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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
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AДФ – аденозиндифосфат

ATФ – аденозинтрифосфат
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Г-6Фаза – глюкозо-6-фосфатаза

Г-6-ФДГ  – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа
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ТХУ  – трихлоруксусная кислота

ЩФ  – щелочная фосфатаза


ВВЕДЕНИЕ

Проблема борьбы со злокачественными новообразованиями по-прежнему остается одной из наиболее актуальных в науке и медицине и затрагивает многие аспекты социальной жизни общества. Очевидна недостаточная эффективность общепринятых методов лечения онкологических заболеваний, в связи с чем разрабатываются новые подходы к применению различных классов препаратов, позволяющие увеличить шансы на успех традиционных методов противоракового лечения, улучшить их переносимость и качество жизни больных.

Представляется очевидным тот факт, что взаимосвязи, выявляемые в процессе опухолевого роста, чрезвычайно сложны и затрагивают все системы организма [3, 29]. При развитии злокачественного новообразования наблюдаются нарушения согласованных метаболических циклов вследствие разнонаправленных изменений нейроэндокринной, иммунной регуляции, повышения энергозатрат, напряжения адаптивных реакций, преобладания стресса [35, 132]. Нарушения обмена веществ в организме опухоленосителя разнообразны как по своему характеру, так и по механизмам их возникновения. Они затрагивают все виды обмена: белковый, углеводный, липидный и характеризуются изменением активности различных ферментов [45, 132, 133]. Возникает ситуация порочного круга, когда метаболические нарушения на уровне макроорганизма сами становятся механизмом, усугубляющим патологию, что не может быть успешно устранено только ограничением распространения самого злокачественного процесса без одновременной коррекции метаболических нарушений. Общепринятая лекарственная терапия злокачественных новообразований отличается достаточно широким спектром побочных эффектов, которые, в свою очередь, требуют дополнительной медикаментозной коррекции. Оценка основных биохимических параметров в организме опухоленосителя при введении лекарственного средства, оказывающего противоопухолевое действие, может служить критерием эффективности проводимой терапии и позволит избежать грубого вмешательства в тонкие механизмы регуляции гомеостаза.

Вопрос качества жизни онкологических больных, как во время специфического противоопухолевого лечения, так и после него, приобретает все большую актуальность [17]. Комплексный подход к оценке роли всех систем гомеостаза в организме опухоленосителя определил новые тенденции и направления в противоопухолевой терапии, объединяемые термином «биологическая терапия» [56, 79, 102, 124]. «Биотерапия» предполагает многофакторное воздействие не только на опухоль, но и на весь организм.

С этих позиций перспективным является поиск новых препаратов для терапии онкологических заболеваний среди модификаторов биологических реакций – веществ, способных повышать противоопухолевую резистентность и корригировать нарушенный метаболизм в организме опухоленосителя [15, 87, 121]. В качестве модификаторов биологических реакций могут быть использованы соединения природного происхождения и их синтетические аналоги [30, 139]. В последнее десятилетие возрос интерес к аминокислотам как к лекарственным препаратам, применяемым для лечения достаточно широкого спектра заболеваний, в том числе и онкопатологий [54, 88, 89]. Это обусловлено тем, что аминокислоты, несомненно, играют важную роль в патогенезе злокачественного роста на уровне регуляции его основных звеньев (пролиферация, дифференцировка, апоптоз), в формировании неспецифических адаптационных реакций организма. Свободные аминокислоты в силу своего химического строения (наличие карбокси- и аминогрупп, других реакционноспособных группировок) участвуют в регуляции множества ферментативных реакций, включая процессы трансмембранного переноса в организме [136]. Одним из критериев оценки такого рода соединений является сравнение их противоопухолевого эффекта с влиянием на основные метаболические функции организма опухоленосителя [7]. Несомненным преимуществом лекарственных препаратов, разработанных на основе аминокислот, является их низкая токсичность, возможность длительного приема.

Учитывая необходимость L-глутамина для роста многих опухолей, его участие в биосинтезе белков, некоторых аминокислот и пуринов, были предприняты попытки применения его аналогов (азасерин, дезоксинорлейцин) в качестве противоопухолевых средств. Эти соединения, снижая утилизацию глутамина опухолевыми клетками, ингибируют в них синтез белков [51, 111]. Однако серьезным ограничением их практического применения явилась их высокая токсичность. Во второй половине 80-х годов XX века установлена противоопухолевая активность производных L-глутаминовой кислоты [227, 266, 292]. Позже был продемонстрирован высокий цитостатический потенциал производного L-фенилаланина – фенилацетата и предприняты попытки создания новых противоопухолевых средств путем модификации его структуры [141, 191, 212, 277]. 

В настоящей работе обобщены имеющиеся в литературе сведения о противоопухолевой активности производных L-глутамина и L-фенилаланина и приведены полученные нами экспериментальные данные о влиянии этих потенциальных противоопухолевых соединений на основные биохимические показатели углеводного и белкового обмена в печени и крови крыс-опухоленосителей. Авторы рассматривают предполагаемые механизмы действия производных L-глутамина и L-фенилаланина и предлагают свою точку зрения на место и роль данного класса соединений в противоопухолевой терапии как возможных регуляторов обменных процессов. 

Полученные данные могут являться рациональной основой для разработки новых подходов к профилактике и лечению развивающихся в организме опухоленосителя метаболических дисбалансов производными аминокислот.

Мы глубоко благодарны за помощь при проведении собственных экспериментальных исследований сотрудникам Института биохимии НАНБ канд. биол. наук, ст. науч. сотр. Ж.В.Мотылевич, канд. биол. наук, вед. науч. сотр. А.Н.Бородинскому, канд. биол. наук, вед. науч. сотр. Е.М.Дорошенко, канд. биол. наук, ст. науч. сотр. Л.М.Караедовой, канд. биол. наук, ст. науч. сотр. В.Ю.Смирнову, ассистенту кафедры онкологии ГГМУ, канд. мед. наук А.В.Караваю.

ГЛАВА 1

МЕТОДЫ ОЦЕНКИ ПРОТИВООПУХОЛЕВЫХ ПРЕПАРАТОВ

Экспериментальное изучение противоопухолевой активности препаратов состоит из нескольких этапов. Первый этап – первичный отбор, основная задача которого сводится к определению наличия или отсутствия у исследуемого вещества способности подавлять рост злокачественных новообразований. Следующим этапом является углубленное изучение, во время которого исследуется спектр и избирательность его действия на опухоли, определяется оптимальный режим введения препарата, изучается зависимость противоопухолевого эффекта от дозы вещества, проводится сравнение с близкими по химическому строению или биологическому действию противоопухолевыми препаратами [114]. Затем проводят токсикологическое (влияние вещества на нормальные органы и ткани) и фармакокинетическое исследования, изучают метаболизм препарата в организме и механизмы его действия, возможность применения его в комбинации с другими веществами. В различных лабораториях применяют различные модели и тест-системы для скрининга и последующей оценки противоопухолевых препаратов, однако существуют общепринятые экспериментальные подходы, используемые при скрининге химиотерапевтических средств.

1.1. Определение противоопухолевой активности

препаратов in vitro
Одним из начальных этапов оценки действия новых противоопухолевых соединений является исследование их активности в отношении адаптированных к росту in vitro опухолевых штаммов [140, 183]. Известно много различных систем in vitro, используемых для испытания противоопухолевых средств. Наиболее ценными в этом плане являются краткосрочные суспензионные и стационарные клеточные культуры опухолей животных и человека. Подобные системы используются для прескрининга. При этом около 80 – 85% соединений, проявляющих противоопухолевую активность in vivo, отбираются в системах опухолевых клеток in vitro [58]. Этот метод позволяет выявить препараты, обладающие прямым действием на изучаемую систему и не требующие активации в организме.

Следует отметить, что каждое из экспериментальных новообразований реагирует на вещества определенного механизма действия, следовательно, различные экспериментальные штаммы отличаются по степени чувствительности к одному и тому же препарату. Наиболее ценная информация о противоопухолевых свойствах веществ может быть получена при использовании системы, составленной из моделей, существенно отличающихся по спектру чувствительности к препаратам разного механизма действия [114].

Для прескрининга производных L-глутамина и L-фенилаланина нами использованы экспериментальные опухоли, адаптированные к росту in vitro из коллекции клеточных культур РАН (СПб.), чувствительные к соединениям разного механизма действия: саркома S37, гепатома мышей С3Н-МГ-22а, лимфоцитарная лейкемия мышей L-1210, асцитная карцинома Эрлиха.

В исследованиях in vitro использовали также биоптаты опухолей человека (операционный материал) одинаковой степени дифференцировки и различной локализации: рак предстательной железы, молочной железы, мочевого пузыря, толстого кишечника, яичников, желудка, лимфосаркома, острый миелобластный лейкоз, меланома, саркома мягких тканей. Биоптаты получены во время операций у больных злокачественными новообразованиями перечисленных локализаций (II-III стадия), находившихся на лечении в онкологических отделениях Гродненской областной больницы. Возраст больных составил 25 – 60 лет. Клинический диагноз у них был верифицирован данными морфологического исследования удаленных опухолей.

В настоящее время существует ряд методов работы с клеточными культурами in vitro, каждый из которых имеет свои преимущества и недостатки [58]. Широкое применение получил метод кратковременных культур, в основе которого лежит оценка интенсивности синтеза ДНК, РНК или белков в опухолевых клетках, определяемая по включению меченых предшественников in vitro в течение первых часов их инкубации с цитостатиками [107]. Этот тест адаптирован для анализа чувствительности к препаратам опухолевых клеток из любого источника и имеет высокую степень корреляции между результатами, полученными in vitro, и возможным клиническим ответом [185]. 

Оценка цитостатического эффекта препаратов

Цитостатическое действие исследуемых соединений оценивали по изменению включения радиоактивных предшественников в белки (14С-лейцин) [58]. Для этого 100 мкл суспензии опухолевых клеток (в полной среде) помещали в лунку 96-луночного планшета. Исходная концентрация опухолевых клеток составляла 2 млн/кл/мл. Через 1 час в каждую лунку добавляли по 40 мкл исследуемых веществ в эквимолярных концентрациях, используя по 4 параллели для каждого вещества. В контрольную серию добавляли 40 мкл 0,9% NaCl. Радиоактивную метку (14С-лейцин) с удельной активностью 2,17 мкКи на пробу в объеме 20 мкл добавляли за 1 час до окончания времени инкубации. Инкубирование проводили в течение 3 часов при 37(С во влажной атмосфере, содержащей 5% СО 2.

По истечении времени инкубации клеточную суспензию осаждали на фильтры CF/c, закрепленные в системе «Домбитоп» («Harvester»). Фильтры отмывали средой без сыворотки, дважды раствором 5% ТХУ и метанолом, после чего высушивали на воздухе, помещали во флаконы с 10 мл диоксанового сцинтиллятора и выдерживали в темноте в течение 1 часа для гашения хемилюминисценции. Подсчет метки проводили с использованием (-счетчика «Mark-2» (Канада) в течение 1 мин и выражали в имп/мин/1 млн клеток.

Культивирование клеток гепатомы МГ- 22а (монослойная культура) проводили в стерильных флаконах Фальконе (5 мл) в объеме 2 мл, препараты добавляли в той же концентрации в объеме 1 мл, а изотоп – в объеме 400 мкл. Клеточную суспензию снимали со стекла добавлением раствора Версена (0,02%) на 10 минут. Нанесение на фильтры и дальнейшую обработку проводили по вышеописанной методике.
Состав среды культивирования:

	Среда RPMI – 1640 c Hepes 
	 80%

	Эмбриональная телячья сыворотка 
	 20%

	(- меркаптоэтанол 
	 0,005%

	гентамицин 
	 0,2 мг/мл

	Состав диоксанового сцинтиллятора:

	1,4 –Ди 2,5-фенилоксазолил (ПОПОП) 
	 0,2 г

	2,5 – дифенилоксазол (ПОП)
	 4,0 г

	Нафталин 
	 60,0 г

	Метиловый спирт 
	 100 мл

	Этиленгликоль 
	 20 мл

	
	


1.2. Определение противоопухолевой активности 

препаратов in vivo
При скрининге и углубленном изучении in vivo активных противоопухолевых агентов используют более 30 различных модельных систем перевиваемых и спонтанных опухолей (солидных и асцитных) лабораторных животных (мышей, крыс, кроликов) [138]. Такая модель должна проявлять чувствительность ко многим разнообразным по химической структуре и механизму действия препаратам. Из перевиваемых опухолей такими свойствами обладают: лейкоз L-1210, карциносаркома Уокера-256 (W-256), аденокарцинома молочной железы 755 (Са-755) и некоторые другие.


Каждый опухолевый штамм имеет свои специфические особенности: 

1) способ перевивки (подкожно, внутрибрюшинно, внутривенно);

2) время перевивки на штамм;

3) вид, пол, возраст животного, которому прививается опухоль.

Для снижения числа ложно-отрицательных ответов при отборе противоопухолевых препаратов следует использовать более одной модели. Для экспериментов in vivo нами использованы штаммы, полученные из лаборатории экспериментальной онкологии НИИ онкологии и медицинской радиологии Минздрава Республики Беларусь (г. Минск), которые прививали крысам по общепринятым методикам [138]:

1. Карциносаркома Уокер 256 (W-256) – подкожно крысам в виде опухолевого гомогената объемом 0,5 мл в 0,9%-ном растворе NaCl (1:5), содержащего 106 жизнеспособных клеток. Материал для перевивки брали у крыс на 7-е сутки после инокуляции им опухоли. Карциносаркома W-256 является особенно чувствительной опухолью ко многим химиопрепаратам.

2. Саркома М-1 (SM-1) – подкожно крысам в виде опухолевого гомогената объемом 0,5 мл, содержащего 106 жизнеспособных клеток. Материал для перевивки брали у крыс на 14-е сутки после инокуляции им опухоли.

3. Альвеолярный рак печени РС-1 (РС-1) – подкожно крысам в виде опухолевого гомогената объемом 1 мл. Опухоль имеет строение альвеолярного слизистого рака. Материал для перевивки брали у крыс на 20-е сутки после инокуляции им опухоли. 

Для получения более подробной информации о противоопухолевой активности препаратов при скрининге используют различные режимы их применения, варьируя такие показатели, как начало лечения животных (2-е – 10-е сутки после трансплантации опухоли); количество инъекций (в среднем 5 – 10); дробность введения (количество инъекций в сутки, как правило, – однократно или 2 раза). Выбор способа введения (внутривенно, внутрибрюшинно, внутрижелудочно и др.) зависит от свойств вещества, предполагаемого механизма действия и других факторов, которые могут определить предпочтительный путь введения данного препарата.

Изучение зависимости эффекта от дозы существенно расширяет сведения о препаратах, что позволяет оценить противоопухолевый эффект при оптимальной дозе препарата. При скрининге новых веществ особое внимание следует уделять критериям эффективности лечения; желательно оценивать противоопухолевое действие по нескольким показателям. Основным критерием эффекта препаратов на опухоль является увеличение продолжительности жизни леченых животных по сравнению с контрольными [138]. Оценивают также торможение роста опухолей в разные сроки эксперимента, процент регрессий опухолей, процент излеченных животных [304].

Увеличение продолжительности жизни животных вычисляют в процентах (ПУПЖ) к контрольной группе по формуле: 

средняя продолжительность жизни в опытной группе ​–

средняя продолжительность жизни в контроле

ПУПЖ =​​​​​​​​​ —––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– х 100 %

средняя продолжительность жизни в контроле

Процент торможения роста опухоли (ПТРО) вычисляют по формуле:

масса опухоли в контроле – масса опухоли в опыте

ПТРО = –––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– х 100 %

масса опухоли в опыте

В экспериментах можно учитывать динамику развития подкожных опухолей при помощи метода прижизненного измерения размера солидной опухоли [181]. Расчет массы опухоли производят по формуле:
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1.3. Определение активности ферментов и уровней субстратов 

в тканях опухоленосителя

1.3.1. Способы обработки биологического материала 

Гомогенаты тканей (1:20) измельчали на холоду в 0,02 М трис- буфере (рН 7,4). Митохондрии и гиалоплазму выделяли путем дифференциального центрифугирования при 10000 g из 10% гомогенатов в среде выделения (0,26 М сахароза-0,01 М трис-буфер, рН 7,4, 0,001 М ЭДТА). 

1.3.2. Определение активности ферментов
В наших исследованиях определяли активность ферментов и концентрации субстратов, характеризующих углеводный и азотистый обмен в организме крыс-опухоленосителей.
Гексокиназа

Гексокиназа катализирует образование глюкозо-6-фосфата, согласно следующему уравнению: 
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Активность фермента определяли по скорости образования АДФ [279] и выражали в нмоль/мг белка/мин.

Глюкозо-6-фосфатаза

Фермент гидролитически отщепляет фосфор от субстрата (глюкозо-6-фосфат) по схеме: 
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О скорости реакции судят по увеличению концентрации неорганического фосфора в опытной пробе после инкубации исследуемой ткани с Г-6-Ф при 37(С. Количество неорганического фосфора определяли путем добавления к ТХУ-центрифугату молибденового реактива и аскорбиновой кислоты [123]. Концентрацию фосфора находили по калибровочному графику, построенному по стандартному раствору КН2РО4. Пробы калориметрировали на ФЭК-56М (630 нм). Активность фермента выражали в мкмоль Р/мг белка/30 мин.

Лактатдегидрогеназа в прямой реакции

Фермент катализирует реакцию восстановления пировиноградной кислоты в молочную кислоту при участии восстановленного НАД (моль на моль) (273]:
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Реакцию начинали добавлением пирувата натрия (0,01М – 0,1 мл). Содержимое кюветы быстро перемешивали и через пять минут измеряли оптическую плотность (при 340 нм). Реакцию проводили при 25(С. Контроль содержал все те же компоненты, что и в опытной пробе, кроме растворимой фракции гомогената. Уменьшение оптической плотности за время инкубации (опыт-контроль) эквивалентно активности фермента, выражаемой в мкмоль НАД/ мг белка/ мин.

Лактатдегидрогеназа в обратной реакции

Фермент окисляет молочную кислоту до пирувата, что сопровождается восстановлением НАД (моль на моль) (313]. Для смещения равновесия реакции в направлении восстановления НАД используют буфер с рН 9,5.

Реакцию начинали добавлением лактата натрия (0,045 М – 0,1 мл). Содержимое кюветы быстро перемешивали и определяли оптическую плотность (при 340 нм) в течение 5 мин, инкубацию проводили при 25°С. Активность фермента выражали в мкмоль НАДН/мг белка/мин.

Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа

Фермент катализирует окисление глюкозо-6-фосфата в 6-фосфоглюконат, что сопровождается восстановлением НАДФ.

Активность фермента определяют спектрофотометрическим методом [39]. В инкубационную среду (0,2 мл буферной смеси – равные количества 0,05 М триэтаноламинового буфера и воды ( 0,1 М MgCl; 0,2 мл НАДФ; 0,2 мл гомогената печени) добавляли 0,2 мл субстрата (0,02 М раствор натриевой соли Г-6-Ф). Пробы инкубировали 15 минут и добавляли 1 мл 1,2 Н NaOH, центрифугировали 7 минут при 3000 об/мин. Пробы калориметрировали на спектрофотометре (340 нм). Активность фермента выражали в нмоль/мг белка/мин. 

НАДФ-изоцитратдегидрогеназа

Активность НАДФ-изоцитратдегидрогеназы (ИДГ) определяли по методу Путилиной [105]. В ходе окислительного декарбоксилирования изолимонной кислоты до 2-оксоглутаровой восстанавливается НАДФ. Образование 1 моля НАДФН эквивалентно окислению 1 моля изоцитрата:
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В инкубационную среду (0,5 М трис-HCl буфер, рН 7,4; 0,01 М MgCl2; 0,006 М НАДФ+) добавляли суспензию митохондрий. Реакцию начинали добавлением 0,1 мл 0,004 М D,L-изоцитрата. Содержимое кюветы перемешивали и определяли оптическую плотность при 340 нм. Активность фермента выражали в нмоль НАДФН / мг белка / мин.

НАД-малатдегидрогеназа
Активность НАД-малатдегидрогеназы (МДГ) определяли по методу Асатиани [4]. НАД-МДГ катализирует реакцию:
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равновесие которой при нейтральном значении рН сдвинуто влево. Об активности фермента судили по изменению количества восстановленной формы НАДН, которое эквимолярно количеству оксалоацетата. 

К инкубационной среде (0,15 М фосфатный буфер, рН 7,4; 0,003 М НАДН) добавляли суспензию митохондрий и преинкубировали 20 мин при 25(С. Затем содержимое пробирки переносили в кювету и измеряли исходную величину оптической плотности. Реакцию начинали внесением 0,1 мл 0,001М оксалоацетата. Изменение величины оптической плотности пробы регистрировали по понижению оптической плотности через 30 секунд в течение 3-х минут. Активность фермента рассчитывали в нмоль НАД/ мг белка/ мин.

Трансаминазы

Активность ферментов определяли по методу Райтмана и Френкеля в модификации Колба [52]. 

Принцип метода заключается в том, что в результате трансаминирования из аланина и аспарагиновой кислоты образуется пируват и оксалоацетат, соответственно. Оксалоацетат неферментативно декарбоксилируется, превращаясь в пируват. Таким образом, конечным продуктом обеих реакций является пируват, который определяется калориметрическим методом с помощью 2,4-динитрофенилгидразина, образующего в щелочной среде с пируватом красно-бурый динитрофенилгидразон пировиноградной кислоты:

аспарагиновая кислота + 2 – оксоглутарат ( глутамат + пируват (1)

аланин + 2 – оксоглутарат ( глутамат + пируват (2)  

Для определения активности АсАТ в пробирку вносят 0,5 мл субстратного раствора, содержащего 2 мМ (‑кетоглутарата, 1 мМ L-аспарагиновой кислоты (рН=7,4) и прогревают при 37°С в течение 5 мин. Затем добавляют 0,1 мл испытуемой сыворотки и пробирку помещают на 60 мин в термостат при 37°С. После извлечения из термостата в пробирку добавляют 0,5 мл динитрофенилгидразинового раствора и выдерживают в течение 20 мин, после чего добавляют 5 мл 0,4 н NaOH и после тщательного перемешивания раствора оставляют на 10 мин для развития окраски. Оптическую плотность полученного раствора определяли на спектрофотометре Specord M-40.

Для определения активности АлАТ в пробирку с 0,5 мл субстратного буфера (2 мМ (-кетоглутарата и 1 мМ L‑аланина, рН=7,4) добавляют 0,1 мл испытуемой сыворотки и на 30 мин помещают в термостат при 37°С для инкубации. Дальнейший ход анализа осуществляется также, как для определения активности АсАТ.

Фосфатазы

Активность фосфатаз определяли гидрафенилгидразиновым методом по Райтману и Френкелю в модификации Колба [52]. Метод основан на гидролизе (-глицерофосфата натрия (pH 8,6 – щелочная фосфатаза (ЩФ); рН 5,0 – кислая фосфатаза (КФ) под действием фермента сыворотки с освобождением неорганического фосфора, по содержанию которого судят об активности энзима. 1 мл субстратного раствора (-глицерофосфата и 0,1 мл сыворотки инкубировали в течение 60 мин при 37°С и добавляли 1 мл 5% ТХУ. Для определения содержания фосфора к 1,5 мл отобранного ТХУ-центрифугата добавляли 1,5 мл молибденового реактива. Пробы калориметрировали на ФЭКе (820 нм). Расчет активности фосфатаз производили по калибровочной кривой. Перерасчет активности ферментов в мкмоль неорганического фосфора производили по формуле: (а·10·1000)/31,      где  а – количество мг неорганического фосфора, найденное по калибровочному графику.

1.3.3. Определение концентрации субстратов

– Концентрацию пирувата (пировиноградная кислота) определяли по методу, основанному на окислении НАДН в присутствии избытка лактатдегидрогеназы (ЛДГ) [162]. Равновесие реакции при рН=6,9 и в присутствии НАДН сдвинуто в сторону образования лактата:
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При избытке НАДН пируват количественно превращается в лактат, убыль НАДН эквивалентна уменьшению экстинции при 340 нм и содержанию пирувата (мкмоль/г).

– Концентрацию лактата (молочная кислота) определяли по методу, основанному на восстановлении НАД в присутствии избытка ЛДГ [162]. Равновесие реакции сдвинуто в сторону образования пирувата:
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Для количественного дегидрирования лактата необходимо удалить продукты реакции (продукты связываются щелочной средой, пируват улавливается в виде гидразонов). Убыль НАД эквивалентна увеличению экстинции при 340 нм и содержанию лактата (мкмоль/г).
– Концентрацию глюкозы определяли энзиматически по методу, основанному на сочетании гексокиназной реакции и окислении образуемого глюкозо-6-фосфата в 6‑фосфоглюконат при помощи глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы [4]:

1) глюкоза + АТФ ( глюкозо – 6 – фосфат + АДФ 

2)  глюказо – 6 – фосфат + НАДФ+ ( + 6 – фосфоглюко нат  НАДФН +  І
Обе реакции практически необратимы, и фосфорилирование 1 моля глюкозы сопровождается восстановлением 1 моля НАДФ. Измерение количества восстановленного НАДФН производили спектрофотометрически при 340 нм.

– Концентрацию глюкозо-6-фосфата определяли по методу, основанному на реакции:
глюкозо –6 – фосфат  НАДФ+ ( + 6 – фосфоглюконат  + НАДФН + Н+

Реакция практически необратима. Определение проводили по количеству восстановленного НАДФН спектрофотометрически (при 340 нм). 

Белок в плазме крови, гиалоплазме и митохондриальной фракции определяли по методу Лоури [264].

1.3.4. Анализ аминокислот в плазме крови и периферических тканях
Плазму получали путем центрифугирования крови в течение 15 минут при 1500 об/мин. Для депротеинизации к 0,5 мл плазмы добавляли равный объем 1М НСlО4 и центрифугировали в течение 15 минут при 8000 об/мин. Для нейтрализации добавляли цитратный буфер (57 г Li(4Н2О, 42 г лимонной кислоты ( Н2О на 200 мл раствора) из расчета 150 мкл на 1 мл полученного образца. Образцы печени и опухоли гомогенизировали при 800 об/мин в 10 объемах 0,2М НСlО4. Полученный безбелковый экстракт отделяли от осадка.

Количественную и качественную идентификацию свободных аминокислот проводили катионообменной хроматографией одноколоночным методом на автоанализаторе аминокислот Т-393 (ЧСФР) по модифицированному методу Benson J.R. и Paterson J.A. [11]. Принцип метода заключается в элюции аминокислот ступенчатым градиентом Li-цитратных буферных растворов. Хроматографическое разделение соединений последовательно осуществляли 0,2 М, рН 2,7; 0,35 М, рН 2,75; 0,4 М, рН 3,1; 0,5 М, рН 3,75; 1,2 М, рН 5,0 Li-цитратными буферами. Количественное содержание каждого компонента спектра исследуемых соединений оценивали по реакции с 1% раствором нингидрина в капиллярной бане при 100(С при длине волны 520 нм после прохождения через проточную кювету однолучевого фотометра. Аналоговый сигнал с выхода фотометра поступал на программно-аппаратный комплекс «Мультихром» (Россия), где происходило преобразование сигнала в цифровой сигнал, поступающий в компьютер, где осуществлялась регистрация, обработка, идентификация пиков и вычисление концентраций по площади пиков.
1.4. Тесты и методы, характеризующие токсичность

 лекарственных средств

Одним из негативных моментов химиотерапии является высокая токсичность эффективных цитостатических препаратов. Для оценки токсемии, вызванной введением лекарственного соединения, используют различные методы и тесты.

Одним из критериев оценки токсичности противоопухолевых препаратов при исследовании на животных является изменение массы тела и внутренних органов подопытных [34, 93]. Aнализ изменений массы органов на фоне различных воздействий на организм способствует выяснению вызываемых ими функциональных сдвигов [24]. Многие цитостатические средства оказывают значительное повреждающее действие на лимфатическую систему, показателем чего является понижение массы селезенки [135]. 

Исходя из высокой чувствительности лимфоидной ткани к воздействию токсических веществ эндо- и экзогенного происхождения, предложен метод оценки токсичности биологических жидкостей, основанный на характеристике лизиса спленоцитов [106]. Нами предложена модификация и адаптация спленоцитотоксического теста для использования его в экспериментально-клинических исследованиях крови и мочи при характеристике токсичности противоопухолевых препаратов и эффективности дезинтоксикационной терапии [62, 63, 65, 66, 67, 68, 310]. Спленоцитотоксический тест является чувствительным, доступным, быстрым, неинвазивным (возможность использования мочи в качестве объекта исследования) и информативным методом.

Общий анализ крови является одним из наиболее распространенных исследований, применяемых для диагностики заболеваний и для оценки токсичности вводимого лекарственного соединения. Он включает в себя определение форменных элементов крови (эритроцитов, лейкоцитов, тромбоцитов), гемоглобина, гематокрита, лейкоцитарной формулы, скорости оседания эритроцитов (СОЭ) [53]. С целью оценки степени эндогенной интоксикации используют ряд индексов, рассчитываемых по формулам, основанным на подсчете форменных элементов крови [1].

1. Лейкоцитарный индекс интоксикации по Кальф-Калифу (ЛИИ):
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где Мн – миелоциты; Ю – юные формы; П – палочко-ядерные нейтрофилы; С – сегментно-ядерные нейтрофилы; Мон – моноциты; Л – лимфоциты, Э – эозинофилы; Пл – плазматические клетки. Величина индекса в норме 1,0 – 1,4. ЛИИ более 1,5 свидетельствует о легкой степени интоксикации, свыше 5 – о тяжелой степени интоксикации.

2. Лейкоцитарный индекс интоксикации по Островскому (ЛИИ ост):
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где Нейтр – нейтрофилы. Величина индекса в норме – 1,6.


3. Индекс сдвига лейкоцитов по Н.И. Ябучинскому (ИСЛ):
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Величина индекса в норме – 1,94. Чем выше значение ИСЛ – тем тяжелее степень интоксикации.

4. Индекс ядерного сдвига (ИядС):
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Нормальное значение ИядС – 0,05 – 0,08. 

Все значения в формулах выражены в процентах.

Некоторые лабораторно-диагностические тесты, характеризующие токсичность лекарственных препаратов, основаны на определении уровня токсических метаболитов в сыворотке крови – мочевины, креатинина, остаточного азота, билирубина и других [52, 69, 71, 306]. 

Наиболее токсичными эндогенными компонентами крови являются вещества, молекулярная масса которых превосходит массу таких низкомолекулярных соединений, как мочевина, аммиак, креатинин. К их числу относятся вторичные эндогенные токсины пептидной природы, так называемые «средние молекулы», определяемые в крови и моче   (500 – 5000 Дальтон) [60, 72, 86, 102]. Наиболее часто для исследования уровня средних молекул в крови и моче применяют скрининговый метод [26]. Некоторые авторы дополнительно определяют коэффициент распределения, который выражается отношением уровней средних молекул, регистрируемых по УФ-поглощению (254 и 280 нм) плазмы крови после осаждения белков.

В последние годы получил развитие подход, основанный на измерении способности сывороточного альбумина к связыванию токсических метаболитов [43, 92]. В качестве маркера связывающей способности альбумина (ССА) используют флуоресцентный зонд пирроновый красный. Развитие токсических процессов в организме сопровождается снижением ССА.

Нашел применение метод, основанный на способности альбумина плазмы крови взаимодействовать с циклическим продуктом ( тиазолидином, образуя тройной комплекс ярко-желтой окраски [75]. В случае блокирования центров связывания токсическими лигандами, реакция белка с тиазолидином снижается и уменьшается интенсивность окрашивания раствора. 

Одним из чувствительных методов оценки интоксикации является измерение сорбционной способности эритроцитов (ССЭ), основанное на регистрации убыли метиленового синего (МС) в растворе после его инкубации с эритроцитарной массой: ССЭ(%) ( 100(1 - Дк/До), где До и Дк – исходное и конечное оптическое поглощение МС [27]. В норме ССЭ ( 36 – 38%.

Механизм реализации токсических эффектов во многом связан с усиленной генерацией свободных радикалов (окислительный стресс), что приводит к повышению индуцированного перикисного окисления липидов (ПОЛ). Образующиеся при активации ПОЛ свободные радикалы, токсичные для тканей, в значительной степени обусловливают метаболическую интоксикацию организма [37]. Интенсивность ПОЛ в тканях оценивают по накоплению в сыворотке крови веществ, реагирующих с 2-тиобарбитуровой кислотой («ТБК-активных продуктов») [128]. Этот тест отражает уровень одного из вторичных продуктов ПОЛ – малонового диальдегида (МДА). Для определения в сыворотке крови ТБК-активных продуктов к ней добавляют 6,7% ТХУ и центрифугируют 15 минут при 1600 g. Супернатант инкубируют 15 мин при 1000С в присутствии 0,5%-ной ТБК в 50%-ной уксусной кислоте, после чего исследуют концентрацию ТБК-активных продуктов спектрофотометрически при 532 нм. Содержание ТБК-активных продуктов, характеризующих степень эндогенной интоксикации, выражают в нмолях МДА на мл исходной сыворотки. 

Интоксикационные эффекты вызывают нарушения антиоксидантной системы защиты (АОС) клетки, включающей ферментативную и неферментативную регуляцию процессов ПОЛ. Состояние АОС оценивают по активности ферментов – каталазы, супероксиддисмутазы, глутатионредуктазы и глутатионпероксидазы [23, 55, 85]. Активация процессов пероксидации приводит к истощению компонентов антиоксидантной защиты [113]. Для оценки токсичности лекарственных соединений – наряду с другими показателями – определяют активность таких ферментов, как АлАТ, АсАТ, ЩФ, ЛДГ [242]. 

Применение лекарственного препарата инициирует циркуляцию в крови токсических веществ, являющихся антигенами. Вырабатываемые антитела образуют с этими антигенами растворимые иммунные комплексы (ИК). Скрининг-тест по оценке ИК заключается в преципитации ИК двумя различными концентрациями полиэтиленгликоля и позволяет определить концентрацию ИК и их размер [51]. Первый показатель характеризует интенсивность образования ИК, а второй – их способность вызывать реакцию повреждения. 

Ряд авторов использует другие методы определения эндогенной интоксикации [115]. Уровень эндотоксикоза определяют по интенсивности образования флуоресцирующих продуктов в плазме крови после добавления к ней раствора пероксида водорода и соли двухвалентной меди [75]. Метод основан на способности Cu( вступать в реакцию Фентона с Н2О2 с образованием свободных радикалов, что приводит к наработке флуоресцирующих продуктов. В плазме здоровых людей Cu( взаимодействует со специфичными высокоаффинными центрами связывания металлов на молекуле сывороточного альбумина, и реакции Фентона не наблюдается. У больных с СЭИ большая часть возможных центров взаимодействия с Cu( на альбумине занята эндотоксинами и их метаболитами, поэтому количество флуоресцирующих продуктов значительно возрастает.

Эндогенную интоксикацию можно диагностировать по изменению величины относительной магнитной восприимчивости (МВ) крови [75]. У больных с СЭИ МВ резко снижается, что может быть связано с увеличением количества высокомагнитных СМ в плазме, экранирующих парамагнетизм ионов железа гемоглобина, наличием магнитоактивных свободных радикалов.

Определение токсичности мочи и плазмы

Токсичность мочи и плазмы крови крыс после введения животным производных L-глутамина и L-фенилаланина и цитостатиков оценивали с помощью модифицированного нами спленоцитотоксического теста [55]: удаляли эритроциты не после инкубации, а на стадии получения спленоцитов. С этой целью к взвеси спленоцитов добавляли 1%-ный NH4 Cl и оставляли на 10 минут, а затем отмывали средой RPMI 1640. За это время эритроциты практически полностью лизировались и в дальнейшем не затрудняли подсчет клеток. Кроме того, для стабилизации среды инкубации взвесь спленоцитов разводили не 1%-ным NaCl, а средой RPMI 1640. Мы также адаптировали данный тест для работы с мочой. Это позволило наблюдать в динамике степень токсичности соединений, исследуя мочу одной и той же группы животных на разных сроках после введения препаратов. Сбор мочи осуществляли от каждого животного в индивидуальных обменных клетках в течение 2-х часов. Кровь собирали в момент декапитации в пробирки с гепарином (10 Ед/мл).

Суспензию спленоцитов, полученную ex tempore, и плазму крови (или мочу опытных и контрольных крыс) брали в соотношении 1:1 и инкубировали в течение 60 минут при 37(С. Количество жизнеспособных спленоцитов подсчитывали по включению в них трипанового синего до начала и по окончании инкубации. Токсичность плазмы крови и мочи крыс выражали в % по отношению к контролю и рассчитывали по формуле:
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где Т – токсичность в %,

О – количество живых клеток в опытной серии,

К – количество живых клеток в контрольной серии.

1.5. Объекты исследования

В наших экспериментах использовали композиции, составленные на основе производных L-глутамина и L-фенилаланина (ацетилглутамина, фенилацетата, фенилацетилглутамина, синтезированных в Институте физико-органической химии НАНБ).

1. L‑глутамин — NH2O(CH2)2CH(NH2)COOH; M=146,35. Бесцветные игольчатые кристаллы, растворимые в воде и не растворимые в этиловом спирте, эфире, бензоле.

2. Фенилацетат (в виде натриевой соли) — С6Н5СН2COONa; М = 158,13. Порошок, растворимый в воде.

3.Фенилацетилглутамин; М=264,28. Порошок, растворимый в воде.
	Фенилацетат
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4. Смесь фенилацетата и фенилацетилглутамина в соотношении 4:1, соответственно (НМП AS 2‑1). Белый кристаллический порошок, растворимый в воде и этиловом спирте.

5. Смесь фенилацетилизоглутамина и фенилацетилглутамина в соотношении 1:4 соответственно (НМП A-10). Белый кристаллический порошок, растворимый в воде и этиловом спирте.

6. Смесь фенилацетата и фенилацетилглутамина в соотношении 3,5:1,5, соответственно (композиция 1, приоритетная справка №19990937). Белый кристаллический порошок, растворимый в воде и этиловом спирте.


ГЛАВА 2

 ОЦЕНКА ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ АКТИВНОСТИ ПРОИЗВОДНЫХ 

L-ГЛУТАМИНА И L-ФЕНИЛАЛАНИНА

2.1. Производные L-глутамина и L-фенилаланина как 

новый класс противоопухолевых средств

2.1.1. Противоопухолевая активность производных L-глутамина и L-фенилаланина

В конце 60-х годов XX века было доказано существенное различие в содержании низкомолекулярных пептидов (НМП) в сыворотке крови больных злокачественными опухолями по сравнению со здоровыми людьми. В дальнейшем НМП были идентифицированы в моче и различных тканях [293]. Начало направленному поиску цитостатических средств среди соединений этой группы было положено сообщениями S.R. Burzynski [152, 164, 165] о противоопухолевом эффекте НМП, которые получили название «антинеопластонов».

В дальнейшем было выявлено, что НМП по химической структуре представляют собой комплексные соединения, состоящие из низкомолекулярных пептидов и органических кислот [228]. Первый активный компонент из класса НМП был идентифицирован как 3-фенилацетиламино-2,6-пиперидиндион и обозначен как НМП А-10, который при щелочном гидролизе распадается на два основных компонента – фенилацетилглутамин и фенилацетилизоглутамин, а продуктами его полного гидролиза являются фенилацетат, глутаминовая кислота и аммиак [257].

В последующем были выделены также другие типы НМП: А-1, А-2, А-3, А-5 [167,169,170], а на основе композиций составляющих их соединений созданы различные противоопухолевые препараты. Наиболее изученными представителями этого класса соединений являются фенилацетилглутамин (НМП AS2-5) и НМП AS2-1, который состоит из смеси фенилацетата и фенилацетилглутамина в соотношении 4:1 [172, 224].

Антинеопластонам посвящены многочисленные публикации, однако данные не систематизированы, а доклинические исследования этих соединений проведены лишь на некоторых культурах опухолевых клеток. Так, ингибирующий эффект НМП А-5 на рост опухолей установлен лишь в культуре клеток карциномы HBL-100 и лейкемической опухоли Jurket [232]. Показано, что процент выживания клеток коррелирует с дозой препарата и временем его инкубации (24 – 96 часов). Дозозависимый эффект снижения числа клеточных колоний обнаружен и для НМП А-3 [233].

НМП AS2-1 и AS2-5 тестировали в качестве противоопухолевых агентов на культуре клеток карциномы молочной железы HBL-100 и KIM-1 [174]. Результаты оценивали по процентному соотношению колоний в опыте к контролю. Было установлено, что НМП AS2-1 обладает выраженной противоопухолевой активностью в культуре HBL-100, в то время как НМП AS2-5 практически не оказывает противоопухолевого действия.

Продемонстрировано, что НМП А-10 обладает противоопухолевой активностью в отношении пролактинстимулируемых клеток NB-2 лимфомы крыс [253]. Интерлейкин-2 стимулированные клетки также чувствительны к НМП А-10. Однако ингибирующий эффект препарата снимается через 24 часа после удаления его из среды. H. Tsuda и соавторы [223, 302] показали дозозависимый ингибирующий эффект НМП А-10 и AS2-1 на клетки человеческой гепатоцеллюлярной карциномы КМСН-1, KYN-1 и KIM-1.

Данные литературы о доклинических исследованиях антинеопластонов на животных относительно немногочисленны. При изучении спонтанного роста опухоли молочной железы, индуцированной MMTV, установлено, что дополнительное включение 1%-ного НМП А-10 в диету мышей-самок в возрасте 3 месяцев значительно тормозит развитие опухоли этой локализации [223]. Мышам-самцам, которые защищены от спонтанного опухолевого роста андрогенами, с целью повышения их восприимчивости, производили кастрацию. При этом было показано, что включение в их диету НМП А-10 значительно тормозит возникновение и развитие ММТV-индуцируемой опухоли. Результаты эксперимента свидетельствуют о схожести эффектов НМП А-10 и андрогенов. Предварительное введение в диету мышей НМП А-10 (0,1% от пищевого рациона) способствует подавлению роста бензпирен-индуцируемых опухолей легких на 70% по сравнению с контрольной группой животных [178]. Исследования, проведенные на опухолях крыс, показали, что НМП А-10 избирательно ингибирует рост эстрогенчувствительных опухолей, действуя по аналогии с тамоксифеном [214]. При этом, однако, не было выявлено сродство НМП А-10 к эстрогеновым рецепторам. Так, внутрибрюшинное введение ЛД-50 НМП А-10 в течение 35 дней тормозит рост опухоли молочной железы R-27, трансплантированной мышам [290]. Совместное введение НМП А-10 и цис-платины в течение 5 недель тормозит рост трансплантируемых мышам опухолей, в то время как введение НМП А-10 в той же дозе или цис-платины в больших дозах отдельно не приводит к замедлению опухолевого роста [294].

Результаты экспериментальных исследований послужили предпосылкой для клинических испытаний НМП на больных с опухолями различной локализации. НМП А-10 был применен у 19 пациентов с III-IV стадиями аденокарциномы толстой и тонкой кишки, поджелудочной железы, молочной железы, легких, желудка [171]. Лечение продолжалось от 52 до 640 дней. Положительный результат лечения получен у 8 пациентов со следующими диагнозами: карцинома молочной и поджелудочной желез, рак сигмовидной кишки, аденокарцинома прямой кишки и легких.

При включении НМП А-3 в стандартные схемы лечения 24 больных с III-IV стадией аденокарциномы предстательной, поджелудочной и молочной желез, толстого кишечника, легкого, печени, злокачественной фиброгистиоцитомой, множественной глиобластомой и базальной клеточной эпителиомой установлено 5 случаев полной ремиссии (рак простаты, прямой кишки и базально-клеточная эпителиома), 5 – частичной ремиссии, 9 – стабилизации и 6 – прогрессирования заболевания [170]. У 15 онкологических больных лечение проводили НМП А-2 [169]. Спектр заболеваний был представлен аденокарциномой молочной железы, легких, почек, мочевого пузыря, печени, мезотелиомой и глиомой. Эффективность лечения установлена у 9 пациентов, причем продолжительность ремиссии составила свыше 5 лет. НМП AS2-1 был применен у 20 пациентов с диагнозом рака легкого, мочевого пузыря, молочной железы; лимфоцитарной лимфомы; хронической миелоидной лейкемии; глиобластомы [174]. Результат лечения: 6 полных ремиссий и 6 случаев прогрессирования заболевания.

Интересные результаты были получены при лечении гормонрезистентного рака простаты [168]. Предварительная терапия, включавшая простатоэктомию, орхиэктомию, радиотерапию, лечение диэтилстильбэстролом (DES-антагонистом лютеинезирующего гормона), флутамидом, амидоглутамидом, иммунотерапию, не давала положительного результата. Комплексная терапия, включавшая применение AS2-1 и DES, была более эффективной.

Исследования последних лет показали перспективность применения НМП при комбинированной радио- и химиотерапии [149, 249, 267, 292]. Исходя из полученных результатов, авторы сделали вывод о целесообразности применения НМП в комбинированных схемах лечения, так как это позволяет повысить эффективность терапии и увеличить интервалы между рецидивами опухолевого процесса [296].

Обобщая данные, полученные в предварительных экспериментальных исследованиях, можно сделать следующие выводы:

1) имеющиеся в литературе немногочисленные данные по доклиническим и клиническим испытаниям НМП несистематизированы и разобщены: нет четких показаний для применения конкретных НМП в отношении опухолей определенных локализаций;

2) не установлены механизмы специфического противоопухолевого действия НМП, поэтому не разработаны конкретные схемы их применения как отдельно, так и в сочетании с другими химиотерапевтическими агентами; 

3) учитывая тот факт, что фенилацетат и глутамин являются составными частями большинства НМП, несомненный интерес представляет рассмотрение противоопухолевых свойств каждого из них в отдельности.

2.1.2. Противоопухолевая активность фенилацетата

Фенилацетат – продукт метаболизма L-фенилаланина, присутствующий в эквимолярных по отношению к предшественнику концентрациях в плазме крови человека [277] (рис. 2.1). При исследовании фенилацетата в качестве самостоятельного противоопухолевого агента [212, 252, 303] показано, что он обладает противоопухолевой активностью, сравнимой с эффективностью НМП AS2-1 [191].

Препарат может выступать в качестве индуктора дифференцировки опухолевых клеток [236, 243]. Так, при добавлении фенилацетата в культуру клеток рака щитовидной железы обнаружено торможение роста опухоли в G0-G1 фазах клеточного цикла [251]. Дальнейшие эксперименты выявили антипролиферативное действие препарата на многие другие клеточные линии, однако эффект дифференцировки не везде был одинаков. Например, при исследовании действия фенилацетата на клетки человеческой карциномы поджелудочной железы выявлено обратимое торможение роста опухолевых клеток [252]. Этот антипролиферативный эффект был цитостатическим, а не цитотоксическим и способствовал остановке клеток в G1 фазе.

При тестировании фенилацетата на культуре клеток карциномы молочной железы MCF-7 установлено его ингибирующее действие на экспрессию некоторых онкогенов [276, 277, 303].

Предполагается, что, помимо индукции дифференцировки клеток и модуляции экспрессии генов, ответственных за метастазирование опухолей [190], одним из возможных механизмов противоопухолевого действия фенилацетата является торможение секреции эндотелиальных факторов роста [251]. В условиях in vitro фенилацетат снижает выработку трансформирующего ростового фактора клетками Daoy и индуцирует маркерные морфологические изменения в клетках U-251MG и C6 глиомы [222].
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Рис. 2.1. Альтернативные  пути  метаболизма  L-фенилаланина  

в печени млекопитающих

Установлено, что фенилацетат и его производные по механизму действия напоминают тамоксифен, так как они действуют на клеточные линии, которые имеют рецепторы к эстрогенам [142, 226]. Lipschutz J.H. показал, что при добавлении фенилацетата к клеткам рака простаты LNCaP подавляется синтез ДНК [237]. При этом росттормозящий эффект препарата обратим и не реализуется в клетках с отсутствием рецепторов к андрогенам.

Известно, что особую трудность при лечении злокачественных заболеваний представляют линии опухолевых клеток, имеющие активированный ген множественной лекарственной устойчивости. Показано, что фенилацетат может индуцировать торможение опухолевого роста как в чувствительных, так и в резистентных клеточных линиях рака молочной железы, яичника, толстой кишки [212]. Поэтому он может рассматриваться в качестве альтернативного агента для преодоления множественной лекарственной резистентности опухолей [308]. Кроме того, фенилацетат усиливает ответ клеток опухоли мозга на действие радиации in vitro [268], тем самым открывая возможности использования этого соединения в комплексе с (-облучением в терапии опухолей мозга в клинике.

Вышеприведенные данные свидетельствуют о противоопухолевых свойствах фенилацетата, которые могут реализоваться по нескольким механизмам. Следует отметить, что особое внимание в исследованиях in vitro обращено на то, что противоопухолевые эффекты фенилацетата не реализуются в отсутствии в среде глутамина [237]. В отношении его действия на трансплантируемые опухолевые штаммы in vivo обнаружено лишь некоторое торможение роста опухолей без их регрессии [252, 276].

Сведения о клинических испытаниях фенилацетата также не дали однозначного ответа на вопрос об эффективности его применения в противоопухолевой терапии [153, 250]. Лишь у некоторых пациентов наблюдали торможение прогрессирования процесса. Побочные эффекты фенилацетата – депрессия, усталость, сонливость. Фармакокинетическими исследованиями установлено отсутствие материальной кумуляции вещества (быстрое превращение в фенилацетилглутамин) [191]. 

2.1.3. Биологические эффекты L-глутамина

L-глутамин – одна из самых распространенных свободных аминокислот в организме животных и человека [206]. Биосинтез глутамина из глутамата катализируется глутаминсинтетазой (рис. 2.2). 
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Рис. 2.2. Биосинтез глутамина из глутамата

Глутаминовая кислота является связующим звеном углеводного, белкового и других видов обмена веществ [14]. Метаболизм глутаминовой кислоты, глутамина и примыкающих к ним азотистых метаболитов тесно связан с циклом трикарбоновых кислот. Источником углеродного скелета глутаминовой кислоты в нормальных условиях является глюкоза. У опухоленосителей в результате усиления гликолитических процессов происходит усиленное расходование аминокислот, в том числе и глутамина, на синтез глюкозы. L-глутамин – основной донор азота для синтеза нуклеиновых кислот и белка, а также важнейший субстрат в окислительном и энергетическом обмене для быстроделящихся нормальных и опухолевых клеток [238]. Этим обусловлено его регуляторное действие на метаболические процессы и ключевые реакции обмена веществ [88, 89].

Доказано, что глутамин незаменим для роста и размножения клеток, в том числе злокачественных, поскольку необходим для их вступления в S-фазу клеточного цикла и деления [184, 287]. В отличие от нормальных клеток, клетки опухоли in vivo функционируют на фоне дефицита глутамина вследствие его активной утилизации в синтетических процессах [206]. Глутамин утилизируется при опухолевом росте в цикле трикарбоновых кислот как донор углерода [205]. Неопластическая трансформация характеризуется увеличением транспорта и метаболизма глутамина в опухолевых клетках [160, 200]. A. Colduchoun и E. Newsholme [180] показали, что включение 3Н-тимидина в опухолевые клетки и скорость их пролиферации зависит от концентрации глутамина в среде. Таким образом, содержание глутамина в культуре опухолевых клеток является регулятором их пролиферативного статуса [210, 286].

В работе A. Spittler и соавторов [238] отмечено, что снижение концентрации глутамина в миелоцитах человека вызывает ингибирование синтеза ДНК, увеличение объема клеток и цитоплазмо-ядерного коэффициента, усиление развития вакуолей. Снижение концентрации глутамина в некоторых культурах опухолевых клеток приводит к их апоптозу [255].

Следовательно, клетки опухоли более чувствительны к снижению эндогенного уровня глутамина, чем нормальные, и одним из способов терапевтического воздействия на опухолевый процесс может быть создание еще большего дефицита глутамина в опухоли. Снижения концентрации глутамина в организме можно достичь путем введения глутаминазы или использования структурных аналогов или антиметаболитов этой аминокислоты.

Парадоксально: дополнительное введение глутамина крысам-опухоленосителям не стимулирует опухолевый рост (синтез белков и ДНК), а наоборот, ингибирует его [158, 196, 208]. Пищевые добавки глутамина уменьшают рост карциномы молочной железы MTF-7 на 40% через 7 недель после ежедневного введения в дозе 1г/кг/день [211] и рост гепатомы Morris 7777 у крыс [275].

Механизм торможения опухолевого роста при введении глутамина не совсем ясен. Предполагается, что этот эффект реализуется через стимуляцию иммунной системы [206]. К настоящему времени существует ряд убедительных доказательств усиления глутамином иммунного ответа организма на различные воздействия [195, 202, 218, 241].

Решающее значение в реализации противоопухолевого эффекта глутамина, по-видимому, играет увеличение активности естественных киллеров (NK) [211]. Кроме того, введение глутамина приводит к увеличению синтеза глутатиона, что может тормозить опухолевый рост за счет увеличения NK-клеточной активности [208].

Введение глутамина в организм опухоленосителя оказывает нормализующее воздействие на некоторые звенья метаболизма. В настоящее время в клинической практике широко применяются пищевые добавки глутамина, улучшающие азотный баланс в организме, уменьшающие потери белка [297], предупреждающие дефицит глутамина и глутатиона [196]. Это позволяет избежать некоторых осложнений, особенно потери массы тела, при лечении онкобольных. Глутаминовая диета способствует поддержанию нормальных значений уровня глутамина в печени [225]; увеличению концентрации в плазме крови лейцина, изолейцина, валина и некоторых предшественников глутамина [275].

Одним из последствий опухолевого роста является изменение метаболизма в слизистой оболочке кишечника и возрастание ее проницаемости, вероятно, вследствие нарушения пролиферации и дифференцировки энтероцитов [207]. Введение глутамина предотвращает развитие нарушения проницаемости слизистой оболочки кишечника [25, 298].

Особого внимания заслуживают свойства глутамина, которые он проявляет при совместном применении с цитостатиками. Доказано, что введение глутамина per os увеличивает избирательность действия химиопрепаратов на опухоль [206, 209]. Так, в группе крыс, которым предварительно вводили глутамин, отмечается трехкратное увеличение содержания метотрексата в опухоли по сравнению с контрольной группой, тогда как содержание цитостатика в кишечнике снижается [193]. На основании полученных данных при проведении химиотерапии пациентам с раком молочной железы, получавшим глутамин, дозу метотрексата увеличили в 2,5 раза, что позволило усилить эффективность лечения [193]. Также доказано, что глутамин защищает нормальные ткани от последствий облучения и химиотерапии [209]. Так, энтеральные добавки глутамина улучшают белковый обмен в организме опухоленосителя [196], защищают лимфоциты и эпителий кишечника во время радиохимиотерапии [194], снижают продолжительность и выраженность вызываемого химиотерапией стоматита [148].

В настоящее время в литературе обсуждают несколько возможных механизмов действия НМП, в состав которых входят глутамин и фенилацетат.

2.1.4. Возможные механизмы противоопухолевого действия     низкомолекулярных пептидов

Известно, что противоопухолевый эффект можно получить различными путями [104]: 

– прямым повреждающим действием препарата на опухолевую клетку;

– изменением соотношения пролиферирующего и непролиферирующего пула опухолевой популяции;

– коррекцией нарушений обмена веществ в опухолевых клетках, после чего они становятся зависимыми от регуляторных механизмов организма;

– стимуляцией иммунологических реакций, направленных на уничтожение опухолевых клеток;

– модификацией биологических аспектов взаимоотношений организма-носителя и опухоли (метаболическая коррекция).

Обобщая данные литературы по противоопухолевому действию НМП, следует выделить несколько возможных механизмов их действия.
1. Взаимодействие с ДНК

Выдвинуто предположение относительно возможного вмешательства НМП в белковый синтез опухолевой клетки в качестве нуклеотидного антагониста [242]. Показано, что некоторые НМП могут специфически связываться с определенными участками ДНК, нарушая её функции [215, 234, 284, 289]. Однако это взаимодействие более слабое по сравнению с другими противоопухолевыми препаратами аналогичного действия. Химическая модификация НМП может усилить их противоопухолевую активность. Так, введение дополнительных групп в фенильное кольцо НМП А-10 увеличивает его способность включаться в ДНК [288].
2. Изменение пролиферативного пула опухоли
Исследования, проведенные на тканевых культурах клеток животных и человека, показали, что добавление в среду культивирования НМП AS2-1 и А 10 приводит к накоплению клеток в фазах G0/G1 клеточного цикла [149, 221, 224]. Добавление НМП AS2-1 в культуру клеток промиелоцитарной лейкемии человека HL-60, фиброкарциносаркомы мышей V7T и гормонрезистентной аденокарциномы простаты РС-3 активирует процесс терминальной дифференцировки указанных клеточных линий [267]. Высказано предположение, что под влиянием НМП аномальные клетки трансформируются в дифференцированные, которые, в конечном счете, вступают в фазу необратимого старения и клеточной смерти. Когда все опухолевые или аномальные клетки подвергнуты дифференцировке и репрограммированию, болезнь переходит в стадию ремиссии. Действительно, большинство клеточных систем, включая злокачественные опухоли, состоят из пролиферирующих и непролиферирующих клеток. Для того, чтобы превратиться в дифференцированные высокоспециализированные клетки, интерфазные клетки должны навсегда выйти из клеточного цикла и утратить способность к размножению. Обычно это происходит в G1 фазе         (рис. 2.3)
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Рис. 2.3. Роль L-глутамина в клеточном цикле

Некоторые клетки в G1 фазе выходят из клеточного цикла (состояние G0-покоя) и могут вернуться в G1 фазу под действием определенных стимулов. В злокачественных опухолях некоторая часть клеток только временно находится вне цикла. Задержка опухолевого роста и регрессия опухоли – феномен, зависящий от многих факторов. Накопление опухолевых клеток под действием НМП в фазах G0/G1 ( несомненно важный фактор при изменении соотношения пролиферирующего и непролиферирующего пулов популяции опухолевых клеток.


3. Конкуренция НМП с L-глутамином за общие транспортные системы

Исследования по определению накопления НМП AS2-1 в клетках человеческой гепатомы показали, что его транспорт в клетку является термо- и энергозависимым и определяется концентрацией соединения в среде инкубации. Он ингибируется Na+, L-глутамином, L-гистидином и осуществляется с помощью N-типа транспортной системы для аминокислот [280]. Конкуренция НМП AS2-1 с L-глутамином за трансмембранный транспорт приводит к выраженной недостаточности этой аминокислоты в клетке и замещению ее на фенилацетилглутамин. Относительный избыток L-глутамина необходим для вступления клетки в S-фазу клеточного цикла и ее деления. Доступность L-глутамина для клеток регулируется посредством конъюгации L-глутамина и фенилацетата с образованием фенилацетилглутамина. Дополнительное введение в организм опухоленосителя НМП AS2-1 индуцирует относительный недостаток L-глутамина и избыток фенилацетилглутамина, конкурирующего с L-глутамином. Это способствует клеточной дифференцировке и торможению опухолевого роста [266]. В нашей работе продолжены исследования в этом направлении.

4. Влияние НМП на синтез факторов роста опухолевыми клетками

Одним из этапов, предшествующих злокачественной трансформации клетки, может быть нарушение регуляции экспрессии протоонкогенов, осуществляемой факторами роста [42]. В трансформированных клетках наблюдается нерегулируемая активация этих генов. Во многих случаях опухолевые клетки сами продуцируют факторы роста: (-трансформирующий фактор роста ((-ТФР), фактор роста тромбоцитов (ФРТр), эпидермальный фактор роста (ЭФР), фактор роста фибробластов (ФРФ). Именно этим свойством злокачественных клеток объясняется их сниженная потребность в сывороточных факторах при росте in vitro и почти не зависимая от концентрации факторов роста крови пролиферативная активность in vivo. Если опухолевые клетки имеют рецепторы соответствующего типа, то они стимулируют собственный рост – так называемая аутокринная стимуляция [282]. Если клетки лишены рецепторов, то выделяемые ими факторы роста стимулируют другие клетки – паракринная стимуляция. Опухолевые клетки способны продуцировать не только стимулирующие рост вещества, но и ингибирующие его. Так, ингибирующий рост опухоли фактор, выделенный из рабдомиосаркомы человека, тормозит рост различных линий опухолевых клеток, но не влияет на пролиферацию нормальных фибробластов [203].

В научной литературе имеются данные о влиянии фенилацетата на выработку ростовых факторов [213, 278]. В опытах in vitro показано, что фенилацетат модулирует синтез аутокринных и паракринных ростовых факторов, секретируемых клетками рака молочной железы MCF-7, MCF-7ras и HBL-100 [278]. Ростовые факторы, активируемые в среде, в которой культивировали эти клеточные линии, обладают митогенной активностью в отношении мышиных фибробластов 3Т3. Добавление в среду фенилацетата дозозависимо тормозит ее митогенную активность. Кроме того, фенилацетат изменяет синтез ростовых факторов, секретируемых опухолевыми линиями МСF-7 и являющихся ингибиторами клеточной пролиферации. В связи с этим можно предположить, что НМП, составным компонентом которых является фенилацетат, могут оказывать такое же действие.

5. Гормоноподобные эффекты НМП

Показано, что НМП А-10 селективно блокирует эстроген-чувствительные субпопуляции опухолей, действуя по аналогии с известным антиэстрогеном тамоксифеном [151]. НМП А-10 и тамоксифен дозозависимо снижают уровень эстрогеновых рецепторов. Однако, в отличие от последнего, А-10 обладает меньшим структурным сродством к эстрогеновым рецепторам клеток опухоли. Аналогичные результаты по действию НМП А-10 на гормончувствительные опухоли получены Copland I. A. [221] в отношении эстрадиолстимулированного роста опухоли молочной железы линии MCF-7 in vivo и in vitro и Wood J.C. [253] в отношении пролактинстимулированного роста NB-2 лимфомы.

6. Влияние НМП на иммунитет
Опухолевые клетки обладают важным биологическим свойством – они несут на своей поверхности так называемые опухолеассоциированные трансплантационные антигены. Именно эти антигены вызывают каскад реакций иммунной системы, результатом которых в норме является торможение роста или цитолиз опухоли [29]. Учитывая разнообразие механизмов действия различных НМП, с одной стороны, и тесную взаимосвязь иммунной и эндокринной систем – с другой, логично предположить, что некоторые НМП могут обладать и иммуномодулирующими свойствами. Однако прямые доказательства этого предположения отсутствуют. Косвенным его подтверждением может служить тот факт, что одним из эффектов НМП AS2-1 является увеличение количества Т-клеток, подавление аутоиммунных реакций [292], увеличение числа тромбоцитов, глобулинов, ретикулоцитов [166]. Кроме того, высказано предположение, что L-глутамин является иммуномодулятором [281].

 Иммуномодулирующие свойства НМП могут осуществляться и через регуляцию синтеза ростовых факторов. Так, эпидермальный фактор роста обладает иммуносупрессивным действием, что имеете определенное значение для прогрессии опухолевого роста [42]. Торможение выработки этого ростового фактора НМП может подавлять его иммуносупрессивное действие.

Таким образом, согласно литературным данным, предполагаются следующие механизмы действия НМП: взаимодействие с ДНК, изменение соотношения пролиферирующая/непролиферирующая фракции опухоли, «антиглутаминовый» эффект, влияние на синтез факторов роста опухолевыми клетками, действие на гормональные рецепторы, иммуномодулирующее действие.

2.2. Исследование противоопухолевой активности производных 

L-глутамина и L-фенилаланина in vitro
Результаты первичного скрининга in vitro, проведенного на экспериментальных штаммах опухолевых клеток лимфоцитарной лейкемии L-1210, гепатомы МГ-22а, саркомы 37 и асцитной карциномы Эрлиха (АКЭ), показывают, что изученные производные L-глутамина и L-фенилаланина проявляют разную степень противоопухолевой активности (оцениваемую по торможению синтеза белка в опухолевых клетках). Наиболее чувствительными к действию изучаемых соединений являются: лимфоцитарная лейкемия L-1210 ( асцитная карцинома Эрлиха ( саркома 37 ( гепатома МГ-22а (табл. 2.1). 
Таблица 2.1 
Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина на включение 14С-лейцина в клетки опухолевых штаммов in vitro (M(m)

	Условия
	Доза,
	Включение 14С-лейцина

	опыта
	мг/мл
	гепатома

МГ-22а
	саркома 37
	асцитная карцинома Эрлиха
	лимфоцитарная

лейкемия L 1210

	
	
	имп/мин
	% к контр.
	имп/мин
	% к контр.
	имп/мин
	% к

контр.
	имп/мин
	% к

контр.

	Контроль 

(NaC)
	(
	5280(459
	100
	8693(512
	100
	4527(351
	100
	7351(315
	100

	Ацетилглу-тамин
	2,79
	4224(392
	80
	7998(493
	92
	3938(459
	87
	4410(546(
	60(

	Фенилацетат
	2,09
	3168(305(
	60(
	3477(380(
	40(
	2218(338
	49(
	1764(483(
	24(

	Фенилацетил-глутамин
	3,92
	3485(478(
	66(
	5737(408(
	66(
	2716(362
	60(
	3308(380(
	45(

	AS2-1
	2,40
	3432(451(
	65(
	4346(357(
	50(
	2490(304
	55(
	1470(492(
	20(

	AS2-5
	3,92
	3854(543
	73
	6085(523(
	70(
	2671(275
	59(
	3161(371(
	43(

	A-10
	3,92
	3643(512
	69
	6432(488(
	74(
	2852(418
	63(
	3602(437(
	49(


(Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Примечание: вещества испытывали в эквимолярных количествах
По способности тормозить включение 14С-лейцина в клетки опухолей исследуемые соединения (в эквимолярных количествах) располагаются в следующем порядке: ацетилглутамин (8–40% торможения) ( А 10 (26–51%) ( AS2-5 (27–57%) = фенилацетилглута-мин (34–55%) ( фенилацетат (40–76%) = AS2-1 (35–80%) (табл. 2.1). 

Наши эксперименты показывают, что действие исследуемых производных L-глутамина и L-фенилаланина не является фазовоспецифичным, поскольку они проявляют цитостатическую активность в относительно короткий срок (1–3 ч) в отношении опухолевых клеток с разными параметрами клеточного цикла (время удвоения: лимфоцитарной лейкемии L-1210 – 69–72ч; гепатомы         МГ-22а – 13,5 ч; саркомы 37 – 31–65 ч; асцитной карциномы Эрлиха – 11–120 ч) [125].

Для более углубленного изучения спектра противоопухолевого действия наиболее активные соединения (AS2-1 и фенилацетат) протестированы на первичных культурах опухолевых клеток, полученных из опухолей человека. Установлено, что опухоль одной и той же локализации проявляет различную чувствительность к одному и тому же соединению в зависимости от степени ее дифференцировки (табл. 2.2).

Таблица 2.2

Влияние AS2-1 на включение 14С-лейцина в клетки опухоли предстательной железы in vitro (M(m)

	Доза препарата (мг/мл)
	Включение 14С-лейцина

	
	имп/мин
	% к контролю

	Контроль (NaCl)
	6 325(491
	(

	0,8

1,6
	Высокодифференцированная

2 657(358(
696(74(
	42(
11(

	2,0

8,0
	Низкодифференцированная

2 720(283(
1 392(219(
	43(
22(

	2,0

8,0
	Недифференцированная

6 958(465

6 452(348
	110

102


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Недифференцированная опухоль предстательной железы нечувствительна к AS2-1 в интервале доз 2,0–8,0 мг/кг (включение метки на уровне контроля). В низкодифференцированной опухоли той же локализации торможение включения метки составляет 78% при добавлении соединения в дозе 8 мг/мл. В случае высокодифференцированной опухоли AS2-1 в дозе 1,6 мг/кг подавляет включение 14С-лейцина в опухолевые клетки на 89%. То есть, для получения равнозначного противоопухолевого эффекта в случае низкодифференцированной опухоли необходимо применять дозу, в 6 раз большую, чем для высокодифференцированной.

Поскольку механизм действия исследуемых соединений недостаточно изучен, в наших экспериментах использованы культуры клеток из опухолей человека, отличающихся по чувствительности к лекарственным веществам с различными механизмами действия [91]. Показано, что фенилацетат и НМП AS2-1 обладают цитостатическим действием (оцениваемым по торможению синтеза белка в опухолевых клетках) в отношении клеток острого миелобластного лейкоза, ангиофибросаркомы, опухоли яичника, мочевого пузыря, молочной и предстательной желез [96, 316].

В то же время НМП AS2-1 и фенилацетат не обладают ростингибирующим действием в отношении клеток, полученных из биоптатов опухолей желудка, толстого кишечника, меланомы и лимфосаркомы. Вывод о нечувствительности этих злокачественных новообразований к действию соединений сделан на основании анализа результатов, полученных in vitro, когда добавление даже высоких доз соединений (8 мг/кг) не приводит к подавлению синтеза белка в опухолевых клетках. 

Исходя из полученных данных, представляется целесообразным проводить тестирование чувствительности опухолевой ткани к антипролиферативному действию НМП с целью определения показаний к возможной терапии НМП у каждого конкретного больного.

Таким образом, в опытах in vitro на экспериментальных клеточных линиях лимфоцитарной лейкемии L-1210, гепатомы МГ-22а, саркомы 37 и АКЭ, установлено, что наибольшую цитостатическую активность (оцениваемую по торможению синтеза белка в опухолевых клетках) проявляют AS2-1 и фенилацетат, а наименьшую – ацетилглутамин. Наибольшее торможение синтеза белка под действием AS2-1 (2,4 мг/мл) и фенилацетата (2,09 мг/мл) выявлено в отношении «глутаминзависимой» клеточной культуры L‑1210. 

2.3. Исследование противоопухолевой активности производных

 L-глутамина и L-фенилаланина in vivo
В экспериментах in vivo изучали противоопухолевую активность производных L-глутамина и L-фенилаланина с целью сопоставления их противоопухолевых и метаболических эффектов.

В предварительных экспериментах по изучению противоопухолевой активности НМП AS2-1 in vivo выявили оптимальную дозу соединения при разных режимах применения (табл. 2.3). Крысам-опухоленосителям W-256 через 24 или 72 часа после перевивки опухоли вводили AS2-1 в дозах 0,25; 0,5 и 1 г/кг в течение 8 дней. Наибольшее увеличение продолжительности жизни (на 36,8%) зафиксировано у опухоленосителей, получавших AS2-1 в дозе 0,25 г/кг. На основании полученных результатов эту дозу применяли как оптимальную в дальнейших экспериментах.

Таблица 2.3

Влияние AS2-1 (в/бр) на продолжительность жизни и 

рост опухоли (на 10 сут.) у крыс-опухоленосителей W-256 (M(m)
	Доза, 

г/кг
	Масса опухоли, г
	Процент торможения

роста опухоли
	Средняя продолжитель-ность жизни,

сутки
	Продолжи-тельность

жизни, % к контролю

	Kонтроль
	18,4(0,9
	(
	13,6(0,8
	(

	0,25(5 

(со 2 по 6 сут.)
	10,0(0,7(
	45,7(
	18,6(1,3(
	136,8(

	0,5(5

(со 2 по 6 сут.)
	9,8(1,1(
	46,7(
	18,1(1,1(
	133,1(

	1,0(5

(на 2, 4, 6 сут.)
	11,7(0,9(
	36,4(
	16,5(1,2
	121,1


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Противоопухолевую активность AS2-1 оценивали в отношении трех солидных опухолей: карциносаркомы W-256, саркомы SM-1 и альвеолярного рака печени РС-1 (табл. 2.4). 

Таблица 2.4

Влияние AS2-1 (в/бр) на рост перевивных опухолей 

W-256, SM-1 и PC-1 (M(m)

	Опухоль,

(доза AS2-1, мг/кг)
	Контроль 
	AS2-1

	
	масса опухоли, г
	масса опухоли, г
	% 

торможения

	W-256 

(250 мг/кг, cо 2 по 9 сут.)
	27,5(2,1
	13,7(1,2(
	50,2

	SM-1

(250 мг/кг, с 5 по 14 сут.)
	18,7(1,5
	13,0(1,7(
	30,5

	PC-1

 (250 мг/кг, с 10 по 19 сут.)
	21,6(1,9
	13,9(1,6(
	35,6


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Лечение начинали: через 24 часа после перевивки W-256 (в течение 8 дней); на 5-й день после перевивки SM-1 (в течение 10 дней); на 10-й день после перевивки РС-1 (в течение 10 дней). Оценку действия соединения (по торможению роста опухоли) проводили на 10-й день (W-256) после трансплантации опухоли, на 15-й день (SM-1) и на 20-й день (РС-1). Выявлено, что к AS2-1 наиболее чувствительна опухоль W-256 (процент торможения роста опухоли – 50,2%) (табл. 2.4).

Сравнительное исследование противоопухолевой активности некоторых производных L-глутамина и L-фенилаланина

Известно, что модификация структуры композиции соединений или изменение соотношения ее составных частей может привести к значительному изменению свойств этой композиции [288]. Учитывая тот факт, что в состав НМП AS2-1, AS2-5 и А-10 входят сходные соединения в разном соотношении, представляется целесообразным провести сравнительное исследование их противоопухолевой активности.

После 8 дней ежедневного парентерального введения глутамина, ацетилглутамина, фенилацетата, фенилацетилглутамина крысам-опухоленосителям W-256 в эквимолярных дозах наиболее выраженное торможение роста опухоли отмечено при введении фенилацетата и фенилацетилглутамина (46,9% и 41,3% соответственно) (табл. 2.5). 

Таблица 2.5

Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина 
(в/бр, со 2 по 9 сут.) на массу тела и опухоли 
крыс-опухоленосителей W-256 (M(m)

	Исследуемые

соединения

(мг/кг)
	Масса опухоли,

г
	% 

тормо-

жения
	Увеличение

массы тела, 

в %

	Контроль (NaCl)
	26,8(1,5
	(
	7,90,5

	L-глутамин (136)
	20,5(2,5
	23,5
	11,8(1,0

	Ацетилглутамин (175)
	20,2(2,6
	24,6
	8,4(1,8

	Фенилацетат (214)
	14,2(1,9(
	46,9(
	2,8(0,2

	Фенилацетилглутамин (388)
	15,7(2,6(
	41,3(
	6,7(0,9

	AS2-1 (250)
	13,2(2,3(
	50,6(
	5,5(0,4

	AS2-5 (388)
	15,4(1,8(
	42,5(
	7,1(0,8

	А-10 (388)
	15,3(2,4(
	43,0(
	6,4(0,4


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Среди исследуемых НМП наибольшая противоопухолевая активность выявлена для AS2-1 (50,6% торможения роста опухоли). Поскольку фенилацетат и фенилацетилглутамин входят в состав только НМП AS2-1, можно предположить, что их сочетание и обеспечивает наибольшую по сравнению с AS2-5 и A-10 противоопухолевую активность AS2-1.

Является ли соотношение фенилацетата и фенилацетилглутамина в составе НМП AS2-1 оптимальным, было проверено в следующем эксперименте (табл. 2.6). Торможение роста опухоли при введении комплексных соединений с различным соотношением фенилацетата и фенилацетилглутамина отмечено во всех опытных группах, однако наиболее высокий показатель (53,1%) получен в 3-й группе (70% фенилацетата и 30% фенилацетилглутамина). Таким образом, установлено, что оптимальным в плане противоопухолевой активности является соотношение фенилацетата и фенилацетилглутамина 70:30       (3,5 ч: 1,5 ч). Эту композицию производных L-глутамина и L-фенилаланина использовали в дальнейших исследованиях под названием композиция 1 (приоритетная справка № 19990937).

Таблица 2.6

Изменение противоопухолевой активности в зависимости 

от соотношения фенилацетата и фенилацетилглутамина 

(W-256, п/к) (M(m)

	Фенилацетат, 

%
	Фенилацетилглутамин, 

%
	Масса опухоли, г
	ПТРО

	Контроль
	(
	27,1(1,5
	(

	100
	0
	14,5(1,6(
	46,5(

	80
	20
	13,9(1,8(
	48,6(

	70
	30
	12,7(2,1(
	53,1(

	50
	50
	15,1(2,4(
	44,3(

	30
	70
	16,2(3,5(
	40,1(

	20
	80
	16,5(2,7(
	39,0(

	0
	100
	16,9(2,2(
	37,6(


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

ПТРО ( процент торможения роста опухоли

Подбор оптимальных доз композиции 1 

Известно, что антипролиферативный эффект в значительной степени зависит от доз и способов введения противоопухолевого соединения [76]. Оптимальная доза композиции 1 в зависимости от степени развития опухолевого процесса подобрана в опытах на карциносаркоме W-256 как наиболее чувствительной опухоли к   аналогу – AS2-1 (табл. 2.7). На ранней стадии развития опухоли эффективны дозы 250 и 500 мг/кг, при применении которых отмечено наибольшее увеличение продолжительности жизни по сравнению с контролем (40,6% и 42,3% соответственно). На более позднем этапе развития опухолевого процесса эффективна большая доза препарата: при начале лечения через 72 часа после перевивки опухоли наибольшее увеличение продолжительности жизни отмечено при введении композиции 1 в дозе 1 г/кг (на 4, 6, 8-й дни после перевивки опухоли). Однако в этом случае противоопухолевый эффект сопровождается более значительным снижением массы тела животных, что косвенно свидетельствует о токсическом влиянии больших доз препарата на организм опухоленосителя.

Таблица 2.7

Противоопухолевая активность композиции 1 
при внутрибрюшинном введении 

крысам-опухоленосителям W-256 (M(m)

	Доза, 

мг/кг
	Длительность

введения,

сутки
	Средняя продолжительность жизни, сутки
	Продолжительность жизни, 

% к контролю

	Контроль
	(
	14,0(1,18
	100,0

	0,1 ( 5
	со 2 по 6 сут.
	16,4(1,75
	117,2

	0,25 ( 5
	 со 2 по 6 сут.
	19,7(2,0(
	140,6(

	0,5 ( 5
	со 2 по 6 сут.
	20,0(1,90(
	142,3(

	0,5 ( 5
	с 4 по 8 сут.
	17,4(2,33
	124,3

	0,5 ( 3
	на 4,6,8-е сут.
	15,3(2,0
	109,3

	1,0 ( 3
	на 4,6,8-е сут.
	18,5(1,9(
	132,1(


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Влияние композиции 1, поступающей в организм крыс-опухоленосителей W-256 с питьевой водой, на рост опухоли

Существенным моментом для проявления противоопухолевого действия является достаточно длительное поддержание концентрации препарата в опухоли или в организме в целом на определенном уровне [138]. В связи с этим в дальнейших исследованиях применили режим принудительного питья водного раствора композиции 1. Крысы-опухоленосители W-256 опытной группы получали 1%-ный водный раствор композиции 1. Каждая крыса получала в среднем 0,14 г препарата в сутки. Результаты эксперимента, представленные на рис. 2.4, показывают, что на 15-е сутки после перевивки средняя масса опухоли в контроле (42,8 г) значительно превышает этот показатель в опытной группе (25,7 г). На 24-е сутки масса опухоли в контроле достигает 48,5 г, а в опытной группе – 19,1 г.
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Рис. 2.4. Изменение массы опухоли (в граммах) 

у крыс-опухоленосителей W-256 при назначении 

1%-ного водного раствора композиции 1

Торможение роста опухоли на 15-е сутки составляет 39,8%, на 20-е – 51,0%, на 24-е – 61,0% (рис. 2.5). Следует отметить, что в этих условиях у части опытных животных опухоль или уменьшается в размерах в ходе эксперимента или рассасывается. Выживаемость животных, получавших композицию 1, составляет 37,5%. Таким образом, поддержание постоянной концентрации композиции 1 в крови позволяет усилить противоопухолевое действие соединения. Исходя из этих данных, актуальным является создание его пролонгированной формы. Композиция 1 может быть признана перспективной для дальнейшего исследования [108, 109, 150, 239, 240,  301]. 

[image: image20.wmf] 

-

20

 

0

 

20

 

40

 

60

 

80

 

8

 

15

 

20

 

24

 

Cутки

 

Торможение, %

 

*

 

*

 

*

 


Рис. 2.5. Динамика роста опухоли крыс-опухоленосителей W-256 
при назначении 1%-ного водного раствора композиции 1

Обращает на себя внимание тот факт, что в течение всего эксперимента в опытной группе не выявлено кахексии – одного из наиболее характерных явлений, сопровождающих опухолевый рост и введение цитостатиков [80,159]. Соотношение масса тела / масса опухоли возрастает, начиная с 8-х суток, в то время как в контроле этот показатель уменьшается (рис. 2.6). Полученные данные могут свидетельствовать о 

возможности коррекции азотистого обмена производными L-глутамина и L-фенилаланина в организме крыс-опухоленосителей. В работах других авторов также приводятся данные о нормализации азотистого баланса у онкологических больных, получавших глутаминсодержащие пептиды [196, 297, 298]. 
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Рис. 2.6. Изменение соотношения масса тела / масса опухоли 
у крыс-опухоленосителей W-256 при назначении 

1%-ного водного раствора композиции 1

Исследование совместного применения AS2-1 с цитостатиками
Сообщения об усилении противоопухолевой активности платидиама при совместном введении с НМП А-10 [294], метотрексата с глутамином [193] послужили основанием для исследования эффективности сочетанного применения AS2-1 с цитостатиками (циклофосфаном, платидиамом) с целью подавления роста карциносаркомы W-256 и саркомы SM-1. Результаты этого эксперимента показали, что комбинированное применение AS2-1 с циклофосфаном сопровождается более выраженным уменьшением размера опухоли по сравнению с индивидуальным введением [64, 315]. Торможение роста опухоли W-256 при введении циклофосфана (20 мг/кг, на 2 и 5 сут.) составляет 60,1%, AS2-1 (250 мг/кг, со 2 по 6 сут.) – 51,4%, циклофосфана и AS2-1 (в тех же дозах и режимах) – 87,8% (табл. 2.8).

В то же время противоопухолевый эффект при совместном введении платидиама с AS2-1 (53,1%) практически не отличается от этого показателя в группе животных, получавших только AS2-1 (51,4%). В этом случае не происходит усиления противоопухолевой активности соединений. Исследования, проведенные на крысах с опухолью SM-1, подтверждают усиление противоопухолевой активности циклофосфана при совместном применении с AS2-1 на 13,5% (табл. 2.8). Кроме того, у животных, получавших цитостатики с AS2-1, не выявлено кахексии, в отличие от групп животных, получавших только циклофосфан или платидиам.

Таблица 2.8

Влияние совместного введения цитостатиков и AS2-1

на рост карциносаркомы W-256 и саркомы SM-1 (M(m)
	Условия опыта
	W-256(п/к)
	SM-1(п/к)

	
	масса

опухоли, г
	ПТРО
	масса

опухоли, г
	ПТРО

	Контроль
	24,3(1,7
	(
	19,5(2,4
	(

	AS2-1 (250 мг/кг ( 5)
	11,8(2,6(
	51,4(
	12,6(1,3(
	35,4(

	Циклофосфан (20 мг/кг( 2)
	9,7(1,5(
	60,1(
	11,4(1,9(
	41,5(

	AS2-1 (250 мг/кг ( 5) (
Циклофосфан (20 мг/кг (2)
	5,4(1,8(
	87,8(
	8,8(1,2(
	55,0(

	Платидиам (2 мг/кг ( 2)
	18,5(2,4
	23,9
	15,3(2,3
	21,5

	AS2-1(250 мг/кг ( 5) (
Платидиам (2 мг/кг ( 2)
	11,4(1,3(
	53,1(
	12,2(2,5
	37,4


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Примечание: ПТРО ( процент торможения роста опухоли
Таким образом, полученные данные свидетельствуют об усилении противоопухолевого действия циклофосфана (но не платидиама) при его комбинации с AS2-1. Это создает предпосылки для снижения дозы цитостатика, а следовательно, уменьшения его токсического действия на организм опухоленосителя, без ослабления противоопухолевой активности.
Из изложенного видно, что эффективность применения исследуемых соединений зависит от следующих учитывающихся в наших экспериментах факторов: аминокислотного состава препарата, дозы, сроков и способа введения, интервалов между введениями, вида экспериментальной опухоли. Показано, что AS2-1 и композиция 1 обладают наибольшей противоопухолевой активностью в отношении карциносаркомы W-256. Удалось выявить относительно оптимальный вариант введения препаратов. Так, установлено, что поддержание постоянной концентрации композиции 1 в крови крыс-опухоленосителей W-256 позволяет усилить ее противоопухолевое действие (торможение роста опухоли – 61,0%, выживаемость – 37,5%), что свидетельствует о необходимости создания пролонгированной формы этого соединения. В этом эксперименте также отмечено отсутствие кахексии по сравнению с контрольными опухоленосителями. 

В наших исследованиях in vitro высокий процент торможения синтеза белка получен в культуре клеток лимфоцитарной лейкемии L-1210 и саркомы 37, которые высокочувствительны к антиметаболитам нуклеинового обмена (аналоги пиримидинов и пуринов) и алкилирующим веществам [138]. В связи с этим можно предположить прямое повреждающее действие исследуемых соединений на опухолевые клетки и ожидать достаточно высокого процента торможения включения метки в клетки многих злокачественных новообразований. Однако НМП AS2-1 и фенилацетат не оказывают цитостатического действия как на высокочувствительную к цитостатикам лимфосаркому, так и на относительно резистентные опухоли (рак желудка, толстого кишечника, меланому). Поэтому мы пришли к выводу о том, что полученный цитостатический эффект не является результатом прямого повреждающего действия исследуемых соединений на клетку, а может быть результатом их «антиглутаминового» действия. Так, рост опухоли L-1210 зависит от содержания глутамина в культуральной среде [58]. Дополнительное введение в среду фенилацетата, фенилацетилглутамина и комбинированных на их основе соединений индуцирует относительный недостаток L-глутамина (за счет его связывания с фенилацетатом) и избыток фенилацетилглутамина, конкурирующего с L-глутамином за трансмембранный транспорт. Это приводит к недостаточности L-глутамина в опухолевой клетке (L-глутамин необходим для вступления клетки в S-фазу клеточного цикла и деления) и способствует торможению опухолевого роста.

Несомненно, противоопухолевая активность исследуемых соединений ниже, чем у апробированных в клинике цитостатиков. Однако, учитывая такие эффекты, как коррекция некоторых биохимических показателей (см. гл. 3), отсутствие кахексии у опухоленосителей, данная группа соединений перспективна для дальнейшего изучения. Значительный интерес, с нашей точки зрения, представляют результаты, полученные при совместном применении AS2-1 с цитостатиками. В экспериментах на крысах-опухоленосителях W-256 и SM-1 показано усиление противоопухолевой активности циклофосфана при совместном применении с AS2-1.  
ГЛАВА 3

ХАРАКТЕРИСТИКА БИОХИМИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ 

В ОРГАНИЗМЕ КРЫС-ОПУХОЛЕНОСИТЕЛЕЙ 

ПРИ ВВЕДЕНИИ ПРОИЗВОДНЫХ 

L-ГЛУТАМИНА И L-ФЕНИЛАЛАНИНА

Изучение активности ферментных систем при онкопатологии актуально как с точки зрения диагностики (в связи с исследованием активности ферментов-маркеров опухолевого роста), так и с точки зрения терапии, поскольку мишенями действия химиотерапевтических агентов могут быть ферментные системы [57, 126]. Кроме того, исследование биохимических изменений в тканях организма с опухолью при проведении химиотерапии имеет большое значение для оценки эффективности проводимого лечения и разработки новых подходов к профилактике и лечению онкозаболеваний.

В многочисленных работах показано, что развитие опухоли в организме сопровождается изменением ряда биохимических показателей, а влияние опухоли практически на все ткани организма свидетельствует о ее системном действии [131, 132]. Нарушения согласованных метаболических циклов в организме опухоленосителя затрагивают все виды обмена: белковый, углеводный и липидный. Общей чертой изменений в тканях, не затронутых опухолевым процессом, являются сдвиги обмена и активности ферментных систем в том же направлении, которое характерно для метаболизма самой опухоли. Несмотря на наличие индивидуальных черт, специфических только для данной конкретной опухоли, имеются и общие для всех злокачественных опухолей эндокринно-биохимические сдвиги в организме [101]. Эти изменения направлены в сторону снижения дифференцировки органов, что приводит к ослаблению их участия в поддержании гомеостаза организма и, следовательно, к снижению общей противоопухолевой резистентности [45].

Несомненный интерес в этом аспекте представляет исследование ферментных систем в печени опухоленосителя. Печень занимает ведущее место в обменных процессах, позволяющее ей играть роль «центрального гомеостата» [18, 98]. Нарушение функционального состояния печени у животных-опухоленосителей и больных со злокачественными новообразованиями приводит к снижению общей резистентности организма. Поэтому актуальными являются исследования, направленные на поиск соединений, снижающих действие токсинов, вырабатываемых опухолью, на нормальные органы и ткани.

Важное значение при изучении взаимодействия опухоль-организм имеет определение биохимических показателей в крови [101]. Это связано с тем, что опухолевый процесс сопровождается выходом части ферментов в плазму крови вследствие нарушения целостности мембран [59]. Кроме того, такие ферменты, как аланин-, аспартатаминотрансфераза, лактатдегидрогеназа, щелочная фосфатаза характеризуют токсичность вводимых лекарственных соединений [272].

Еще в 80-е годы XX столетия было сформировано представление о том, что эффективная терапия и профилактика новообразований связаны не только с непосредственным уничтожением опухолевых клеток. «Управление» противоопухолевой резистентностью организма можно осуществлять различными путями, в частности, методом коррекции гормональных и метаболических нарушений у онкологических больных [36]. Это объясняется устранением состояния метаболической иммунодепрессии и стимуляцией активности ряда других механизмов противоопухолевой резистентности.

Принимая во внимание тот факт, что в результате метаболических превращений глутамин включается в многочисленные реакции, играющие ключевую роль во взаимоотношениях углеводного, белкового и других звеньев обмена веществ, исследование метаболического статуса опухоленосителя при введении производных L-глутамина и L-фенилаланина представляет несомненный интерес. Однако в научной литературе такие сведения отсутствуют.
Известно, что модификация структуры соединения может привести к значительному изменению его свойств [283, 288]. Учитывая тот факт, что в состав НМП AS2-1, AS2-5 и А-10 входят сходные соединения – фенилацетат и фенилацетилглутамин (в различном соотношении), представлялось целесообразным провести сравнительное исследование действия этих соединений и их композиций на метаболизм в организме крыс-опухоленосителей с целью выявления возможности корректировать взаимоотношения опухоль–организм. Для этого исследовали активность ключевых ферментов гликолиза, цикла Кребса, пентозофосфатного цикла, трансаминирования, а также содержание некоторых субстратов углеводного, азотистого обмена в печени и крови крыс-опухоленосителей РС-1. Эти биохимические показатели позволяют оценить выраженность нарушений метаболизма, индуцированных опухолевым ростом [307].

Эксперименты проводили на крысах-опухоленосителях РС-1, которым в течение 10 дней (с 10 по 19 сут.) внутрижелудочно два раза в сутки вводили изучаемые соединения (в эквимолярных дозах): L-глутамин (68 мг/кг), ацетилглутамин (88 мг/кг), фенилацетат (107 мг/кг), AS2-1 (125 мг/кг), AS2-5 (194 мг/кг) и смесь 70% фенилацетата и 30% фенилацетилглутамина (134 мг/кг) – композиция 1 [41].
3.1. Ферменты и субстраты углеводного обмена в процессе опухолевого роста

Многочисленные экспериментальные и клинические исследования свидетельствуют о глубоких изменениях в углеводном обмене, наступающих уже на ранних этапах онкогенеза как в самой опухоли, так и в организме опухоленосителя [94, 131, 265, 285]. Эти изменения характеризуются преобладанием анаэробного гликолиза и угнетением глюконеогенеза.

Гексокиназа (ГК; КФ 2.7.1.1, АТР:D-гексоза 6-фосфотрансфераза) является лимитирующим ферментом гликолиза. Он катализирует фосфорилирование (-глюкозы в положении 6 за счет фосфатной группы АТФ. Гексокиназная активность в большей части нормальных тканей очень низка [10]. По мере усиления степени малигнизации в клетках нарушается регуляция гликолиза: в опухолевой клетке повышается общая активность ГК [187]. Так, в гепатомах активность ГК повышается в 1,5–6 раз по сравнению с ее активностью в нормальной печени [120]. Показано, что в пролиферирующих на ранней стадии гепатоканцерогенеза овальных клетках печени происходит значительное повышение активности ГК [145]. Помимо опухолей печени, активация ГК наблюдается также в опухолях других локализаций (рак желудка и матки человека, рабдомиосаркома и карцинома молочной железы крыс) [84]. Данные, полученные при сравнительном исследовании общей активности ГК в биопсийном и операционном материале злокачественных и доброкачественных новообразований показали, что активность ГК в опухолевых тканях превышает ее уровень в гомологичных нормальных тканях [8]. Рост экспериментальных опухолей (карциносаркома W-256, саркома М-1) сопровождается резким повышением активности ГК в печени крыс [44].

Таким образом, изучение активности ГК может быть использовано в диагностических целях как показатель наличия неопластической трансформации в организме. Сведения о влиянии НМП на активность данного фермента при онкопатологиях в литературе отсутствуют.

Лактатдегидрогеназа (ЛДГ; КФ 1.1.1.27, L-Лактат:NAD( оксидоредуктаза) катализирует обратимую реакцию восстановления пирувата до лактата за счет присоединения электронов. Роль переносчика последних выполняет НАДН. Это заключительная реакция гликолиза.

Наступающие в процессе онкогенеза системные нарушения в обмене веществ отражаются на активности и изоферментном спектре ЛДГ. В большинстве исследованных опухолей разных тканей и в плазме крови онкологических больных, как правило, значительно повышена общая активность ЛДГ [186, 219, 261, 291, 313]. ЛДГ в тканях позвоночных животных представлена пятью изоферментами: ЛДГ1-5. В процессе неопластической трансформации происходит изменение соотношения изоформ ЛДГ, в основном в сторону увеличения содержания ЛДГ-4, ЛДГ-5, и отношения ЛДГ-5/ЛДГ-1. Такое изменение отмечено в злокачественных опухолях молочной железы, яичников, желудка, матки, легких, бронхов, лимфатических узлов, щитовидной железы, почек, поджелудочной железы [31, 126]. Повышенный уровень активности ЛДГ может также служить ранним индикатором наступающего рецидива [156]. Так, процент пациентов с повышенной активностью ЛДГ в сыворотке был значительно выше в группе с метастазирующими опухолями [262]. Причем средняя продолжительность жизни после химиотерапии была больше у пациентов с нормальным уровнем ЛДГ, чем в группе с повышенной активностью этого фермента. В некоторых опухолях соотношение изоформ ЛДГ может изменяться [144, 258, 259]. 

Рост экспериментальных опухолей (асцитная карцинома Эрлиха, карциносаркома W-256) сопровождается повышением активности ЛДГ в печени крыс [20]. В удаленных от трансформированной карциномы молочной железы скелетных мышцах набор изоферментов становится сходным с набором, характерным для опухолевой ткани, а после удаления опухоли возвращается к нормальному спектру. Увеличение общей активности ЛДГ отражает интенсификацию процессов энергетического метаболизма в непораженных опухолью тканях и свидетельствует об общем угнетении аэробного метаболизма у опухоленосителей. Поэтому исследование этого фермента используют как в целях диагностики, так и для контроля  эффективности лечения онкологических больных. Исходя из вышеизложенного, была исследована активность ЛДГ при введении изучаемых соединений животным-опухоленосителям.

Пируваткиназа (ПК; КФ 2.7.1.40, АТР: пируват 2-О-фосфотрансфераза) катализирует перенос фосфатной группы от фосфоенолпирувата на АДФ с образованием пирувата и аденонозинтрифосфата. В тканях млекопитающих обнаружены три изоформы ПК, отличающиеся по кинетическим, электрофоретическим и иммунологическим свойствам [126]. Печеночная изоформа (L) является также минорным компонентом коркового вещества почек и тонкого кишечника. Мышечная изоформа (М) содержится в скелетных мышцах, сердце и мозге. Почечная изоформа (К) со свойствами, промежуточными между L и М, найдена во многих тканях взрослых животных и преобладает в тканях эмбрионов крыс, курицы, морской свинки, человека.

В гепатомах, опухолях молочной, щитовидной желез общая удельная активность фермента, как правило, повышается [147, 189]. В изоферментном спектре при этом преобладает К-изоформа. Эти изменения ПК коррелируют со степенью снижения уровня морфологической дифференцировки клеток опухоли [198, 199].

В поддержании углеводного обмена в организме важную роль играет процесс глюконеогенеза ( новообразование глюкозы из неуглеводных соединений (лактат, пируват, промежуточные продукты цикла трикарбоновых кислот, аминокислоты и другие). 

Глюкозо-6-фосфатаза (Г6Фаза; КФ 3.1.3.9, D-Глюкозо-6-фосфат фосфогидролаза) – ключевой фермент глюконеогенеза. Фермент локализован в эндоплазматическом ретикулуме клеток печени и почек позвоночных.

Активность Г6Фазы обычно снижена в гепатоцитах, полученных из гепатом человека и животных по сравнению с нормальными гепатоцитами. Степень ингибирования ее активности коррелирует как со скоростью роста опухоли, так и с количеством опухолевых клеток на различных стадиях опухолевой прогрессии [147, 189]. Рост экспериментальных опухолей сопровождается заметным снижением скорости глюкозо-6-фосфатазной реакции в печени крыс [44, 146]. 

В связи с вышеизложенным, активность Г6Фазы в печени использована нами в качестве метаболического критерия для оценки действия изучаемых соединений на организм крыс-опухоленосителей.

Молочная кислота (лактат) – важнейший метаболит углеводного обмена. При анаэробных условиях лактат является ​конечным продуктом гликолиза, при аэробных – после превращения в пировиноградную кислоту окисляется в цикле трикарбоновых кислот или используется для синтеза глюкозы [94]. В печени лактат легко утилизируется в реакциях окисления и глюконеогенеза. При нормальных условиях способность печени утилизировать молочную кислоту более чем вдвое превосходит ее продукцию. Лактат не является «пассивным» метаболитом гликолиза, а выступает в качестве активного регуляторного агента, осуществляющего эту функцию как аллостерический фактор. Изменение любого звена в обмене лактата может приводить к накоплению кислоты в организме и изменению ферментных систем, участвующих в его превращениях [20].

В обмене лактата следует различать два уровня: специфический, контролируемый ЛДГ, и косвенный, связанный с обменом единственного предшественника лактата – пирувата.

Пировиноградная кислота (пируват) является не только важнейшим метаболитом углеводного обмена, но и связующим звеном в превращениях белков, жиров и углеводов [94]. Пируват, образующийся при аэробном расщеплении углеводов и в катаболических превращениях углеродных скелетов некоторых аминокислот, поступает в цикл трикарбоновых кислот в виде ацетилКоА. Дальнейшее превращение ацетилКоА позволяет клетке извлекать большую часть свободной энергии, заключённой в молекулах органических субстратов.

В современных представлениях о системном влиянии опухоли на организм одно из ведущих мест отводится комплексу функциональных нарушений, связанных с хронической гипоксией тканей. Этот процесс сопровождается повышением уровня лактата и пирувата не только в опухоли, но и в нормальных тканях [19, 145]. В процессе онкогенеза в печени крыс с опухолями различных локализаций возрастает содержание молочной кислоты и соотношение лактат/пируват, что свидетельствует об усилении процессов анаэробного гликолиза [94]. У онкологических больных и у животных-опухоленосителей отмечена корреляция между накоплением лактата в крови и прогрессированием опухолевого роста [20, 177]. Накопление лактата в нормальных тканях приводит к нарушению важнейших процессов обмена веществ в организме и является одним из факторов, способствующих метастазированию опухолей [230].

Глюкоза. Метаболизм опухолевых клеток характеризуется высоким потреблением глюкозы [80, 176, 265]. Опухоль функционирует как «ловушка глюкозы», вследствие чего в организме опухоленосителя развивается гипогликемия и содержание глюкозы в нормальных тканях снижено [132].

Наряду с гликолитическим, во многих тканях животных имеется дополнительный путь превращения глюкозо-6-фосфата – пентозофосфатный цикл. В результате его функционирования происходит снабжение клеток рибозо-5-фосфатом и эритрозо-4-фосфатом, являющихся важными соединениями для биосинтеза нуклеотидов и нуклеиновых кислот. Показано, что в опухолевых клетках активируется обмен глюкозы по пентозофосфатному пути [83].

Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа (Г6ФДГ; КФ 1.1.1.49, D-Глюкозо-6-фосфат:NADP( 1-оксидоредуктаза) – ключевой фермент пентозофосфатного цикла, имеющий высокую специфичность к глюкозо-6-фосфату. Этот фермент, кроме глюкозо-6-фосфата, окисляет различные гексозы. Г6ФДГ обнаружена в эндоплазматическом ретикулуме клеток печени, почек и других органов.

Обнаружено увеличение активности фермента в гепатоме, опухолях молочных и слюнных желез, мозга и некоторых других [126, 189, 235]. Повышение активности фермента наблюдается в пренеопластической печени [147]. Кроме того, активность Г6ФДГ увеличивается в печени крыс-опухоленосителей W-256, SM-1, PC-1, в печени мышей с асцитной карциномой Эрлиха [38, 44, 112]. Таким образом, уровень активности Г6ФДГ может служить ранним индикатором канцерогенеза, что, несомненно, важно учитывать при проведении противоопухолевой терапии, поскольку многие цитостатические средства обладают мощными мутагенными и кластогенными эффектами.

3.2. Активность реакций гликолиза и пентозофосфатного цикла 
при введении производных L-глутамина и L-фенилаланина

Об интенсивности гликолитических процессов в печени крыс-опухоленосителей РС-1 при введении производных L-глутамина и L-фенилаланина судили по изменению активности ферментов ГК, Г6Фазы, ПК, ЛДГ. Известно, что рост карциносаркомы W-256, саркомы М-1 и альвеолярного рака печени РС-1 сопровождается резким повышением активности ГК и заметным снижением скорости Г-6-фосфатазной реакции в печени крыс [44]. 

В наших экспериментах выявлено снижение активности ГК в печени крыс-опухоленосителей РС-1: при введении глутамина (68 мг/кг) – на 56%,  НМП   AS2-1   (в дозе 125 мг/кг) –  на   42%,     композиции 1    (134 мг/кг) – на 41%, AS2-5 (194 мг/кг) – на 39% (табл. 3.1). В то же время, активность ГК увеличивается при воздействии фенилацетата (на 11%). Активность ПК под влиянием изучаемых соединений достоверно не изменяется.

В этом же эксперименте оценивали активность ЛДГ в митохондриях и цитоплазме печени. ЛДГ отражает интенсивность гликолитических процессов в тканях. 
Активность прямой ЛДГ (утилизирующей пируват) достоверно снижается в митохондриях при введении глутамина (на 67%) и НМП AS2-5 (на 50%), а в цитоплазме не изменяется под влиянием всех изучаемых соединений (табл. 3.2). В то же время, введение фенилацетата приводит к увеличению активности ЛДГ в митохондриях (на 39%) и гиалоплазме (на 57%).


Таблица 3.1 

Влияние производных  L-глутамина и L-фенилаланина (в/ж, 2 раза 
в день, с 10 по 19 сут) на активность ферментов гликолиза и пентозофосфатного цикла в печени крыс-опухоленосителей РС-1 (M(m)

	Условия опыта

(мг/кг)
	Гексокиназа

  (нмоль/мг/мин)
	Глюкозо-6-фосфатаза

(мкмоль Р/мг/30 мин)
	Пируваткиназа

(нмоль/мг/мин)
	Глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназа (нмоль/мг/мин)

	Контроль (NaCl)
	11,9(0,3
	0,60(0,05
	41(2
	8,4(0,3

	L-глутамин( 68)
	5,2(0,8(
	0,70(0,06
	36(3
	8,5(0,2

	Ацетилглутамин (88)
	10,6(0,9
	0,58(0,05
	35(4
	7,9(0,3

	Фенилацетат (107)
	13,3(0,4(
	0,63(0,06
	37(4
	7,8(0,4

	AS2-1 (125)
	6,9(0,7(
	0,75(0,04(
	47(3
	6,3(0,6(

	AS2-5 (194)
	7,3(0,4(
	0,60(0,07
	39(1
	7,3(0,7

	Композиция 1 (134)
	7,0(0,6(
	0,78(0,04(
	38(5
	6,0(0,4(


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Активность обратной ЛДГ (утилизирующей лактат) в митохондриях увеличивается при введении НМП AS2-1 (на 183%) и композиции 1 (на 167%), а в гиалоплазме достоверно не изменяется (табл. 3.2).

Таблица 3.2

Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина
 (в/ж, 2 раза в день, c 10 по 19 сут.) на активность 
лактатдегидрогеназы в печени крыс-опухоленосителей РС-1

(мкмоль НАД/мг белка/мин) (M(m)

	Условия опыта (мг/кг)
	Лактатдегидрогеназа (прямая)
	Лактатдегидрогеназа (обратная)

	
	митохондрии
	гиалоплазма
	митохондрии
	гиалоплазма

	Контроль (NaCl)
	18,0(0,03
	37,1(0,05
	6,2(0,015
	97,1(0,21

	L-глутамин (68)
	6,4(0,02(
	32,6(0,01
	5,64(0,007(
	69,0(0,01

	Ацетилглута-мин (88)
	16,3(0,01
	42,3(0,07
	9,59(0,022
	80,5(0,09

	Фенилацетат (107)
	25,1(0,01(
	58,4(0,01(
	9,03(0,015
	77,2(0,05

	AS2-1 (125)
	17,2(0,03
	42,1(0,02
	17,02(0,019(
	140,1(0,06

	AS2-5 (194)
	9,5(0,03(
	40,0(0,05
	10,05(0,015
	75,4(0,06

	Композиция 1 (134)
	17,8(0,04
	39,2(0,04
	16,11(0,032(
	131,0(0,16


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Важной характеристикой активности процессов гликолиза в тканях является определение уровня таких субстратов, как лактат, пируват, глюкоза и глюкозо-6-фосфат [134]. Известно, что в период прогрессии опухолевого роста в печени крыс-опухоленосителей снижается содержание свободной глюкозы и глюкозо-6-фосфата [131, 132, 265], что является отражением их дефицита вследствие усиленной утилизации этих субстратов растущей опухолью. Одновременно увеличивается содержание пирувата и лактата в печени и крови опухоленосителей [20]. В связи с этим определяли концентрации этих субстратов в печени и крови крыс-опухоленосителей РС-1, получавших глутамин, ацетилглутамин, фенилацетат, НМП AS2-1, AS2-5 и композицию 1.

Установлено, что введение ацетилглутамина, AS2-5, AS2-1 и композиции 1 приводит к повышению уровня свободной глюкозы в печени крыс-опухоленосителей РС-1 (на 19%, 19%, 25% и 31% соответственно), что может быть обусловлено активацией глюкозо-6-фосфатазной реакции и свидетельствует об ослаблении «гипогликемического давления» опухоли на организм (табл. 3.3) [78]. В то же время, содержание глюкозо-6-фосфата изменяется незначительно. При введении фенилацетата уровень этих субстратов в печени снижается (табл. 3.3). 

Таблица 3.3

Содержание некоторых субстратов углеводного обмена в печени 
крыс-опухоленосителей РС-1 при введении производных 

L-глутамина и L-фенилаланина (в/ж, 2 раза в день, с 10 по 19 сут.) (M(m)

	Условия

опыта
	Глюкоза (мкмоль/г)
	Глюкозо-6-

фосфат (мкмоль/г)
	Лактат

(мкмоль/г)
	Пируват

(мкмоль/г)

	Контроль (NaCl)
	3,6(0,2
	0,33(0,06
	4,58(0,3
	0,179(0,02

	L-глутамин
	3,8(0,2
	0,30(0,02
	3,88(0,26
	0,176(0,03

	Ацетилглутамин
	4,3(0,1(
	0,33(0,05
	4,39(0,34
	0,175(0,01

	Фенилацетат
	3,0(0,2(
	0,19(0,01(
	4,69(0,31
	0,184(0,02

	AS2-1
	4,5(0,1(
	0,31(0,04
	3,25(0,28(
	0,191(0,03

	AS2-5
	4,3(0,08(
	0,35(0,04
	3,48(0,25(
	0,182(0,02

	Композиция 1
	4,7(0,2(
	0,35(0,03
	3,37(0,22(
	0,194(0,01


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Содержание молочной кислоты в печени уменьшается после применения AS2-5, композиции 1 и AS2-1 и (на 24%, 26% и 29% соответственно). Это свидетельствует об активации процессов утилизации лактата. Уровень пировиноградной кислоты в печени под влиянием изучаемых соединений не изменяется (табл. 3.3). Незначительное увеличение содержания пировиноградной кислоты в печени крыс, получавших AS2-5, является, вероятно, следствием уменьшения ее утилизации в прямой ЛДГ-реакции.

В крови крыс-опухоленосителей РС-1 при введении AS2-5, AS2-1 и композиции 1 отмечено снижение содержания лактата (на 24%, 33% и 37% соответственно) и пирувата (на 43%, 65% и 66% соответственно) (табл. 3.4). При этом соотношение лактат/пируват в этих группах также уменьшается по сравнению с контрольными опухоленосителями. Уменьшение уровня пирувата в крови при неизменной активности ЛДГ, утилизирующей пируват, в печени может свидетельствовать о повышенной утилизации пирувата в других реакциях. Таким образом, выявленные изменения активности ГК, ЛДГ и содержания лактата и пирувата в печени и крови опухоленосителей РС-1 может свидетельствовать о перестройке обмена веществ при введении AS2-1, AS2-5 и композиции 1, которая направлена на снижение интенсивности процессов гликолиза и уменьшение гипоксии в тканях.

Таблица 3.4

Содержание лактата и пирувата в крови крыс-опухоленосителей 
РС-1 при введении производных L-глутамина и L-фенилаланина 

(в/ж, 2 раза в день, с 10 по 19 сут.) (M(m)

	Условия опыта
	Лактат

(мкмоль/мл)
	Пируват

(мкмоль/мл)
	Лактат/

пируват

	Контроль (NaCl)
	6,15(0,53
	0,48(0,036
	12,7

	L-глутамин
	5,08(0,47
	0,392(50,031
	13,0

	Ацетилглутамин
	5,47(0,32
	0,417(0,028
	13,1

	Фенилацетат
	6,09(0,38
	0,498(0,045
	12,2

	AS2-1
	2,18(0,31(
	0,325(0,030(
	6,7

	AS2-5
	3,48(0,27(
	0,371(0,023(
	9,4

	Композиция 1
	2,07(0,33(
	0,304(0,026(
	6,8


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Сходные изменения активности ферментов гликолиза выявлены в печени крыс-опухоленосителей W-256 (табл. 3.5). Применение AS2-5, композиции 1, AS2-1 и глутамина приводит к снижению активности ГК (на 36%, 41%, 50% и 57% соответственно). Активность обратной ЛДГ (утилизирующей лактат) в печени увеличивается при введении AS2-1 (на 74%), композиции 1 (на 61%) и снижается на 27% при введении глутамина.

Известно, что в печени крыс-опухоленосителей происходит активация пентозного цикла, связанная с усилением синтетических процессов в организме [112, 147]. Она обусловлена возросшей потребностью в субстратах, необходимых для синтеза нуклеотидов в интенсивно пролиферирующих клетках опухоли. Поэтому представляет интерес изучение активности Г6ФДГ – ключевого фермента пентозного цикла – после воздействия изучаемых соединений. Установлено, что активность фермента снижается в печени крыс-опухоленосителей РС-1, получавших НМП AS2-1 (на 25%) и композицию 1 (на 29%) (см. табл. 3.1). Эти адаптивные изменения активности Г6ФДГ, индуцируемые введением AS2-1 и композиции 1, свидетельствуют о тенденции к нормализации процесса окисления углеводов в печени, в результате чего может снизиться интенсивность синтетических процессов в опухоли вследствие недостатка пентоз для синтеза нуклеотидов.

Таблица 3.5

Влияние производных  L-глутамина и L-фенилаланина 

(в/ж, 2 раза в день, со 2 по 9 сут.) на активность ферментов гликолиза 

в печени крыс-опухоленосителей W-256 (M(m)

	Условия опыта 

(мг/кг)
	Гексоки-

наза

(нмоль/

мг/мин)
	Глюкозо-6-фосфатаза

(мкмоль Р/мг/30 мин)
	Пируват-

киназа

(нмоль/

мг/мин)
	Лактатде-

гидрогеназа (обратная)

(нмоль/

мг/мин)

	Контроль (NaCl)
	10,3(1,49
	0,46(0,05
	1,86(0,21
	4,72(0,28

	L-глутамин (68)
	4,38(1,02(
	0,38(0,05
	1,54(0,23
	3,43(0,22(

	Ацетилглутамин  (88)
	7,93(1,47
	0,32(0,06
	1,32(0,08(
	4,50(0,53

	Фенилацетат (107)
	12,78(2,25
	0,35(0,04
	1,85(0,21
	4,35(1,14

	AS2-1 (125)
	5,17(0,91(
	0,45(0,06
	1,47(0,36
	8,21(0,43(

	AS2-5 (194)
	6,61(0,53(
	0,38(0,07
	1,43(0,08
	5,3(0,41

	Композиция 1 (134)
	6,09(1,03(
	0,42(0,06
	1,75(0,12
	7,58(0,25(


( P ( 0,05 при сравнении с контролем

Приведенные данные дают основание говорить о том, что в печени крыс-опухоленосителей РС-1 при введении AS2-1 и композиции 1 снижается активность реакций гликолиза и пентозофосфатного цикла. При введении AS2-5, AS2-1 и композиции 1 уменьшается наработка лактата и повышается концентрация свободной глюкозы в печени, снижается концентрация лактата и пирувата в крови. Эти изменения могут способствовать восстановлению нарушенного энергетического обмена в нормальных тканях организма и снижению напряженности компенсаторных механизмов, поддерживающих постоянство направленности реакций углеводного обмена. 

3.3. Азотистый обмен и ферменты трансаминирования 

в процессе опухолевого роста
Известно, что злокачественный рост сопровождается отрицательным азотистым балансом в организме, развивающимся вследствие низкой активности реакций обмена аминокислот и конкурентных взаимоотношений между опухолью и организмом [131, 132]. Эти взаимоотношения проявляются в способности опухолевых клеток использовать в качестве пластического материала продукты катаболизма тканевых белков, в том числе и аминокислоты, индуцируя формирование их функционального дефицита в организме опухоленосителя [90]. В крови онкологических больных и у животных с опухолью значительно увеличивается содержание аммиака и мочевины, образующихся при катаболизме белков [46]. Скорость мочевинообразования в печени опухоленосителя оказывается недостаточной для полного устранения аммиака, который оказывает неблагоприятное воздействие на состояние физиологических и метаболических процессов. Накапливающийся в клетках аммиак блокирует цикл Кребса, что ведет к нарушению окислительно-восстановительных процессов в организме [46]. Активизация процессов протеолиза сопровождается снижением массы тела [80,159]. 

Большинство природных аминокислот подвергается в организме процессам трансаминирования, дезаминирования и декарбоксилирования [14]. Реакции трансаминирования обеспечивают перераспределение азота в организме, биосинтез мочевины, процессы синтеза и распада аминокислот, участвуют в регуляции клеточного дыхания и гликолиза. В органах и тканях млекопитающих имеется ряд специфических трансаминаз, обратимо переносящих аминогруппу глутаминовой кислоты на большое число различных (-кетокислот [12].

Аминотрансферазы: аланинаминотрансфераза (АлАТ; КФ 2.6.1.2, L-Аланин:2-оксоглутарат аминотрансфераза) катализирует обратимую реакцию трансаминирования между аланином и (-кетоглутаровой кислотой; аспартатаминотрансфераза (АсАТ; КФ 2.6.1.1, L-Аспартат:2-оксоглутарат аминотрансфераза) катализирует обратимую реакцию трансаминирования между аспартатом и (-кетоглутаровой кислотой.

Установлено, что реакции трансаминирования в ткани опухоли менее интенсивны, чем в аналогичных нормальных тканях (печень, почки, мышцы). Единственной ферментной системой трансаминирования, активность которой в опухолях сохраняется на близких к нормальному уровню значениях, является АсАТ [13]. Активность АлАT в опухолевой ткани коррелирует с ростом опухоли. Так, в трансформированной печени животных активность фермента снижается [13, 14].

Анализ литературных данных не позволяет однозначно утверждать, что AлАТ и AсАT являются опухолевыми маркерами. Результаты исследований, полученные рядом авторов, свидетельствуют о том, что активность этих ферментов в плазме крови повышена при злокачественных заболеваниях печени [204, 256, 270], молочной железы, асцитной лейкемии [219, 269]. Кроме того, повышенный уровень AлАT и AсАT в плазме крови больных с циррозом печени или гепатитом коррелирует с увеличением риска развития рака печени по сравнению с больными с тем же диагнозом, но имеющими нормальный уровень активности ферментов [157, 188, 295]. Высокая активность AлАT в плазме крови является также фактором риска рецидивов гепатоклеточной карциномы [192, 271].

Таким образом, трансаминазы широко применяются в лабораторной диагностике патологических процессов [33, 74]. Кроме того, активность трансаминаз в плазме крови увеличивается при введении токсических соединений [155, 179, 306]. В связи с этим данный показатель может быть использован в качестве критерия оценки токсических эффектов при проведении химиотерапии [201, 220].

3.4. Азотистый обмен и активность реакций трансаминирования при введении производных L-глутамина и L-фенилаланина

Активность трансаминаз в печени и плазме крови при введении производных L-глутамина и L-фенилаланина

Трансаминирование играет ключевую роль в промежуточном обмене, обеспечивая синтез и разрушение отдельных аминокислот в организме и регулируя поступление кетокислот в цикл Кребса [12, 46]. Кроме того, трансаминирование имеет существенное значение в обеспечении цикла мочевины аспартатом. Поэтому мы исследовали трансаминазную активность в печени и плазме крови крыс-опухоленосителей РС-1, получавших производные L-глутамина и L-фенилаланина. 

Результаты эксперимента, представленные в таблице 3.6, показывают, что внутрижелудочное введение ацетилглутамина, НМП AS2-1, AS2-5 и композиции 1 (в эквимолярных дозах) сопровождается снижением активности АлАТ в гиалоплазме и митохондриях печени. Так, в группе животных, получавших AS2-5, композицию 1, ацетилглутамин, AS2-1, активность фермента в гиалоплазме снижается на 28%, 35%, 36%, 46% соответственно. Достоверное снижение активности АлАТ в митохондриях печени отмечено при введении AS2-1 (на 32%) и композиции 1 (на 35%). Эти изменения выражают, вероятно, адаптивные перестройки, направленные на нормализацию уровня пирувата в печени и крови крыс-опухоленосителей РC-1.

Активность АсАТ в митохондриях и гиалоплазме не изменяется. Только при введении фенилацетата отмечено увеличение активности цитоплазматической АсАТ (табл. 3.6). Таким образом, в большей степени изменяется аланиновая аминотрансфераза.
Таблица 3.6

Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина 
(в/ж, 2 раза в день,  с 10 по 19 сут.) на активность 
аспартат- и аланинаминотрансфераз в печени крыс-опухоленосителей РС-1 (нмоль/мин/мг белка) (M(m)

	Условия опыта

(мг/кг)
	Аспартат-

аминотрансфераза
	Аланин-

аминотрансфераза

	
	митохон-дрии
	гиалоплаз-ма
	митохон-дрии
	гиалоплаз-ма

	Контроль (NaCl)
	24,1(1,9
	73,4(6,9
	16,8(1,9
	137,3(9,0

	L-глутамин (68)
	20,0(1,3
	72,8(3,9
	15,0(1,2
	143,8(9,5

	Ацетилглутамин (88)
	20,4(2,1
	75,0(3,3
	12,8(1,4
	88,6(9,0(

	Фенилацетат (107)
	20,2(2,3
	106,5(9,6(
	15,5(1,2
	128,0(8,7

	AS2-1 (125)
	26,0(2,4
	78,8(9,1
	11,4(0,4(
	74,4(7,1(

	AS2-5 (194)
	21,0(1,3
	75,3(8,5
	13,8(0,7
	99,5(8,4(

	Композиция1 (134)
	25,6(2,0
	73,4(3,4
	11,0(0,4(
	95,2(7,8(



( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Особый интерес представляет изучение активности трансаминаз в плазме крови крыс-опухоленосителей. Этот показатель может быть использован в качестве критерия оценки токсических эффектов при проведении химиотерапии [155, 201, 220, 306]. В нашем эксперименте введение глутамина, ацетилглутамина, AS2-1, AS2-5, композиции 1 не приводит к изменению активности АлАТ и АсАТ в плазме крови экспериментальных животных (табл. 3.7). В то же время при воздействии фенилацетата обнаружен рост активности АсАТ (на 31%) и АлАТ (на 19%).

Таблица 3.7

Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина (в/ж, 2 раза 

в день, с 10 по 19 сут.) на активность аспартат- и аланинаминотрансфераз

в плазме крови крыс-опухоленосителей РС-1 (нмоль/мин/мг белка/) (M(m)

	Условия опыта

(мг/кг)
	Аспартат-

аминотрансфераза
	Аланин-

аминотрансфераза

	Контроль (NaCl)
	0,39(0,03
	0,17(0,01

	L-глутамин (68)
	0,41(0,04
	0,18(0,02

	Ацетилглутамин (88)
	0,44(0,02
	0,19(0,04

	Фенилацетат (107)
	0,51(0,03(
	0,20(0,007(

	AS2-1 (125)
	0,41(0,02
	0,18(0,02

	AS2-5 (194)
	0,39(0,03
	0,17(0,02

	Композиция 1 (134)
	0,45(0,03
	0,18(0,01


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Активность АлАТ при введении AS2-1 и цитостатиков

В другой серии опытов на крысах-опухоленосителях SM-1 исследовали изменения АлАТ на фоне раздельного и совместного введения AS2-1 с применяемыми в клинике цитостатиками (циклофо-сфаном, платидиамом, навельбином, этопозитом). Контрольные опухоленосители получали AS2-1 (в/бр, 250 мг/кг, со 2 по 6 сут.). Опухоленосителям других групп на 2-й и 5-й день вводили один из цитостатиков (в/бр) в терапевтических дозах: циклофосфан (100 мг/кг), платидиам (4 мг/кг), этопозит (2,3 мг/кг), навельбин (4,7 мг/кг) ( отдельно или совместно с AS2-1 (применяемым в том же режиме, что и для контрольных опухоленосителей). В ходе эксперимента выявлена одинаковая степень изменения АлАТ при совместном введении AS2-1 с каждым из цитостатиков по сравнению с животными, получавшими только цитостатики (рис. 3.1).
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Рис. 3.1 Активность аланинаминотрансферазы в плазме крови крыс-опухоленосителей SM-1 при введении AS2-1 и цитостатиков (ЦФ-циклофосфан, ПТ-платидиам, НЛ-навельбин, ЭТ-этопозит)

Некоторые показатели азотистого обмена в печени и плазме крови при введении AS2-1 и глутамина
Известно, что в организме опухоленосителя происходит нарушение азотистого обмена в целом (как следствие распада тканевых белков) и промежуточного обмена аминокислот и процессов формирования их внутриклеточного фонда [2, 297]. Анализ аминокислотного пула позволяет также  судить о процессах накопления, механизме действия и утилизации вводимых соединений [47, 48]. В связи с этим исследовали содержание мочевины, аммиака, глутамина, аспартата и орнитина в печени и крови крыс-опухоленосителей РС-1 при введении AS2-1 и глутамина.

Доказано, что применение AS2-1 способствует более эффективному обезвреживанию аммиака. Так, при введении AS2-1 в печени и плазме крови крыс с опухолью РС-1 значительно снижается содержание аммиака (на 48% и 53% соответственно) (табл. 3.8). Эти изменения могут быть обусловлены: 1) активацией процессов мочевинообразования в печени; 2) уменьшением катаболизма белков в организме опухоленосителя. Одновременно содержание аммиака в ткани опухоли увеличивается на 23%, что может быть следствием апоптоза опухолевых клеток.

Таблица 3.8

Содержание некоторых свободных аминокислот и их производных 

в печени (нмоль/г) и плазме крови (нмоль/мл) крыс-опухоленосителей РС-1 при введении глутамина (136 мг/кг) и AS2-1 (250 мг/кг)

(в/ж, 2 раза в день, c 10 по 19 сут.) (M(m)

	Показатель
	Печень
	Плазма

	
	контроль
	глутамин
	AS2-1
	контроль
	глутамин
	AS2-1

	Аспартат
	4,43(0,21
	4,47(0,32
	3,72(0,17(
	55,78(8,59
	45,11(5,54
	45,28(2,29

	Аланин
	2,01(0,26
	1,05(0,11(
	0,95(0,14(
	759,0(79,1
	564,8(36,4(
	514,3(45,5(

	Глутамат
	4,01(0,67
	3,95(0,34
	4,19(0,18
	189,4(31,8
	155,6(15,8
	166,8(14,2

	Глутамин
	4,63(0,42
	4,95(0,30
	4,62(0,15
	3178(294
	2829(108
	2957(133

	Мочевина
	1,48(0,17
	2,19(0,63
	2,64(0,42(
	392,6(28,7
	359,8(29,3
	302,1(47,9

	Аммиак
	4,88(0,43
	4,64(0,41
	3,02(0,34(
	859,1(73,4
	632,0(51,1
	405,3(82,0(

	Орнитин
	0,22(0,021
	0,20(0,03
	0,15(0,017(
	219,2(38,5
	229,3(41,8
	174,9(25,6


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Содержание мочевины – основного конечного продукта азотистого обмена – в плазме крови крыс-опухоленосителей РС-1, получавших AS2-1, изменяется незначительно (табл. 3.8). В то же время в печени концентрация мочевины увеличивается на 78%, что может свидетельствовать о возрастании скорости мочевинообразования и эффективном обезвреживании аммиака. Это положение подтверждается данными о содержании орнитина и аспартата, необходимых для функционирования цикла мочевинообразования. В печени опухоле-носителей РС-1 после применения AS2-1 снижается уровень орнитина и аспартата (при том, что использование аспартата в реакции транса-минирования не изменяется) (табл. 3.8). Снижение уровня орнитина и аспартата может быть связано с использованием их в реакциях синтеза мочевины. При сопоставлении активности АлАТ в печени и уровня аланина отмечено снижение активности фермента (на 46%) и содержания аланина в печени (на 32%) и в плазме крови (на 52%).

Таким образом, введение AS2-1 крысам-опухоленосителям РС-1 сопровождается активацией процессов мочевинообразования. Аналогичные данные получены при изучении отдельных показателей азотистого обмена у крыс-опухоленосителей W-256. Введение AS2-1 (250 мг/кг) приводит к снижению концентрации аммиака в печени (на 24%) и плазме крови (на 40%), а уровень мочевины увеличивается в печени на 205% (табл. 3.9). Одновременно в печени снижается концентрация аспартата (на 36%), а в плазме крови – концентрация аспартата (на 39%) и орнитина (на 37%). Эти изменения свидетель-ствуют об активации процессов мочевинообразования в печени крыс-опухоленосителей W-256 после применения композиции AS2-1.

Таблица 3.9

Содержание некоторых свободных аминокислот 

и их производных в печени (нмоль/г) и плазме крови (нмоль/мл) 

крыс-опухоленосителей W-256 при введении глутамина (136 мг/кг)

 и AS2-1 (250 мг/кг)(в/ж, 2 раза в день, cо 2 по 9 сут.) (M(m)

	Показатель
	Печень
	Плазма

	
	контроль
	глутамин
	AS2-1
	контроль
	глутамин
	AS2-1

	Аспартат
	5,46(0,27
	4,02(0,64
	3,90(0,18(
	27,88(2,62
	18,89(3,60
	17,27(2,35(

	Аланин
	3,86(0,19
	1,92(0,51
	1,63(0,43
	521,0(46,5
	289,8(96,1
	453,1(89,7

	Глутамат
	3,10(0,03
	2,55(0,42
	4,07(0,12(
	288,2(23,2
	189,9(30,7(
	292,3(71,9

	Глутамин
	4,68(0,14
	3,76(0,29(
	3,42(0,95
	1614(271
	673,9(49,3
	356,8(58,2(

	Мочевина
	0,60(0,04
	1,18(0,59
	2,14(0,31(
	468,7(76,5
	436,3(65,1
	558,2(38,2

	Аммиак
	5,11(0,44
	4,28(0,10
	3,86(0,21(
	1023,9(71,4
	955,1(94,2
	615,0(21,0(

	Орнитин
	0,26(0,02
	0,25(0,03
	0,20(0,06
	44,3(4,74
	49,8(13,0
	32,1(1,63(


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Содержание глутамина в плазме крови, печени и ткани опухоли при введении AS2-1

В организме существует механизм «метаболической регуляции» деления клетки. Во время прохождения клетками пути от митоза до митоза наблюдается критический момент (точка ограничения R), зависимый от концентрации глутамина, глицина, изолейцина [5]. В момент R в клетках, находящихся в фазе G1, срабатывает специфический регуляторный механизм переключения из состояния покоя в состояние деления и обратно. Поскольку опухолевые клетки более зависимы от присутствия глутамина (по сравнению с нормальными клетками) и не cпособны его синтезировать, то они становятся более зависимыми от этого механизма регуляции [160, 180, 200, 210]. В связи с этим изучали влияние AS2-1 на экспериментальные опухоли (W-256, SM-1, PC-1), рост которых в разной степени зависит от экзогенного поступления глутамина. Так, уровень глутамина в карциносаркоме W-256 составляет 0,79 нмоль/г ткани, а в опухоли          РС-1 – 0,22 нмоль/г ткани.

Установлено, что применение AS2-1 приводит к изменению характера распределения глутамина между печенью, кровью и опухолью в организме крыс-опухоленосителей W-256, SM-1, PC-1. Введение AS2-1 крысам-опухоленосителям W-256 (в/ж, 250 мг/кг, в течение 7 дней) сопровождается снижением уровня глутамина в опухоли и плазме крови (на 52% и 78% соответственно). При введении AS2-1 крысам-опухоленосителям SM-1 (в/ж, 250 мг/кг, в течение 10 дней) и РС-1 (в/ж, 250 мг/кг, в течение 10 дней) наиболее отчетливо это снижение проявляется в ткани опухоли (на 43% и 45% соответственно).

Одновременно в плазме крови и печени опухоленосителей W-256 суммарное содержание аминокислот, конкурирующих с глутамином за общую систему трансмембранного переноса (аланин, серин, триптофан, лейцин, изолейцин, тирозин, гистидин, метионин, глицин) снижается (на 40% и 31% соответственно). В самой опухоли этот показатель увеличивается на 20%.

В печени и плазме крови крыс-опухоленосителей SM-1 и РС-1 суммарное содержание указанных аминокислот, наоборот, существенно не изменяется и снижается только в опухолевой ткани (на 20% и 18% соответственно). Кроме того, введение AS2-1 сопровождается исчезновением существующей у контрольных опухоленосителей отрицательной коррелятивной зависимости (r=(0,98) между содержанием глутамина в печени и опухолевой ткани, то есть применение AS2-1 препятствует избирательному накоплению глутамина в опухоли.

Таким образом, в «глутаминзависимой» опухоли W-256 отмечено наибольшее снижение уровня глутамина и увеличение уровня аминокислот, конкурирующих с ним за общую систему трансмембранного переноса. Полученные данные могут служить подтверждением «антиглутаминового» механизма действия НМП, который заключается в создании функционального дефицита глутамина в опухоли, что чрезвычайно важно с точки зрения регуляции деления опухолевых клеток. 

В исследованиях последних лет также отмечено, что транспорт глутамина через клеточную мембрану обоснованно может быть рассмотрен в качестве мишени для терапевтического воздействия при лечении онкозаболеваний [161, 197, 225, 254]. «Антиглутаминовый» эффект может опосредоваться через протеинкиназу С [231, 254]. Протеинкиназа С (ПКС) рассматривается как один из центральных участников процесса злокачественной трансформации клетки, ответственный за процессы пролиферации и дифференцировки опухолевых клеток [42, 245, 299, 309]. Этот фермент участвует в регуляции многих процессов клеточного метаболизма. Поэтому изменение трансмембранного переноса глутамина в опухолевых клетках может приводить к запуску множества физиологических эффектов [197, 229, 231, 254].

Можно предположить следующую гипотетическую схему механизма действия производных L-глутамина и L-фенилаланина:

изменение транспорта глутамина через клеточную мембрану


активация фосфолипазы С


 гидролиз фосфатидилинозитолбифосфата


диацилглицерин (внутриклеточный мессенджер, активирующий ПКС)


 изменение активности ПКС


изменение синтеза белка и другие эффекты.
3.5. Щелочная фосфатаза в процессе опухолевого роста

Щелочная фосфатаза (ЩФ; КФ 3.1.3.1, фосфогидролаза моноэфиров ортофосфорной кислоты) – фермент с оптимумом активности в щелочной области (рН около 9). Фермент гидролизует фосфодиэфирные связи в производных алифатических спиртов (глицерофосфаты), фенолов (фенолфосфаты), циклических спиртов (нафтилфосфаты, фенолфталеин-фосфаты), а также в нуклеозидфосфатах и неорганических пирофосфатах. ЩФ принадлежит исключительно важная роль в клеточном метаболизме. Это подтверждают данные о присутствии ее почти во всех биологических жидкостях и тканях организма [137]. Высокое содержание ЩФ характерно для тканей с активным транспортом – для эпителия почечных канальцев, слизистой оболочки тонкого кишечника и желудка, остеоцитов и остеобластов [126].

ЩФ играет важную роль в развитии адаптивных и патологических реакций [50, 119, 130]. В опухолях многих костных и мягких тканей установлены изменения ряда свойств ЩФ по сравнению с гомологичными нормальными тканями [70, 154, 163, 247]. Общая активность ЩФ повышена в плазме крови больных раком молочной железы [143], раком простаты [261], остеосаркомой [260], гепатомой, лейкемией и лимфомой [272]. Низкая активность фермента у больных с остеосаркомой и раком простаты коррелирует с более благоприятным прогнозом в процессе лечения (по выживаемости и другим параметрам) [260, 261]. Повышенная активность ЩФ в плазме крови обнаружена у 40% больных раком яичника, 22% больных раком шейки матки и 41% больных раком эндометрия [21]. 

В исследованиях на животных показано, что возрастание активности ЩФ в печени и плазме крови происходит в процессе канцерогенеза [258]. Активность ЩФ значительно увеличена в гомогенатах печени и почек крыс с фибросаркомой и мышей с асцитной карциномой Эрлиха [244, 274].

Таким образом, ЩФ может быть использована в качестве неспецифического маркера наличия опухоли [263]. Этот показатель используют также для оценки токсичности лекарственных препаратов [312]. В случае значительной токсичности препарата, вводимого в организм, активность фермента в плазме крови увеличивается [34, 46].

3.6. Активность фосфатаз при введении производных 

L-глутамина и L-фенилаланина

В эксперименте на крысах-опухоленосителях W-256 изучали активность ЩФ в плазме крови на фоне совместного применения         AS2-1 с циклофосфаном. AS2-1 вводили через 24 часа после перевивки опухоли (в/бр, 250 мг/кг, в течение 5 дней), циклофосфан – на 5-й      день (в/бр, 100 мг/кг). Показано, что при совместном введении                AS2-1 с циклофосфаном активность ЩФ, также как и при                введении одного цитостатика, увеличивается в плазме крови на 30% (рис. 3.2). Полученные данные показывают, что при совместном применении с AS2-1 не происходит усиления токсического действия циклофосфана.
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Рис. 3.2. Активность щелочной фосфатазы в плазме крови 
крыс-опухоленосителей W-256 при введении AS2-1 и циклофосфана

В следующем эксперименте определяли коэффициент соотношения КФ/ЩФ при введении AS2-1 (250 мг/кг, 8 дней) и композиции 1 (268 мг/кг, 8 дней) крысам-опухоленосителям W-256. Этот показатель является патогенетически значимым для процессов развития опухоли (он увеличивается при злокачественном росте по сравнению с нормой), что предполагает его использование для контроля эффективности противоопухолевого лечения [82]. Установлено, что соотношение КФ/ЩФ в группе животных, получавших AS2-1 и композицию 1 составляет 33% и 29% от этого показателя у контрольных опухоленосителей (рис. 3.3).
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Рис. 3.3. Соотношение кислая фосфатаза / щелочная фосфатаза

в плазме крови крыс-опухоленосителей W-256

при введении AS2-1 и композиции 1


3.7. Активность ферментов цикла трикарбоновых кислот при введении производных L-глутамина и L-фенилаланина

Цикл Кребса занимает центральное положение в метаболизме клетки, поскольку в нем завершаются процессы полного окисления углеводов, белков и жиров [83, 127].  При изучении метаболических эффектов противоопухолевых соединений необходимо оценивать активность ферментов, участвующих в функционировании этого цикла. Для оценки влияния производных L-глутамина и L-фенилаланина на активность ферментов цикла Кребса в печени (в митохондриях и гиалоплазме) крыс-опухоленосителей РС-1 определяли активность НАДФ-зависимой изоцитратдегидрогеназы и НАД-зависимой малатдегидрогеназы. Известно, что в печени животных с различными перевивными опухолями активность этих дегидрогеназ снижена по сравнению с нормальной тканью [6, 32, 175, 285]. Установлено, что введение глутамина, ацетилглутамина, фенилацетата, AS2-1, AS2-5 и композиции 1 (в эквимолярных дозах) приводит к снижению активности ИДГ в митохондриях печени (на 30%, 33%, 32%, 24%, 27%, 32% соответственно) (табл. 3.10). Активность цитоплазматической ИДГ при этом не изменяется. 

Таблица 3.10

Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина 

(в/ж, 2 раза в день, с 10 по 19 сут.) на активность 

малат- и изоцитратдегидрогеназ в печени крыс-опухоленосителей 
РС-1(M(m)

	Условия опыта (мг/кг)
	Малатдегидрогеназа       (нмоль НАД/мг /мин)
	Изоцитратдегидрогеназа (нмоль НАДФН/мг/мин)

	
	митохондрии
	гиалоплазма
	митохондрии
	гиалоплазма

	Контроль (NaCl)
	12,1(1,03
	80,4(7,81
	37,1(2,40
	117,2(8,4

	L-глутамин (68)
	17,5(1,32(
	79,1(4,70
	26,1(1,19(
	122,5(4,6

	Ацетилглу-тамин (88)
	11,2(2,70
	93,4(7,78
	24,8(1,88(
	116,2(3,7

	Фенилацетат (107)
	7,5(0,59(
	58,1(4,12(
	25,3(0,79(
	115,9(5,0


	AS2-1 (125)
	12,0(5,10
	78,6(3,24
	28,3(1,31(
	102,4(5,1

	AS2-5 (194)
	13,4(1,84
	74,0(4,43
	27,0(1,10(
	114,3(8,7

	Композиция1 (134)
	9,7(0,89
	74,7(5,36
	25,3(1,62(
	110,5(6,0


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем
Активность МДГ при введении исследуемых соединений практически не изменяется. Снижение активности фермента в митохондриях печени (на 38%) и в гиалоплазме (на 37%) отмечено только при применении фенилацетата. Введение глутамина приводит к увеличению активности митохондриальной МДГ на 45%.

Полученные данные свидетельствуют о том, что НАДФ-зависимая ИДГ более чувствительна к действию производных L-глутамина и L-фенилаланина. Отсутствие изменений активности МДГ и некоторое снижение активности митохондриальной ИДГ в печени крыс-опухоленосителей РС-1 указывает на то, что интенсивность процессов генерации энергии при введении производных L-глутамина и L-фенилаланина существенно не изменяется по сравнению с контрольными опухоленосителями и снижена по сравнению с интактными крысами. Это объясняется тем, что окислительно-восстановительное соотношение НАД+/НАДН, контролирующее активность изучаемых дегидрогеназ [28], в печени крыс-опухоленосителей снижается в процессе онкогенеза [80]. Даже после регрессии опухоли активность ИДГ и МДГ в печени крыс с саркомой 45 значительно снижена по сравнению с интактными животными [80]. Фенилацетат ингибирует активность МДГ и ИДГ в исследуемых фракциях. Вследствие этого может нарушаться перенос восстановительных эквивалентов от цитозольного НАДН в митохондриальный матрикс клеток печени.

Результаты исследования метаболических эффектов AS2-1, AS2-5 и композиции 1 свидетельствуют о специфическом регуляторном действии этих производных L-глутамина и L-фенилаланина на метаболические процессы в организме крыс-опухоленосителей W-256 и РС-1 [95]. 
Применение указанных композиций приводит к изменениям активности ферментов и концентраций субстратов углеводного и азотистого обмена, противоположным по направленности изменениям, индуцированным опухолевым ростом. Это может ослаблять негативное действие опухоли на организм и, в конечном счете, способствовать повышению противоопухолевой резистентности. В пользу этого предположения свидетельствует тот факт, что эти изменения коррелируют с торможением роста опухолей РС-1 и W-256. Регуляторное действие производных L-глутамина и L-фенилаланина на метаболические процессы, возможно, опосредует реализацию их противоопухолевого действия. В научной литературе также приводятся данные об адаптивных изменениях ферментов печени и плазмы крови (ЛДГ, АлАТ, АсАТ, ЩФ), коррелирующие с эффективностью лечения          у крыс с фибросаркомой [305] и у мышей с АКЭ [274], которые трактуются авторами как нормализация метаболизма в организме опухоленосителя.

В экспериментах по изучению влияния AS2-1 на аминокислотный фонд тканей опухоленосителей W-256, SM-1, PC-1 получены данные, подтверждающие «антиглутаминовый» механизм действия изученных производных L-глутамина и L-фенилаланина, который заключается в создании функционального дефицита глутамина в опухолях, – что чрезвычайно важно с точки зрения регуляции деления опухолевых клеток [5, 184]. 
Установлено, что применение AS2-1 приводит к изменению характера распределения глутамина между печенью, кровью и опухолью в организме крыс-опухоленосителей W-256, SM-1, PC-1 [76, 77, 78]. Наибольшее снижение уровня глутамина и увеличение уровня аминокислот, конкурирующих с ним за общую систему трансмембранного переноса, при введении AS2-1 выявлено в «глутаминзависимой» опухоли W-256. Таким образом, при анализе возможных механизмов действия НМП нельзя не учитывать перестройку обменных процессов в организме опухоленосителя, вызываемых введением исследуемых соединений.

ГЛАВА 4

ТОКСИЧНОСТЬ ПРОИЗВОДНЫХ  L-ГЛУТАМИНА 
И L-ФЕНИЛАЛАНИНА

4.1. Токсичность производных L-глутамина и L-фенилаланина

В связи с тем, что противоопухолевые препараты, как правило, оказывают ряд нежелательных побочных эффектов, при изучении их противоопухолевой активности важным критерием отбора является токсичность. Под явлением токсичности подразумевают сумму воздействий вещества, которая изменяет нормальную биологическую деятельность организма в патологическом направлении [135]. Токсичность является суммой качественно различных токсических воздействий. Опухоль оказывает дистанционное влияние на метаболизм в нормальных органах и тканях. При этом интенсифицируются процессы катаболизма тканевых белков, что приводит к образованию эндогенных токсических веществ и развитию синдрома эндогенной интоксикации (СЭИ). Применение цитостатиков при лечении опухолевых процессов вызывает разрушение не только опухолевых клеток, но, в определенной степени, и повреждение нормальных тканей, что усугубляет токсемию, развивающуюся в ходе прогрессии опухолевого процесса в организме. Накопление эндотоксинов в системе кровообращения приводит к нарушению различных звеньев гомеостаза. Токсические проявления химиотерапии ухудшают качество жизни больных и вынуждают прерывать курс лечения, либо существенно снижать дозы вводимых препаратов.

Выделяют следующие эффекты, обусловленные токсическим действием химиотерапии: местнораздражающее действие (флебиты, дерматиты и др.); системные осложнения (миелосупрессия, диспепсический синдром, поражение кожи, нарушение репродуктивной функции, нейротоксичность, нарушение функции печени и почек, других органов); осложнения, связанные с иммунным дисбалансом (иммунодепрессивное действие, аллергические и аутоиммунные реакции) [104]. Некоторые из этих эффектов проявляются сразу  или в течение первых суток: тошнота, рвота, диарея, лихорадка, гипотензивный синдром. Ближайшие проявляются  в течение 7–10 дней (миелосупрессия, токсические поражения органов). Отсроченные эффекты возможны через несколько недель и более после окончания курса лечения.

Нарушение гемопоэза является наиболее частым проявлением токсического действия цитостатиков [60, 104]. Во время курса лечения необходимо проводить контроль показателей периферической крови – одного из главных критериев оценки токсичности противоопухолевых препаратов.

Фармакокинетические  исследования распределения  меченого НМП А-10 в  организме крыс показали, что максимальная концентрация вещества в крови регистрируется через 2–3 часа после его орального введения, тогда как в моче – через 3,5–4 часа. [248,311]. Через 6 часов после орального введения крысам НМП А-10, он регистрируется: в крови (61–69%), желудке (28–37%), содержимом тонкого кишечника (2–3%). Изучение органного распределения НМП А-10 свидетельствует о значительной кумуляции его в тонком кишечнике, почках, мочевом пузыре. Меньшая концентрация препарата отмечена в печени, мозге, легких, желудке, сердце и селезенке. 

Исследования на животных показали низкую токсичность НМП. Так, при интраперитонеальном введении мышам НМП А-2 в дозе от 0,107 до 1,3 г/кг в течение 270 дней не отмечено значительных патологических и морфологических отклонений [173]. По данным A.Q. Ashraf и соавторов [248] НМП А-10  не вызывает признаков токсичности у мышей, получавших препарат  на протяжении 1 года. LD50 НМП AS2-1 и AS2-5 составляет соответственно 2,83 и 2,9 г/кг [166].

Клинические испытания выявили хорошую переносимость НМП онкобольными. Токсическое действие низкомолекулярных пептидов  было слабо выраженным, непродолжительным и не требовало прерывания лечения [171, 233, 300]. Во время монотерапии НМП токсические проявления наблюдали лишь у 10–15% больных и наиболее характерными симптомами были: лихорадка, мышечная, головная или суставная боль, тошнота, рвота, сыпь, головокружение, тахикардия, нарушение сердечного ритма, повышение давления. Во время проведения курсов терапии НМП отмечено также увеличение количества лейкоцитов [170].

4.2. Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина 

на массу внутренних органов крыс-опухоленосителей PC-1 и SM-1

Известно, что одним из критериев токсического действия веществ на организм является снижение массы тела и изменение средней массы внутренних органов в результате интоксикации организма и развития анорексии [49]. 

Мы проанализировали изменение массы тимуса, селезенки, почек и надпочечников у крыс-опухоленосителей РС-1 после внутрижелудочного введения им в течение 10 дней (2 раза в день) глутамина (68 мг/кг), ацетилглутамина (88 мг/кг), AS2-1 (125 мг/кг), AS2-5 (194 мг/кг), композиции 1 (134 мг/кг)  и фенилацетата (107 мг/кг) в дозах, проявляющих противоопухолевую активность (табл. 4.1).

Таблица 4.1

Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина 

(в/ж, с 10 по 19 сут.) на массу внутренних органов крыс-опухоленосителей РС-1 (M(m)

	Условия  опыта (мг/кг)
	Тимус, 

г
	Селезенка, г
	Почки, 

г
	Надпочеч-ники, г

	Контроль (NaCl)
	0,28(0,033
	1,07(0,064
	1,23(0,045
	0,060(0,004

	L-глутамин (68)
	0,34(0,027
	1,24(0,185
	1,22(0,029
	0,050(0,004

	Ацетилглутамин (88)
	0,37(0,037(
	0,96(0,104
	1,19(0,033
	0,066(0,003

	Фенилацетат (107)
	0,28(0,022
	0,86(0,024(
	1,44(0,035(
	0,048(0,003(

	AS2-1 (125)
	0,29(0,022
	1,05(0,106
	1,26(0,028
	0,063(0,006

	AS2-5 (194)
	0,33(0,042
	1,06(0,073
	1,29(0,040
	0,050(0,003

	Композиция 1  (134)
	0,24(0,025
	0,98(0,060
	1,37(0,102
	0,060(0,006


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Достоверных изменений массы внутренних органов при введении глутамина, ацетилглутамина, AS2-1, AS2-5 и композиции 1  не обнаружено. Снижение массы селезенки и надпочечников  на 20%  и увеличение массы почек на 17% отмечено только при введении фенилацетата. Применение ацетилглутамина вызывает увеличение массы тимуса на 32%, а при введении L-глутамина наблюдается тенденция к увеличению массы тимуса и селезенки  (табл. 4.1). Сходные изменения массы иммунокомпетентных органов трактуются как повышение противоопухолевой резистентности у экспериментальных животных [24].

Токсическое действие композиции 1  на организм крыс-опухоленосителей SM-1 оценивали в динамике. Животные опытной группы получали композицию 1  в течение 12 дней  внутрижелудочно (125 мг/кг, 2 раза в сутки). На 11-е, 15-е и 20-е сутки от начала введения определяли массу тимуса, селезенки, почек и надпочечников.  Достоверных различий между массой почек, надпочечников и селезенки у крыс-опухоленосителей опытной и контрольной групп не выявлено (табл. 4.2). Одновременно отмечено, что масса тимуса в опытной группе на (20-е сутки после перевивки опухоли) на 88% превышает массу тимуса в контрольной группе.

Обращает на себя внимание тот факт, что по мере развития опухоли в группе крыс-опухоленосителей, получавших NaCl, наблюдается значительное снижение массы тимуса и увеличение массы селезенки, тогда как в опытной группе эти показатели практически не изменяются. Так, у контрольных крыс-опухоленосителей на 20-е сутки после перевивки опухоли масса тимуса уменьшается на 66%, а масса селезенки увеличивается на 58% по сравнению со значениями этих параметров на 11-е сутки. Результаты наших исследований и данные, полученные М.В. Горецкой, могут свидетельствовать об иммуномодулирующих свойствах композиции 1 [16, 81].

Таблица 4.2

Влияние композиции 1

(в/ж, 125 мг/кг, 2 раза в день; с 7 по 18 сут.) на массу внутренних органов  крыс-опухоленосителей SM-1(M(m)

	Масса органов, г
	Сутки после перевивки опухоли:

	
	11
	15
	20

	Тимус
	0,405(0,079
	0,338(0,022
	0,179(0,019

	
	0,327(0,033
	0,305(0,020
	0,336(0,050(

	Селезёнка
	1,016(0,108
	1,161(0,207
	1,605(0,123

	
	1,217(0,118
	0,992(0,179
	1,449(0,106

	Надпочечники
	0,041(0,011
	0,069(0,002
	0,070(0,010

	
	0,048(0,008
	0,081(0,013
	0,065(0,004

	Почки
	1,001(0,048
	0,936(0,008
	0,953(0,057

	
	0,998(0,100
	0,926(0,035
	1,043(0,031


Примечание: над чертой ( контроль, под чертой ( композиция 1

Поскольку на основании только этих данных об изменении массы внутренних органов нельзя сделать однозначного вывода о токсичности исследуемых соединений, провели дополнительные исследования некоторых показателей периферической крови, токсичности мочи и плазмы крови у крыс-опухоленосителей РС-1 после применения производных L-глутамина и L-фенилаланина.

4.3. Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина

на некоторые показатели периферической крови 

крыс-опухоленосителей

Самым частым из системных патологических  синдромов, объединяющих по токсическому действию большинство цитостатиков,  является миелодепрессия. Практически все используемые в клинике цитостатики в дозах, оказывающих цитостатический эффект, параллельно угнетают основной росток кроветворения [60, 91, 104].   Ранее нами показано, что введение циклофосфана крысам приводит к угнетению лейкопоэза (на 56%), снижению  количества эритроцитов (на 11%) и уровня гемоглобина (на 13%) [40]. 

Исследования, проведенные на крысах-опухоленосителях РС-1, показывают, что глутамин (в суммарной дозе 1,36 г/кг), ацетилглутамин (1,75 г/кг), AS2-1 (2,5 г/кг), AS2-5 (2,88 г/кг) и композиция 1   (2,67 г/кг) не угнетают эритропоэз и лейкопоэз (табл. 4.3), обладая при этом цитостатическим действием в отношении опухолевых клеток. Так, торможение роста опухоли РС-1 при введении AS2-1 в этой же дозе составляет 35,6%  (см. табл. 2.4).

Достоверное снижение количества лейкоцитов  (на 24%) отмечено только при введении фенилацетата. По уровню гемоглобина в контрольной и опытной группах крыс отличий не наблюдали. Ускорение осаждения эритроцитов как в контрольной, так и в опытных группах – 23–38,5 мм/ч (СОЭ интактных крыс – 2 мм/ч) – скорее всего, является следствием злокачественной трансформации в организме животных. При этом введение глутамина и AS2-1 приводит к снижению СОЭ на 18% по сравнению с контролем. При введении фенилацетата этот показатель увеличивается на 36%, что может свидетельствовать о дополнительной  интоксикации организма этим соединением.

Таблица 4.3

Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина

(в/ж, 2 раза в день, с 10 по 19 сут.)  на некоторые показатели периферической крови крыс-опухоленосителей РС-1 (M(m)

	Условия опыта (мг/кг)
	Эритроциты

 1012/л
	Лейкоциты

109 /л
	СОЭ 

мм/ч
	Гемоглобин

 г/л

	Контроль (NaCl)
	4,7 ( 0,11
	5,9 ( 0,51
	28,0 ( 1,67
	87,9 ( 2,68

	L-глутамин (68)
	4,2 ( 0,22
	6,2 ( 0,49
	23,2 ( 1,04(
	88,3 ( 3,20

	Ацетилглутамин (88)
	4,7 ( 0,89
	6,1 ( 0,65
	28,0 ( 2,01
	85,2 ( 2,25

	Фенилацетат (107)
	4,6 ( 0,18
	4,5 ( 0,16(
	38,5 ( 2,72(
	79,9 ( 3,07

	AS2-1 (125)
	4,6 ( 0,11
	6,9 ( 0,49
	23,0 ( 1,15(
	84,1 ( 2,71

	AS2-5 (194)
	4,5 ( 0,12
	6,2 ( 0,77
	27,5 ( 1,59
	83,1 ( 3,12

	Композиция1 (134)
	4,4 ( 0,15
	6,3 (0,34
	26,0 ( 3,17
	83,4 ( 4,60


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем
Изучение динамики уровня гемоглобина и СОЭ при введении композиции 1   крысам-опухоленосителям SM-1 (в/ж, 125 мг/кг, 2 раза в сутки, с 7 по 18 сутки) позволяет предположить, что применение препарата в некоторой степени способствует нормализации общего состояния ослабленного опухолью организма. Обнаружены существенные различия по этим показателям в контрольной и опытной группах к исходу 20-х суток после перевивки опухоли: показатель СОЭ уменьшается на 22% (рис. 4.1), а уровень гемоглобина увеличивается на 12% (рис. 4.2) по сравнению с контролем в группе животных, получавших композицию 1.
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Рис. 4.1. Изменение СОЭ в крови крыс-опухоленосителей   SM-1  при введении композиции 1 (в/ж, 125 мг/кг, 2  раза в сутки)
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Рис. 4.2. Изменение уровня гемоглобина в крови крыс-опухоленосителей SM-1  при   введении композиции 1 

(в/ж, 125 мг/кг, 2  раза в сут.)

Таким образом, приведенные данные свидетельствуют о том, что при введении  изучаемых соединений, за исключением фенилацетата, не происходит угнетения кроветворения у крыс-опухоленосителей PC-1 и SM-1.

4.4. Изучение токсичности производных 

L-глутамина и L-фенилаланина с использованием спленоцитотоксического теста

Одним из методов оценки степени токсического действия лекарственных средств на организм является спленоцитотоксический тест  [9, 106, 129]. Модифицированный нами данный тест  позволяет оценить токсичность различных веществ в разные сроки после их введения [63, 64, 68], а также охарактеризовать эффективность проводимой дезинтоксикационной терапии [65, 116, 310]. 

Изучение токсичности производных  L-глутамина и  L-фенилаланина
Токсичность мочи и плазмы крови крыс оценивали через 4 и 24 часа после последнего введения изучаемых соединений. Данные временные интервалы выбраны с учётом периода полувыведения НМП из организма, равного 3,5–4 часам [248, 311].   Установлено, что при ежедневном внутрижелудочном введении (в течение 10 суток) производных L-глутамина и L-фенилаланина в эквимолярных дозах (проявляющих противоопухолевую активность), токсичность мочи крыс-опухоленосителей РС-1 через 4 часа составляет 4–15% (табл. 4.4).

Таблица 4.4

Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина

(в/ж, 2 раза в день, в эквимолярных количествах) на токсичность 
мочи  крыс-опухоленосителей РС-1 (M(m)

	Время после введения

(ч)
	Исследуемый

показатель
	Контроль

(NaCl)
	Глутамин

(68 мг/кг)
	Ацетил-

глутамин

(88 мг/кг)
	Фенила-цетат

(107 мг/кг)
	AS2-1

(125 мг/кг)
	AS2-5

(194 мг/кг)
	Компо-

зи-ция 1

(134 мг/кг)

	4
	Кол-во 

спленоцитов,

млн/мл
	2,36(
0,1
	2,27(
0,31
	2,17(
0,19
	2,0(
0,11(
	2,07(
0,15
	2,10(
0,21
	2,08(
0,12

	
	Погибшие спленоциты, (%)
	(
	4,0
	8,2
	15,3(
	12,4
	11,0
	11,7

	24
	Кол-во

спленоцитов,

 млн/мл
	2,36(
0,15
	2,33(
0,2
	2,32(
0,18
	2,25(
0,23
	2,30(
0,14
	2,31(
0,17
	2,29(
0,11

	
	Погибшие

спленоциты, (%)
	(
	1,3
	1,5
	4,7
	2,5
	2,0
	2,9


( Р ( 0,05 при сравнении с контролем

При этом наименее токсичными являются глутамин и ацетилглутамин (4,0% и 8,2% соответственно), наиболее токсичным – фенилацетат (15,3%). Токсичность мочи при введении AS2-5, композиции 1 и AS2-1  в эквимолярных концентрациях составляет 11,0%; 11,7%; 12,4% соответственно. Поскольку фенилацетат является составной частью соединений AS2-1, AS2-5 и композиции 1, вероятно, токсичность последних в значительной степени обусловлена присутствием в их составе этого соединения. Через 24 часа после последнего введения препаратов токсичность мочи значительно снижается. При этом наименьшие значения получены для  глутамина  и ацетилглутамина (1,3% и 1,5% соответственно), а наибольшее – для фенилацетата (4,7%). Одновременно, токсичность плазмы крыс-опухоленосителей РС-1 через 4 часа составляет 3,0–3,5% для глутамина, ацетилглутамина и AS2-5; 4,5% для AS2-1 и композиции 1; 6,5% для фенилацетата (табл. 4.5). Через 24 часа этот показатель соответствует контрольным значениям во всех экспериментальных группах.

Таблица 4.5

Влияние производных L-глутамина и L-фенилаланина

(в/ж, 2 раза в день, в эквимолярных количествах) на токсичность 
плазмы крови крыс-опухоленосителей РС-1 (M(m)

	Время после введения 

(ч)
	Исследуемый показатель
	Контроль

(NaCl)
	Глутамин

(68 мг/кг)
	Ацетил-

глутамин

(88 мг/кг)
	Фенил-ацетат

(107 мг/кг)
	AS2-1

(125 мг/кг)
	AS2-5

(194 мг/кг)
	Компо-

зиция 1

(134 мг/кг)

	4
	Кол-во 

спленоцитов, млн/мл
	2,58(
0,18
	2,5(
0,21
	2,49(
0,17
	2,41(
0,15
	2,46(
0,10
	2,50(
0,20
	2,46(
0,22

	
	Погибшие 

спленоциты, (%)
	(
	3,1
	3,5
	6,5
	4,5
	3,1
	4,5

	24
	Кол-во 

спленоцитов, 

млн/мл
	2,58(
0,20
	2,58(
0,16
	2,59(
0,27
	2,57(
0,21
	2,58(
0,14
	2,57(
0,23
	2,57(
0,19

	
	Погибшие

спленоциты, (%)
	(
	(
	(
	2,5
	(
	(
	(


(Р ( 0,05 при сравнении с контролем

Полученные данные свидетельствуют о том, что глутамин, ацетилглутамин, AS2-1, AS2-5 и композиция 1, в отличие от фенилацетата, при введении в терапевтических дозах малотоксичны.
Изучение токсичности при совместном применении AS2-1 с циклофосфаном и платидиамом
Известно, что многие используемые в клинической практике цитостатики проявляют высокую токсичность, в связи с чем диапазон применяемых доз ограничен [60,104]. При полихимиотерапии в некоторых случаях происходит суммация токсических эффектов применяемых соединений. В связи с этим в экспериментах на крысах-опухоленосителях W-256 нами проведен анализ токсичности циклофосфана и платидиама при раздельном введении и в комбинации с AS2-1. 

Установлено, что через 4 часа после совместного введения  циклофосфана или платидиама с AS2-1 (в дозах, соответствующих таковым при их раздельном применении) не происходит увеличения их токсичности [64]. Токсичность мочи крыс-опухоленосителей W-256 при введении циклофосфана (оцениваемая по количеству погибших спленоцитов) составляет  14,2 %; циклофосфана и AS2-1 – 14,8%; платидиама – 28,3%; платидиама и AS2-1 – 29,0% (табл. 4.6).

Таблица 4.6

Влияние совместного введения циклофосфана и платидиама с AS2-1

на токсичность мочи крыс-опухоленосителей W-256 (M(m)

	Условия опыта
	Токсичность, % к контролю

	
	через 4 ч
	через 24 ч

	Контроль
	(
	(

	AS2-1 (250 мг/кг ( 5)
	10,9(1,1
	(

	Циклофосфан (20 мг/кг( 2)
	14,2(1,5
	6,3(0,7

	AS2-1(250 мг/кг ( 5)  (
Циклофосфан (20 мг/кг (2)
	14,8(1,6
	2,5(0,2

	Платидиам (2 мг/кг ( 2)
	28,3(1,9
	40,7(3,5

	AS2-1 (250 мг/кг ( 5)  (
Платидиам (2 мг/кг ( 2)
	29,0(2,3
	32,0(3,8


Через 24 часа после введения циклофосфана или платидиама токсичность мочи опухоленосителей W-256 составляет 6% и 40% соответственно. Сочетанное введение  циклофосфана или платидиама с AS2-1 приводит к снижению этой величины (2% и 32% соответственно).

Все полученные нами данные свидетельствуют о том, что одним из преимуществ применения производных L-глутамина и L-фенилаланина является их низкая токсичность. При введении крысам-опухоленосителям РС-1 глутамина, ацетилглутамина, AS2-1, AS2-5 и композиции 1 в дозах, проявляющих противоопухолевую активность, достоверных изменений массы внутренних органов и форменных элементов крови не выявлено. Показатели токсичности плазмы крови и мочи опухоленосителей РС-1, оцениваемые с помощью спленоцитотоксического теста, через 4 часа после последнего введения исследуемых производных L-глутамина и L-фенилаланина не превышают 15,3%, а через 24 часа соответствуют контрольным значениям. Фенилацетат, вводимый в составе композиций производных L-глутамина и L-фенилаланина, менее токсичен, чем отдельно вводимый фенилацетат. Следует отметить, что сочетанное введение AS2-1 с циклофосфаном крысам-опухоленосителям не приводит к кахексии, увеличению токсичности мочи и плазмы, повышению активности АлАТ, АсАТ и ЩФ по сравнению с группами животных, получавших только цитостатики. При этом противоопухолевая активность циклофосфана увеличивается на 27,6%. То есть, усиление противоопухолевой активности при сочетанном введении AS2-1 с циклофосфаном крысам-опухоленосителям W-256 не сопровождается увеличением их токсического действия, что является важной предпосылкой для  возможного комбинированного применения данных препаратов в химиотерапии рака [64].

Совместное применение AS2-1 с циклофосфаном отвечает следующим условиям позитивного эффекта полихимиотерапии [91]:

1) каждый из препаратов, применяемых в комбинации, по отдельности обладает противоопухолевой активностью;

2) механизмы противоопухолевого действия комбинируемых препаратов различны;

3) не наблюдается суммации их токсического действия.

Следовательно, сочетанное применение производных L-глутамина и L-фенилаланина с цитостатиками перспективно в комплексной химиотерапии онкозаболеваний.


ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Cтратегия лечения опухолевых заболеваний на современном этапе предусматривает применение веществ природного происхождения и их производных. Биологическая основа действия этих препаратов заключается во влиянии на основные регуляторные звенья гомеостаза и реализуется за счет активизации естественных защитных реакций и повышения общей резистентности организма [54, 87, 121]. Даже небольшие положительные результаты, полученные в этом направлении, достойны внимания, так как они позволят улучшить общее состояние больного.
В настоящей работе мы стремились показать роль некоторых производных L-глутамина и L-фенилаланина как возможных регуляторов обменных процессов в организме крыс-опухоленосителей. В основном было изучено их действие на отдельные звенья углеводного и азотистого обмена. Сопоставление метаболических эффектов изученных производных L-глутамина и L-фенилаланина с их противоопухолевой активностью позволило оценить эффективность проведенного лечения. На основании полученных нами данных и результатов исследований других авторов можно сформулировать представление о НМП как о модификаторах биологических реакций, поскольку они не оказывают прямого цитостатического действия на опухолевые клетки, а их противоопухолевое действие реализуется опосредованно. Несомненно, изученные НМП не могут претендовать на роль цитостатиков. Однако этот класс соединений обладает рядом биологических эффектов, о которых мы говорили выше, поэтому значительный интерес представляет дальнейшее исследование эффективности применения этих и других низкомолекулярных пептидов в качестве средств метаболической коррекции, а также совместно с цитостатиками. Современные комплексные схемы лечения онкологических больных предусматривают использование наряду с химиотерапевтическими средствами широкого спектра так называемых «препаратов сопровождения» [97, 99, 100, 110]. Их применение позволяет улучшить эффективность лечения и качество жизни больных при химиолучевой терапии за счет нормализации обменных процессов, иммуномодулирующего действия, уменьшения осложнений, связанных с побочным действием цитостатиков. Анализ данных литературы во многом подтверждает результаты наших исследований и свидетельствует о том, что включение в основные схемы лечения комплекса свободных аминокислот и низкомолекулярных пептидов позволяет защитить печень и костный мозг от токсического действия цитостатиков, нормализовать показатели иммунной системы, повысить эффективность химиотерапии и продлить жизнь больных [103, 182, 216, 296, 314]. Дальнейшие исследования в этом направлении мы считаем перспективными.

Мы отдаем себе отчет в том, что наш труд может иметь недостатки, поэтому любая обоснованная критика будет воспринята нами с искренней благодарностью.
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