåíèé îáðàçöû ïëàçìû õðàíèëè ïðè
–27 °Ñ.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å á å ñ ê ë å ò î ÷ í î é à ñ ö è ò í î é
æ è ä ê î ñ ò è. Îòîáðàííóþ æèäêîñòü öåíòðèôóãèðîâàëè â
òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 400 g. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
æèäêîñòü îñòîðîæíî ïåðåíîñèëè â ïëàñòèêîâûå ïðîáèð-
êè. Äî ïðîâåäåíèÿ èçìåðåíèé îáðàçöû àñöèòíîé æèäêî-
ñòè õðàíèëè ïðè –27 °Ñ.

Ê î í ö å í ò ð à ö è þ N O è ç ì å ð ÿ ë è ï î ê î í ö å í ò -
ð à ö è è í è ò ð è ò î â, ÿâëÿþùèõñÿ êîíå÷íûì ïðîäóêòîì
ìåòàáîëèçìà êîðîòêîæèâóùåãî NO (Green et al., 1982;
Ding, 1988). Òàê êàê â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ÷àñòü
íèòðèòîâ îêèñëÿåòñÿ äî íèòðàòîâ, ïåðåä èçìåðåíèåì íå-
îáõîäèìî áûëî ïåðåâåñòè îáðàçîâàâøèéñÿ íèòðàò â íè-
òðèò. Äëÿ ýòîãî ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåííûå îáðàçöû
ðàçìîðàæèâàëè, ñîäåðæàùèåñÿ â àñöèòíîé æèäêîñòè áåë-
êè îñàæäàëè ðàñòâîðîì ñóëüôàòà öèíêà è äåïðîòîíèçèðî-
âàëè 1 Ì ðàñòâîðîì ãèäðîêñèäà íàòðèÿ. Çàòåì îáðàçîâàâ-
øèéñÿ îñàäîê, ñîäåðæàùèé áåëêè è ãèäðîêñèä öèíêà,
óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Ê ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè
íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ñòðóæåê êàäìèÿ è ïîìåùàëè íà
ìåøàëêó íà 3 ÷ äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè âîññòàíîâëåíèÿ
íèòðàòîâ, çàòåì êàäìèé óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì.
Êîëè÷åñòâî íèòðèòîâ â ñóïåðíàòàíòàõ èçìåðÿëè ñ ïîìî-
ùüþ ðåàêòèâà Ãðèññà, ñîäåðæàùåãî ñìåñü 0.1%-íîãî ðàñ-
òâîðà äèãèäðîõëîðèäà N-1-íàôòèëýòèëåíäèàìèíà â
2.5%-íîé ôîñôîðíîé êèñëîòå (Í3ÐÎ4) è 1%-íîãî ðàñòâîðà
ñóëüôàíèëàìèäà â 2.5 %-íîé Í3ÐÎ4, â ñîîòíîøåíèè 1 : 1.

Ê 150 ìêë ñóïåðíàòàíòà, ïåðåíåñåííîãî â ëóíêó 96-ëó-
íî÷íîãî ïëîñêîäîííîãî ïëàíøåòà, äîáàâëÿëè 100 ìêë
ñâåæåïðèãîòîâëåííîãî ðåàêòèâà Ãðèññà è ñëåäèëè çà ðàç-
âèòèåì öâåòíîé ðåàêöèè â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Çàòåì èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïðè
äëèíå âîëíû 546 íì íà ñïåêòðîôîòîìåòðå Tecan Infinite
200 (Àâñòðèÿ). Êàëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ ñòðîèëè ïî ñòàí-
äàðòíûì ðàñòâîðàì NaNO2.

È ç ì å ð å í è å ê î í ö å í ò ð à ö è è R S N O â à ñ ö è -
ò è ÷ å ñ ê î é æ è ä ê î ñ ò è è â ï ë à ç ì å ê ð î âè. Ìåòîä
îñíîâàí íà ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîì èçìåðåíèè í è ò ð è
ò à, îáðàçóþùåãîñÿ ïðè äîáàâëåíèè Hg2+, êîòîðûé, äåéñò-
âóÿ êàê ñïåöèôè÷åñêèé ðàçðóøèòåëü ñâÿçè S—N, êàòàëè-
çèðóåò âûñâîáîæäåíèå èç S-íèòðîçèëèðîâàííûõ òèîëîâ
NO. Ïîñëåäíèé, îêèñëÿÿñü äî NO
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– , îïðåäåëÿåòñÿ ñ ïîìî-
ùüþ ðåàêòèâà Ãðèññà ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðè
540 íì. Òàê, äëÿ îïðåäåëåíèÿ RSNO ê 150 ìêë èññëåäóå-
ìîãî îáðàçöà, ïåðåíåñåííîãî â 96-ëóíî÷íûé ïëîñêîäîí-
íûé ïëàíøåò, äîáàâëÿëè 50 ìêë ñâåæåïðèãîòîâëåííîãî
0.2%-íîãî HgCl2 â 1%-íîì ðàñòâîðå ñóëüôàíèëàìèäà è
50 ìêë 0.2%-íîãî ðàñòâîðà N-1-íàôòèëýòèëåíäèàìèíà.
Â òå÷åíèå 40 ìèí ñëåäèëè çà ðàçâèòèåì öâåòíîé ðåàêöèè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Â îáðàçöàõ ïëàçìû è àñöè-
òè÷åñêîé æèäêîñòè òàêæå îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ íè-
òðèòîâ. Çàòåì â îáðàçöàõ ïëàçìû è àñöèòè÷åñêîé æèäêî-
ñòè èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïðè äëèíå âîëíû
546 íì. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé èñïîëüçî-
âàëè ñòàíäàðòíûå ðàñòâîðû íèòðèòà íàòðèÿ. Êîíöåíòðà-
öèþ RSNO îïðåäåëÿëè êàê ðàçíîñòü êîíöåíòðàöèé íè-
òðèòîâ â îáðàçöàõ, îáðàáîòàííûõ è íå îáðàáîòàííûõ
HgCl2.

È ç ì å ð å í è å ê î í ö å í ò ð à ö è è í è ò ð î ò è ð î ç è í à
(T y r - N O2) â à ñ ö è ò è ÷ å ñ ê î é æ è ä ê î ñ ò è è ï ë à ç ì å
ê ð î â è. Èñïîëüçîâàëè èììóíîôåðìåíòíûé ìåòîä è íà-
áîð ñïåöèàëüíûõ ðåàãåíòîâ (HBT, Íèäåðëàíäû).

Ï ð î ä ó ê ö è þ À Ô Ê (H2O2) îöåíèâàëè ïî èíòåíñèâ-
íîñòè õåìèëþìèíåñöåíöèè (ÕË) ôàãîöèòèðóþùèõ êëå-
òîê â ïðèñóòñòâèè èíäóêòîðà ëþìèíîëà. Èíòåíñèâíîñòü
ëþìèíîëçàâèñèìîé ÕË ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ëþ-
ìèíîìåòðà Áèîòîêñ-7à. Â òåðìîñòàòèðîâàííóþ (37 °C)
ÿ÷åéêó õåìèëþìèíîìåòðà ïîìåùàëè 500 ìêë ñðåäû
RPMI, pH 7.6, ñîäåðæàùåé ëþìèíîë (0.1 ìÌ), ñóñïåí-
çèþ êëåòîê (ìàêðîôàãè èëè ÏÌßË â êîíöåíòðàöèè
106 êë./ìë). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí, çàòåì
ðåãèñòðèðîâàëè ÕË-îòâåò â òå÷åíèå 10 ìèí. Äëÿ ïîñòðîå-
íèÿ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé è îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè
H2O2 ê îáðàçöó àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè (0.5 ìë) äîáàâëÿ-
ëè 100 ìêë 4%-íîãî ãëóòàðîâîãî àëüäåãèäà äëÿ èíãèáèðî-
âàíèÿ ÀÔÊ-ãåíåðèðóþùåé àêòèâíîñòè ôàãîöèòîâ. ×åðåç
10 ìèí ê îáðàçöó äîáàâëÿëè 250 ìêÌ ëþìèíîëà, ðåãèñò-
ðèðîâàëè ÕË, çàòåì äîáàâëÿëè ðàñòâîðû H2O2 â êîíöåíò-
ðàöèÿõ îò 1 íÌ äî 1 ìêÌ è ðåãèñòðèðîâàëè ÕË-îòâåò äëÿ
ñîïîñòàâëåíèÿ ñ ýêñïåðèìåíòàëüíûìè çíà÷åíèÿìè. Çíà-
÷åíèÿ ÀÔÊ-ãåíåðèðóþùåé àêòèâíîñòè ïðåäñòàâëåíû â
ýêâèìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ H2O2, ïðîäóöèðóåìîãî
1 ìëí êëåòîê çà 1 ìèí. ×óâñòâèòåëüíîñòü äåòåêöèè ÀÔÊ
ýòèì ìåòîäîì ñîñòàâëÿåò ïðèáëèçèòåëüíî 1—5 íÌ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ä à í í û õ ïðîâî-
äèëè, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììû MS Exñel è Origin 8.0. Èç ñî-
âîêóïíîñòè äàííûõ ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíåå êâàäðàòè÷íîå
îòêëîíåíèå (s). Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ïî
êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà äëÿ ìàëûõ âûáîðîê (n � 30). Íà
ãðàôèêàõ ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èç íå ìåíåå
÷åì 5 ýêñïåðèìåíòîâ.

438 Ì. Ì. Ïîöåëóåâà è äð.



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ê î í ö å í ò ð à ö è ÿ î ï ó õ î ë å â û õ ê ë å ò î ê, î á ú å ì
à ñ ö è ò è ÷ å ñ ê î é æ è ä ê î ñ ò è è ï ð î ä î ë æ è ò å ë ü -
í î ñ ò ü æ è ç í è î ï ó õ î ë å í î ñ è ò å ë ÿ. Ïåðâîñòåïåííûì
óñëîâèåì ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ ðîñòà àñöèòíîé ãå-
ïàòîìû Çàéäåëÿ íà äèíàìèêó ìåòàáîëèòîâ îêñèäà àçîòà â
ïëàçìå è àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè ÿâëÿåòñÿ ñòàíäàðòèçà-
öèÿ ïàðàìåòðîâ, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþò èíòåíñèâíîñòü
îïóõîëåâîãî ïðîöåññà. Â òàáëèöå ïðèâåäåíû âåëè÷èíû
ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè îïóõîëåíîñèòåëÿ, îáúåìà àñ-
öèòè÷åñêîé æèäêîñòè â áðþøíîé ïîëîñòè æèâîòíîãî è
êîíöåíòðàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ïðè ïîñòîÿííîé êîí-
öåíòðàöèè òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê âûøåïåðå÷èñ-
ëåííûå ïàðàìåòðû çàâèñÿò îò èñõîäíîé ìàññû æèâîòíî-
ãî. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ ïðîâåäåíû íà êðû-
ñàõ ìàññîé 200—220 ã. Ðàíåå íà ýòîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ìîäåëè ìû èññëåäîâàëè äèíàìèêó íàêîïëåíèÿ àñöèòè÷å-
ñêîé æèäêîñòè è äèíàìèêó êîíöåíòðàöèè êëåòîê àñöèò-
íîé ãåïàòîìû Çàéäåëÿ â áðþøíîé ïîëîñòè æèâîòíîãî è
ïîêàçàëè, ÷òî îáå çàâèñèìîñòè èìåþò S-îáðàçíûé õàðàê-
òåð (Øàòàëèí è äð., 2010). Ïîñòóïëåíèå æèäêîñòè è âå-
ùåñòâ â àñöèòè÷åñêóþ æèäêîñòü ñâÿçàíî ñ óâåëè÷åíèåì
ïðîíèöàåìîñòè êàïèëëÿðîâ çà ñ÷åò âûñâîáîæäåíèÿ ãèñòà-
ìèíà òó÷íûìè êëåòêàìè. Äðóãîé ïðè÷èíîé îáðàçîâàíèÿ
àñöèòà ÿâëÿåòñÿ óâåëè÷åíèå ñèíòåçà îêñèäà àçîòà ýíäîòå-
ëèåì è ìàêðîôàãàìè. Ýòî ñîçäàåò óñëîâèÿ äëÿ îáëåã÷åí-
íîãî òðàíñïîðòà êðóïíûõ ìîëåêóë è áåëêîâ, à òàêæå äëÿ
ìèãðàöèè êëåòîê èììóííîé ñèñòåìû (Maekawa. 2005)

Ä è í à ì è ê à À Ô Ê - ã å í å ð è ð ó þ ù å é à ê ò è â í î -
ñ ò è Ï Ì ß Ë ï ë à ç ì û è ì à ê ð î ô à ã î â à ñ ö è ò è ÷ å -
ñ ê î é æ è ä ê î ñ ò è. Èññëåäîâàëè ñïîíòàííóþ àêòèâíîñòü
ÏÌßË êðîâåíîñíîãî ðóñëà è ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôà-
ãîâ àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè. Ýòè êëåòêè ÿâëÿþòñÿ îäíèìè
èç îñíîâíûõ èñòî÷íèêîâ âíåêëåòî÷íûõ ÀÔÊ â ñîîòâåòñò-
âóþùèõ çîíàõ îðãàíèçìà. Ñ ïîìîùüþ ëþìèíîëçàâèñè-
ìîé ÕË ïîêàçàíî, ÷òî ÀÔÊ-ãåíåðèðóþùàÿ àêòèâíîñòü
ÏÌßË, öèðêóëèðóþùèõ â êðîâè, â õîäå ðîñòà îïóõîëè
óâåëè÷èâàëàñü â 2—2.2 ðàçà (ðèñ. 1, êðèâàÿ 2). Ïðè÷èíû,
ïðèâîäÿùèå ê àêòèâàöèè ÏÌßË, ìîãóò áûòü îáóñëîâëå-
íû ðîñòîì êîíöåíòðàöèé ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ
ðîñòà (G-CSF èëè GM-CSF) â îðãàíèçìå îïóõîëåíîñèòå-
ëÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî èõ êîíöåíòðàöèÿ êîððåëèðóåò ñ ÷èñëåí-
íîñòüþ ÏÌßË (Cetingul et al., 1997) è îêàçûâàåò ïðàéìè-
ðóþùåå âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ëåéêîöèòîâ (Mur et al.,
1997), ò. å. ïîñëå íåáîëüøîãî íà÷àëüíîãî ïåðèîäà ðàçâè-
òèÿ ãåïàòîìû Çàéäåëÿ â êðîâè çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ
îêèñëèòåëüíîå íàïðÿæåíèå. Â òî æå âðåìÿ ðàíåå îáíàðó-
æåíî, ÷òî â ïëàçìå îïóõîëåíîñèòåëÿ ñíèæàåòñÿ àíòèîê-
ñèäàíòíàÿ åìêîñòü (Ïîöåëóåâà è äð., 2013). Íàëè÷èå ïðî-
îêñèäàíòíîé àêòèâíîñòè ôàãîöèòîâ è ñíèæåíèå óðîâíÿ
àíòèîêñèäàíòîâ ñâèäåòåëüñòâóþò î ðàçâèòèè îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà â ïëàçìå êðîâè îïóõîëåíîñèòåëÿ. Íàïðîòèâ,
â çîíå ðîñòà îïóõîëè ìû îáíàðóæèëè ïîñòåïåííîå ñíèæå-
íèå ÀÔÊ-ãåíåðèðóþùåé àêòèâíîñòè ìîíîíóêëåàðîâ
(ðèñ. 1, êðèâàÿ 1). Òàêèì îáðàçîì, â äâóõ ïðîñòðàíñòâåí-
íî ðàçíåñåííûõ êîìïàðòìåíòàõ îïóõîëåíîñèòåëÿ (êðîâü
è àñöèò) ñîçäàþòñÿ ïðîòèâîïîëîæíûå óñëîâèÿ: â êðîâè
ðàçâèâàåòñÿ îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, à â çîíå ðîñòà îïóõî-
ëè ñîçäàþòñÿ óñëîâèÿ ñ áîëüøèìè âîññòàíîâèòåëüíûìè
âîçìîæíîñòÿìè, ïî-âèäèìîìó èç-çà ñíèæåíèÿ ÷èñëà ôà-
ãîöèòîâ, ãèïîêñèè, àöèäîçà è ïîíèæåíèÿ óðîâíÿ ÀÔÊ äî
çíà÷åíèé, ýêâèìîëÿðíûõ 2—4 íì Í2Î2.

Ä è í à ì è ê à T y r - N O 2 â ï ë à ç ì å ê ð î â è è à ñ ö è -
ò è ÷ å ñ ê î é æ è ä ê î ñ ò è ï ð è ð à ç â è ò è è î ï ó õ î ë è

ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2, a. Ïðè ðàçâèòèè ãåïàòîìû Çàéäå-
ëÿ íàáëþäàåòñÿ ðåçêîå óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè
Tyr-NO2 (äî 10—11 íÌ) â ïëàçìå êðîâè íà 1—2 ñóò ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè. Ïðè äàëüíåéøåì ðàçâèòèè îïóõîëè óðî-
âåíü Tyr-NO2 ñíèæàåòñÿ äî 3—6 íÌ. Ïîâûøåíèå êîíöåí-
òðàöèè Tyr-NO2 íà íà÷àëüíîì ýòàïå îïóõîëåâîãî ðîñòà,
à ñëåäîâàòåëüíî, è ïåðîêñèíèòðèòà, âîçìîæíî îáóñëîâëå-
íî ôîðìèðîâàíèåì âîñïàëèòåëüíîé ðåàêöèè â îòâåò
íà òðàíñïëàíòàöèþ ãåïàòîìû Çàéäåëÿ. Ïîâûøåíèå êîí-
öåíòðàöèè Tyr-NO2 ïîêàçàíî ïðè ðàçëè÷íûõ âîñïàëèòå-
ëüíûõ ïðîöåññàõ, âêëþ÷àÿ ðåâìàòîèäíûé àðòðèò, îáðàçî-
âàíèå àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ áëÿøåê, õðîíè÷åñêóþ ïî÷å÷-
íóþ íåäîñòàòî÷íîñòü è ñåïòè÷åñêèé øîê (Abramson,
2008; Yousefipour et al., 2010; Soriano et al., 2011; Tanner
et al., 2011; Yamagishi, Matsuit, 2011). Îäíàêî ðîñò
Tyr-NO2 ìîæåò ïðîèñõîäèòü äàæå áåç óâåëè÷åíèÿ óðîâ-
íÿ NO, êîòîðûé âñåãäà íàõîäèòñÿ â êðîâÿíîì ðóñëå â ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ. Â ïðîöåññå äàëüíåéøåãî
ðîñòà ìîäåëüíîé àñöèòíîé îïóõîëè (ãåïàòîìà Çàéäåëÿ) â
ïëàçìå ðàçâèâàåòñÿ îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ (Ïîöåëóå-
âà è äð., 1999; Øàòàëèí è äð., 2010), ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü
ê îêèñëåíèþ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå è òèðîçèíà. Ñîâîêóï-
íîñòü äàííûõ ïðîöåññîâ ìîæåò ïðèâîäèòü ê ñíèæåíèþ
äîñòóïíîãî êîëè÷åñòâà òèðîçèíà äëÿ íèòðîâàíèÿ è ê äà-
ëüíåéøåìó ïàäåíèþ Tyr-NO2 â àíàëèçèðóåìûõ îáúåêòàõ,
÷òî è íàáëþäàåòñÿ â ýêñïåðèìåíòå. Äëÿ ïîäòâåðæäå-
íèÿ ýòîãî ïîëîæåíèÿ íåîáõîäèìû èññëåäîâàíèÿ äèíàìè-
êè îêèñëåíèÿ áåëêîâ ïëàçìû êðîâè è àñöèòè÷åñêîé æèä-
êîñòè.
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Õàðàêòåðèñòè÷åñêèå ïîêàçàòåëè
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè ðîñòà îïóõîëè

(àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëÿ) â îðãàíèçìå êðûñû

Ïîêàçàòåëü Çíà÷åíèå

Ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè îïóõîëåíî-
ñèòåëÿ

9—11 ñóò

Êîíå÷íûé îáúåì àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè 60—70 ìë

Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ îïóõîëåâûõ
êëåòîê

2.5�107 â 1 ìë

Ðèñ. 1. Äèíàìèêà ÀÔÊ-ãåíåðèðóþùåé àêòèâíîñòè ìàêðîôàãîâ
àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè (êðèâàÿ 1) è ÏÌßË â ïëàçìå êðîâè

(êðèâàÿ 2) â õîäå ðîñòà àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëÿ.

Çíà÷åíèÿ ÀÔÊ ïðåäñòàâëåíû â ýêâèìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ïåðîêñèäà
âîäîðîäà, ïðîäóöèðóåìîãî 1 ìëí êëåòîê çà 1 ìèí.



Â çîíå æå ðîñòà îïóõîëè êîððåêòíî îöåíèòü êîíöåíò-
ðàöèþ ìåòàáîëèòîâ NO âîçìîæíî íà÷èíàÿ ëèøü ñ 3-õ ñóò
èç-çà ìàëîãî îáúåìà àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè â íà÷àëå ðî-
ñòà îïóõîëè. Îäíàêî íà îñíîâàíèè òîãî, ÷òî áåëêè â çîíó
îïóõîëè ïîñòóïàþò èç ïëàçìû êðîâè, ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ Tyr-NO2 â àñöèòå â íà÷àëüíûé
ïåðèîä, òàê æå êàê è â ïëàçìå, âîçðàñòàåò. Çàòåì, íà÷èíàÿ
ñ 3-õ ñóò ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè îïóõîëè, êîíöåíòðàöèÿ
Tyr-NO2 â àñöèòå ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ. Íà îñíîâàíèè
ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî îáíàðóæåí-
íîå ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèíèòðèòà ïî óðîâíþ
Tyr-NO2 â ïëàçìå êðîâè îïóõîëåíîñèòåëÿ íà íà÷àëüíîì
ýòàïå ðàçâèòèÿ ãåïàòîìû Çàéäåëÿ ÿâëÿåòñÿ ëèøü ìàðêå-
ðîì íà÷àëà ïàòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà, ñîïðîâîæäàåìîãî
âîñïàëåíèåì.

Ä è í à ì è ê ó N Ox â ï ë à ç ì å ê ð î â è è à ñ ö è ò è ÷ å -
ñ ê î é æ è ä ê î ñ ò è ïðîâîäèëè â ïðîáàõ, îòîáðàííûõ ó äå-
êàïèòèðîâàííûõ æèâîòíûõ, íà ðàçíûõ ôàçàõ îïóõîëåâîãî
ðîñòà (åæåñóòî÷íî). Íà ðèñ. 2, á ïðåäñòàâëåíû èçìåíåíèÿ
êîíöåíòðàöèè íèçêîìîëåêóëÿðíûõ NOx â ïëàçìå è àñöè-
òè÷åñêîé æèäêîñòè â õîäå ðàçâèòèÿ îïóõîëè. Ïîêàçàíî,
÷òî ïðè ïðîãðåññèè îïóõîëè ó æèâîòíûõ êîíöåíòðàöèÿ
NOx â ïëàçìå íåçíà÷èòåëüíî êîëåáëåòñÿ â íåêîòîðîì äèà-
ïàçîíå è ðåçêî âîçðàñòàåò â òåðìèíàëüíîé ôàçå îïóõîëå-
âîãî ïðîöåññà. Â àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè íàáëþäàåòñÿ
áîëåå âûñîêèé ôîíîâûé óðîâåíü NOx (ðèñ. 2, á, êðèâàÿ 2),
êîòîðûé ìîæåò áûòü îáóñëîâëåí êàê ðàáîòîé èììóííîé
ñèñòåìû, â ÷àñòíîñòè ìàêðîôàãîâ, òàê è îòñóòñòâèåì ãå-
ìîãëîáèíà, êîòîðûé ìîæåò ñâÿçûâàòü íèòðèòû, à òàêæå
ñíèæåííîé ñêîðîñòüþ óòèëèçàöèè âåùåñòâ èç çîíû îïó-
õîëè. Ïðè ýòîì êîíöåíòðàöèÿ NOx, íà÷èíàÿ ñ 3-õ ïî
7-å ñóò, ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ. Íà çàêëþ÷èòåëüíîé ôàçå

òàêæå çàìåòåí ñêà÷îê êîíöåíòðàöèè NOx êàê â àñöèòå, òàê
è â ïëàçìå. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ìåòàáîëèòû NO â ñû-
âîðîòêå êðîâè ïðåäñòàâëåíû â îñíîâíîì íèòðàòàìè, ïî-
ñêîëüêó íèòðèòû î÷åíü ëåãêî îêèñëÿþòñÿ äî íèòðàòîâ.
Ïåðèîä ïîëóðàñïàäà íèòðèòîâ â êðîâè ÷åëîâåêà ñîñòàâëÿ-
åò îêîëî 110 ñ (Kelm, 1999), à íèòðàòîâ — 5—8 ÷ (Kelm
et al., 1996). Ìåõàíèçìû îêèñëåíèÿ NO è NO
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– â NO– â
óñëîâèÿõ îðãàíèçìà íå ñîâñåì ÿñíû.

Ïî äèíàìèêå êîíöåíòðàöèè NOx íåâîçìîæíî ñäåëàòü
îäíîçíà÷íûå âûâîäû îòíîñèòåëüíî àêòèâíîñòè NO-ãåíå-
ðèðóþùåé ñèñòåìû â îðãàíèçìå è ðîëè NOx â ïàòîëîãè-
÷åñêîì ñîñòîÿíèè îðãàíèçìà, âûçâàííîì ðàçâèòèåì îïó-
õîëè, òàê êàê äàííûå ñîåäèíåíèÿ áûñòðî óòèëèçèðóþòñÿ
âûäåëèòåëüíîé ñèñòåìîé. Îäíàêî íà çàâåðøàþùåé ñòà-
äèè ðàçâèòèÿ ìîäåëüíîé îïóõîëè íàáëþäàåòñÿ óâå-
ëè÷åíèå óðîâíÿ NOx, îñîáåííî â êðîâÿíîì ðóñëå. Ýòîò
ïîêàçàòåëü, âîçìîæíî, ÿâëÿåòñÿ èíäèêàòîðíûì äëÿ õàðàê-
òåðèñòèêè òåðìèíàëüíîé ñòàäèè àíàëîãè÷íûõ ïàòîëîãè-
÷åñêèõ ñîñòîÿíèé. Íî íàðÿäó ñ ýòèì íåîáõîäèìî ðàññìàò-
ðèâàòü è äðóãèå ìåòàáîëèòû NO, â ÷àñòíîñòè ðàçëè÷íûå
ìîäèôèêàöèè áåëêîâ ïîä äåéñòâèåì àêòèâíûõ ôîðì àçî-
òà, òàê êàê äèíàìèêà NOx íå ïîëíîñòüþ îòðàæàåò êàðòè-
íó, ñâÿçàííóþ ñ àêòèâíîñòüþ ñèñòåì ãåíåðàöèè NO.

Ä è í à ì è ê à R S N O. Íèòðîçèëèðîâàííûå SH-ãðóï-
ïû áåëêîâ ÿâëÿþòñÿ âàæíåéøèìè ïðîèçâîäíûìè îêñèäà
àçîòà. Íà ðèñ. 2, â ïðåäñòàâëåíà äèíàìèêà áåëêîâûõ
RSNO â ïëàçìå è àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè ïðè ðàçâèòèè
ãåïàòîìû Çàéäåëÿ. Âèäíî, ÷òî â ïëàçìå êðîâè (ðèñ. 2, â,
êðèâàÿ 1) êîíöåíòðàöèè RSNO ðàñòåò (â 4—4.5 ðàçà)
âïëîòü äî 6-õ ñóò ýêñïåðèìåíòà, à çàòåì ñíèæàåòñÿ. Â àñ-
öèòè÷åñêîé æèäêîñòè (ðèñ. 2, â, êðèâàÿ 2), êóäà, ïî-âèäè-
ìîìó, ïîñòóïàþò íèòðîçèëèðîâàííûå áåëêè, äèíàìèêà

440 Ì. Ì. Ïîöåëóåâà è äð.

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè íèòðîòèðîçèíà (Tyr-NO2) (à), íèòðèòîâ è íèòðàòîâ (NOx) (á), à òàêæå íèòðîçîòèîëîâ (R-SNO) (â)
â õîäå ðàçâèòèÿ àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëÿ â îðãàíèçìå êðûñû.

Êðèâàÿ 1 — â ïëàçìå êðîâè, êðèâàÿ 2 — â àñöèòíîé æèäêîñòè; òî÷êà «0 ñóò» — çäîðîâîå æèâîòíîå. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêà
(n � 5).



RSNO èìååò àíàëîãè÷íóþ òåíäåíöèþ, íî ñðåäíÿÿ êîí-
öåíòðàöèÿ RSNO ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ïëàçìîé.
Ïî-âèäèìîìó, äàííûå çàêîíîìåðíîñòè âûçâàíû íàðóøå-
íèåì áàëàíñà ìåæäó ÀÔÊ è ìåòàáîëèòàìè NO, ÷òî ïðè-
âîäèò ê íà÷àëüíîìó äîìèíèðîâàíèþ ïðîöåññîâ, ñâÿçàí-
íûõ ñ NO è óñèëåíèåì îêèñëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ íà çà-
êëþ÷èòåëüíûõ ôàçàõ îïóõîëåâîãî ðîñòà.

RSNO ÿâëÿþòñÿ îäíèìè èç âàæíåéøèõ ïðîèçâîäíûõ
NO â îðãàíèçìå. Â îáðàçîâàíèè íèòðîçèëüíûõ êîìïëåê-
ñîâ ó÷àñòâóþò òèîëîâûå ãðóïïû áåëêîâ è íèçêîìîëåêó-
ëÿðíûå òèîëû (öèñòåèí, öèñòèí èëè ãëóòàòèîí). Ýòè ñîå-
äèíåíèÿ ÿâëÿþòñÿ äîñòàòî÷íî ñòàáèëüíûìè, íî ïðè ýòîì
ïîä äåéñòâèåì ðÿäà ôàêòîðîâ ñïîñîáíû âûñâîáîæäàòü
NO• è òåì ñàìûì îáåñïå÷èâàòü äåéñòâèå NO íà íåêîòî-
ðîì ðàññòîÿíèè îò ìåñòà åãî îñâîáîæäåíèÿ. Íèòðîçèëè-
ðîâàíèå êëþ÷åâûõ òèîëîâûõ ãðóïï â ôåðìåíòàõ ìîæåò
áûòü òîêñè÷íûì äëÿ íèõ. Äåíèòðîçèëèðîâàíèå ïðîèñõî-
äèò ïîä äåéñòâèåì âîññòàíîâèòåëåé, èîíîâ ìåòàëëîâ ñ ïå-
ðåìåííîé âàëåíòíîñòüþ, ðÍ, ñäâèãà ïàðöèàëüíîãî äàâëå-
íèÿ êèñëîðîäà (Stamler et al., 1994; Silkoff et al., 1998; Àí-
äðååâà, 2000; Li et al., 2000). Îáðàòèìîñòü ïðîöåññà
íèòðîçèëèðîâàíèÿ ïîçâîëÿåò ðåãóëèðîâàòü ôóíêöèè áåë-
êîâ ïî ìåõàíèçìó âêëþ÷åíèÿ è âûêëþ÷åíèÿ. Ôèçèîëîãè-
÷åñêîå çíà÷åíèå íèòðîçèëèðîâàíèÿ âûðàæàåòñÿ â òîì, ÷òî
ñ íàðóøåíèåì íîðìàëüíîãî ñîîòíîøåíèÿ ïðîöåññîâ íè-
òðîçèëèðîâàíèÿ è äåíèòðîçèëèðîâàíèÿ ñâÿçàí ïàòîãåíåç
ìíîãèõ çàáîëåâàíèé, òàêèõ êàê àñòìà è êèñòîçíûé ôèáðîç
ëåãêèõ (Grasemann, Ratjen, 1999; Hunt et al., 2000).

Íàáëþäàåìûå çàêîíîìåðíîñòè ïîâåäåíèÿ ìåòàáîëè-
òîâ NO ñâèäåòåëüñòâóþò î ôîðìèðîâàíèè íèòðîçèâíîãî
ñòðåññà â îðãàíèçìå îïóõîëåíîñèòåëÿ, à äèíàìèêà RSNO
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ âàæíåéøèì ìàðêåðîì èíòåíñèâíîñòè
îïóõîëåâîãî ïðîöåññà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (¹ 214/281).
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DYNAMICS OF NITROGEN OXIDE METABOLITES IN THE PLASMA

AND ASCITES DURING ZAJDEL HEPATOMA GROWTH IN VIVO
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The dynamics of extracellular nitrogen oxide metabolites localized in the plasma and ascites during Zajdel
ascites hepatoma growth in the abdominal cavity has been investigated. An increase in peroxynitrite concentra-
tion was found by the levels of nitrotyrosine (up to 10—11 nM) in blood plasma at the initial stage of tumor cell
development. In the course of further tumor development, an oxidative stress developed, which might cause
oxidation of protein components including tyrosine. All these processes may cause a decrease in the accessible
amount of tyrosine for nitration and lead to a fall in nitrotyrosine level (to 3—6 nM) at the final stages of tumor
growth. Nitrotyrosine dynamics in the region of tumor growth is essentially analogous to that in the plasma be-
cause proteins during tumor growth cames from the blood plasma of tumor bearer. In studying the dynamics of
nitrosylation of sulfur-bearing protein groups, an increase in the concentration of S-nitrosothyols was found to
occur in the blood plasma for up to 6 days of the experiment, subsequently their concentration decreased. In the
ascites, where protein R-SNO arrives, the mean concentration of nitrosothyols upon tumor growth is lower
compared to that of the plasma. In studying the dynamics of final stable nitrogen oxide decay products — nitri-
tes/nitrates, it has been found that during tumor development the concentration of these metabolites in the plas-
ma varies only moderately within some range and sharply increases at the final stage of the experiment. In the
area of tumor growth, an analogous trend in the behavior of nitrites/nitriaes has been registered (noted, mar-
ked), but with a higher background level, which might be due to both the functioning of immunocompetent
cells, microphages in particular, and a decreased rate of utilization of substances from the ascites. Based on the
aforesaid, it has been concluded that the nitrosylating stress in the organism of the bearer of a tumor is being de-
veloped along with the oxidative stress.

K e y w o r d s: ascites hepatoma, ascites, reactive oxygen species, nitrogen oxide, S-nitrosothyols, nitrites,
nitrates, peroxynitrite.
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