




















постоперационном периоде было бы более приемлемым так как исключает перенос инфекции, a
также других нежелательных явлений (антигенность, аллергияи др.). другой стороны,
использование супрола носителя опухоли постоперационном периоде увеличивает шансы его
применения в клиническую практику, как эффективного, природного энергичного
противоопухолевого средства.

8. Новые подходы аутотерапии рака в постоперационном периоде
Стратегией антираковой терапии является применение цитотоксических средств,

вызывающих повышение уровня АФК клетках опухолевой ткани подавление активности
антирадикальной защитной системы опухолевых клеток (Fang J. et al., 2007]. Повышение
продуцирования АФК непосредственно в раковых клетках путем снижения активности Мп-СОД
или активности Nox вызывает апоптоз этих клеток может быть рекомендовано как возможное
терапевтическое средство [Afanas'ev LB., 2010]. другой стороны, мембранные субъединицы Nox
локализованы на поверхностных участках мембран нормальных опухолевых клеток и
ответственны за продуцирование Օշ и их выход в экстрацеллюлярную среду (Heijenski L.L. et al.,
2004; Yang S. et al., 2000; Younagson С. et al., 1997; Mzukami Y. et al.]. Однако NADPH зависимая
02 -продуцирующая активность изоформ Nox из опухолевых клеток асцитных жидкостей
существенно повышена, но по сравнению с показателями Nox нормальных клеток снижена их
ферриНb-восстанавливающая активность. При этом содержание eNox существенно увеличивается
при лимфобластическом миелобластическом лейкозах у человека [имонян Г.М. и др., 2002].
Введенный крысам супрол, полученный активированный из сыворотки плацентарной крови
человека, увеличивает количество лейкоцитов, подавляет рост опухолевых клеток лимфосаркомы
и саркомы M-1 среднем на 52% и 31% соответственно. При этом под влиянием 15 мкг/мл
супрола наблюдается повышение пролиферации куриных эмбриональных клеток. Однако при
концентрации 50 мкг/мл и выше супрол, из-за повышенного продуцирования вызывает лизис
этих клеток (Симонян M.A. и др., 1996]. Как было показано, продуцируемые супролом Օշ
вызывают противоопухолевый эффект у крыс при саркомы 45. Исходя из того, что практически из
всех ТИПОВ раковых клеток мы выделяем изоформы Nox появляется возможность получения поли-
и моноклональных антител (гамма-глобулинов) против этих Nox. Эти антитела, нейтрализуя Nox,
локализованную на поверхности мембран опухолевых клеток (метастаз), могут вызывать их
гибель. Предлагаются следующие подходы аутотерапии рака (нейтрализация мигрирующих
раковых клеток - метастаз) в постоперационном периоде: 1. После удаления опухолевой ткани
вызывать образование антител у этого же больного против внутривенно введенной изоформы
Nox, полученной из клеток удаленной опухолевой ткани. При предклиническом испытании В
эксперименте определить эффективную концентрацию (титр) сформированных антител против
Nox. 2. При асцитной карциноме после удаления опухолевой ткани вызывать образование антител
у этого же больного против внутривенно введенной изоформы eNox, полученной из асцитной
жидкости. 3. После удаления опухолевой ткани из крови больного выделить и активировать
супрол in vitro и вводить его внутривенно. При предклиническом испытании определить
эффективную дозу и периодичность введенного супрола.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Повышение продуцирования АФК непосредственно в раковых клетках путем снижения

активности Мп-СОД или активности NADPH оксидазы (Nox) вызывает апоптоз опухолевых
клеток и может быть рекомендовано как терапевтическое средство. Опухолевые клетки очень
чувствительны к нарушению окислительно-восстановите статуса, вызванного под влиянием
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экзогенных АФК. Доказано, что некоторые субъединицы Nox локализованы на поверхностности
мембран клеток ответственны за продуцирование Օ2- за их ВЫХОД В экстрацеллюлярную среду.

При этом продуцируется не тольмо изоформами клеточных Nox, но экстрацеллюлярной
NADPH оксидазой (eNox). Впервые с использованием метода ионообменной хроматографии на
целлюлезах КM-52, ДЕ-52, сефадексе ДЕАЕ А-50 гель-фильтрации на сефадексе G-100 из шести
различных ТИПОВ злокачественной опухоли в клинике и эксперименте выделены изоформы Nox и
экстрацеллюлярной Nox (последние выделены из асцитных жидкостей опухолей). По

характерным максимумам и по форме оптические спектры поглощения этих Nox и eNox
основном не отличаются от таковых у Nox из клеток тканей здоровых мышей, крыс крови
человека, но обладают более повышенной NADPH зависимой Օ2 -продуцирующей и пониженной
ферриНb-востанавливающей активностями. Снижение ферриНb-восстанавливающей активности
Nox опухолевых клеток является новым механизмом ослабления кислородного гомеостаза при
канцерогенезе. Другим важным феноменом является то, что галармин, также повышает NADPH-
зависимую 02 -продуцирующую ферриНb-востанавливающую активности Nox опухолевых
клеток. Причем эти Nox являются рецепторами галармина. Возможно БШП-1 путем нарушения
окислительно-восстановите статуса кислородного гомеостаза опухолевых клеток
проявляет противоопухолевый эффект. Уровень eNox в жидкостях асцитных карцином, особенно,

фазе обострения болезни, повысился в 4-8 раза. Это свидетельствует о том, что для развития
клеток асцитной карциномы различной локализации определенную роль играют не только
интрацеллюлярные Nox, но и eNox. Как природный и стойкий источник Օ2 супрол, за счет
продуцируемых оказывает противоопухолевый эффект при саркоме-45 у крыс. На основании

полученных результатов выдвигаются три новых подхода аутотерапии раковых заболеваний (для
нейтрализации метастаз) в постоперационном периоде: 1. При плотной форме опухолевой ткани у
данного опухоленосителя после ее удаления вызвать образование антител против внутривенно
введенной изоформы Nox, полученной из клеток удаленной опухолевой ткани самого же
больного; 2. Для асцитных форм рака из асцитной ЖИДКОСТИ выделить eNox ВВОДИТЬ ее этому же
больному для образования антител. Антитела путем снижения уровня Nox и eNox могут изменять
окислительно-восстановите статус опухолевых клеток и вызывать их гибель; 3. ходе
удаления плотной опухолевой ткани из крови опухоленосителя выделить супрол, активировать
его in vitro (для продуцирования 02) и ВВОДИТЬ этому же больному. Генерированные Օշ- могут
вызывать лизис опухолевых клеток путем индуцирования липидной пероксидации мембран этих
клеток.

ВЫВОДЫ
Разработанные методы выделения и очистки NADPH оксидазы (Nox) и экстрацеллюлярной
NADPH оксидазы (eNox) из клеток плотных и асцитных форм опухолевой ткани являются
простыми, кратковременными и могут быть внедрены онкологических центрах после
соответствующих предклинических испытаний.
Количественные и качественные отклонения Nox eNox из клеток, приведенных опухолевых
тканей, от нормы ЯВЛЯЮТСЯ новыми и чувствительными биохимическими маркерами оценки
эффективности канцеротерапии.

По основным оптико-спектральным показателям Nox eNox из опухолевых клеток мало
отличаются от аналогичных показателей Nox из нормальных клеток тканей мышей и мембран
эритроцитов человека.
Увеличение уровня NADPH-зависимой О2 -продуцирующей активности, и снижение ферриНь-
восстанавливающей активностей Nox, и, особенно, eNox ЯВЛЯЮТСЯ новыми молекулярно-
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биохимическими механизмами повышения прооксидантного статуса и ослабления
кислородного гомеостаза терминальных стадиях канцерогенеза.
eNox играет определенную роль в развтии опухолевых клеток.
Nox и eNox из опухолевых клеток играют роль рецептора ДЛЯ синтетического аналога богатого
пролином полипептида - галармина.
Вводится новый термин <<аутотерапия рака>>, путем введения данному опухоленосителю
супрола из сыворотки крови самого же больного, a также формировния антител против Nox и

eNox из опухолевых клеток данного опухоленосителя в постоперационном периоде.
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Մարատ Կարուշի Ալեքսանյան

Մարդու արյան և բիոպտատների ցիտոքրոմ b558-ի իզոձևերի մակարդակների և
ակտիվությունների փոփոխությունները որոշ չարորոկ նորագոյացությունն ժամանակ

ԱՄՓՈՓՈՒՄ

Որպես ուռուցքային բջիջների զարգացման և ապոպտոզի համար անհրաժեշտ

սուպերօքսիդների ֆերմենտային գեներացման համակարգ՝ աշխատանքում

նպատակադրվել և իրականացվել է ՆԱԴՔН օքսիդազի (Nox) իզոձևերի անջատում

մարդկանց, սպիտակ մկների և սպիտակ առնետների տարբեր տեղաբաշխմամբ և

տարբեր տիպի (սոլիդ և ասցիտային կարցինոմա) ուռուցքային հյուսվածքներից

(բիոպտատներից): Չարորակ ուռուցքակիր մարդկանց վիրահատումից և ուռուցքի

հեռացումից անմիջապես հետո իրականացվել է Nox-ի իզոձևերի անջատում

ներմաշկային տեղակայմամբ լիմֆոսարկոմայից, հաստ աղու ադենոկարցինոմայից,

թոքերի և կանացի ձվարանի ասցիտային կարցինոմայի հեղուկներից: Աշխատանքի

հաջորդ փուլում, որպես համեմատական չափանիշ, Nox անջատվել է նաև

փորձարարական կենդանիների մեջ առաջացրած մոդելային ուռուցքների

հյուսվածքներից. սարկոմա-37 մկների մոտ, սարկոմա-45՝ առնետների մոտ, և մկների

մոտ Էրլիխի ասցիտային կարցինոմայի հեղուկից: Միաժամանակ որոշվել են

ուռուցքակիր մարդկանց և դոնորական արյան Nox-երի և այլ մետաղապրոտեինների

բնութագրական փոփոխությունները: Մասնավորապես որոշվել են ուռուցքակիրների

արյունից և ուռուցքային հյուսվածքներից (բիոպտատներից) և ասցիտային կարցինոմայի

հեղուկներից ֆերմենտների մակարդակը, ակտիվությունները և օպտիկական-

սպեկտրային հատկանիշները: Միաժամանակ, որպես սուպերօքսիդներ գոյացնող կայուն

աղբյուր, օգտագործվել է սուպրոլ՝ ստացված արյան շիճուկից ակտիվացնելով այն
(սուպերօքսիդներ գեներացնելու համար) անցողիկ մետաղների իոնների հետքերով in

vitro և ներարկվել է կենդանիներին փորձարարական մոդելային ուռուցքագոյացման

դեպքերում:

Առաջին անգամ, օգտագործելով իոնափոխանակային աբսորբման մեթոդը кM-52,

ДЕ-52 ցելյուլոզների և ДЕАЕ А-50 սեֆադեքսի և գել-ֆիլտրումը G-100 սեֆադեքսի վրա,

ներմաշկային տեղակայմամբ լիմֆոսարկոմայի, հաստ աղու ադենոկարցինոմայի

հյուսվածքներից, թոքերի և ձվարանի ասցիտային կարցինոմայի հեղուկներից (մարդկանց

մոտ), սարկոմա-37 և սարկոմա-45, էրլիխի ասցիտային կարցինոմայի հեղուկից (մկների
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և առնետների մոտ) անջատվել է թթվային բնույթի Nox և արտաբջջային Nox (eNox) 60-70

կԴա մոլեկուլային զանգվածներով: Ըստ բնութագրական օպտիկական կլանման

սպեկտրների մաքսիմումների և ձևի այս Nox և eNox-երը գործնականորեն չեն
տարբերվում առողջ կենդանիների հյուսվածքների (փայծաղ, լյարդ, էրիթրոցիտների

թաղանթներ) Nox-երից: Առկա են մոլեկուլային զանգվածի և օպտիկական սպեկտրային

ինդեքսի (A412/As30) որոշակի տարբերություններ: Ընդ որում, ասցիտային կարցինոմայի

հեղուկներից և առողջ արյան շիճուկից ստացված eNox-երի օպտիկական կլանման
սպեկտրների վրա առկա է բնութագրական մաքսիմալ կլանում 485 նմ-ում: Առողջ մկների

հյուսվածքներից և մարդու էրիթրոցիտներից ստացված Nox և eNox-երի համեմատ այս

Nox-երը օժտված են բարձր NADPH-կախյալ Օւ՜-գոյացնող և ցածր ֆերիհեմոգլոբին
վերականգնող ակտիվություններով in vitro. Ուռուցքային բջիջներից ստացված Nox-երի

ֆերիհեմոգլոբինի վերականգնման ակտիվության անկումը կանցերոգենեզի ժամանակ

թթվածնային հռմեռստազի թուլացման նոր մեխանիզմ է: Նեյրոզատիչ գրանուլոցիտներից

ստացված պրոլինով հարուստ պոլիպեպտիդի սինթետիկ անալոգը գալարմինը (1,5-
7մկգ), նույնպես բարձրացնում է ուռուցքային բջիջների Nox-երի NADPH կախյալ Օշ--

գոյացնող և ֆերիНь վերականգնող ակտիվությունները: Ընդ որում, այս Nox-երը
հանդիսանում են որպես ռեցեպտորներ գալարմինի համար: Հիշյալ ասցիտային

կարցինոմայի հեղուկներում, հատկապես հիվանդության սրացման փուլում eNox-ի
մակարդակը բարձրանում է 4-8 անգամ: Սա վկայում է այն մասին, որ տարբեր
տեղակայման ասցիտային կարցինոմայի բջիջների աճման համար որոշակի դեր է
խաղում ոչ միայն ներբջջային, այլև արտաբջջային Nox-ը (eNox), համապատասխանաբար

դրանցով գեներացված սուպերօքսիդները: Ներարկված սուպրոլը գոյացրած

սուպերօքսիդների հաշվին ցուցաբերում է հակասթրեսային և հակաուռուցքային

ազդեցություն սարկոմա-45-ի ժամանակ:

Այսպիսով, ստացված արդյունքի հիման վրա առաջ են քաշվում նոր մոտեցումներ

ուռուցքային հիվանդության աուտոթերապիայի (մետաստազների ակտիվազրկման

համար) հետվիրահատական փուլում: Այդ մոտեցումներն են. 1. in vitro ակտիվացված
սուպրոլի (որպես գեներացնող արդյունավետ ագենտ) ներարկում, 2. Nox-ի ներարկում

հակամարմինների ստացման համար ընդդեմ մետաստազների բջջաթաղանթների
մակերևույթին տեղակայված Nox-երի, 3. eNox-ի ներարկում հակամարմինների ստացման
համար՝ ընդդեմ ասցիտային կարցինոմայի հեղուկներում տեղակայված eNox _երի:
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The levels and activity of cytochrome b558 from human blood and bioptics at various type
malignant neoplasm

SUMMARY

As an enzymatic system of the generation of the superoxides for the growth and apoptosis of the

tumor cells the aim and its realization is connected with the isolation of the isoforms of NADPH

oxidases (Nox) or cytochrome b558 from malignant tumor-bearing human, white mouses and white

rats by various lacalization (in the case of solid tumor and ascites carcinomas) blood and tumor

tissues (bioptics) and fluids of ascites carcinomas. Immediately, after operation and removing of the

tumor tissues and ascites carcinomas, the isolation of the isoforms of Nox from human

lymphosarcoma tissue at intracutaneous localization and from the large intestine adenocarcinoma

tissues, from fluides of lung and women's ovarian carcinomas were carried out.

In the next phase of the work the isolation of the isoforms of Nox from modeling experimental

tumor tissues in the animals: sarcoma-37 from mousus, sarcoma-45 from wite rats, from fluide of
Ehrlich ascites carcinomas of the mouses were take place. Simultaneously, the determination of
characteristic changes of the blood Nox and other metalloproteins were carried out. Specifically, the

characteristic changes of the levels, activities and optical absorption spectra of these enzymes from

donor and tumor-bearing blood were determined. Simultaneously, as a stable superoxide producing

system the isolation of the suprol (superoxide-producing lipoprotein) from blood serum and its

activation by the traces of the ions of transition metalls in vitro and injection to the tumor-carrier

animals were carried out.

For the first time the isolation of the isoforms of cellular Nox from solid tumors tissues and

extracellular Nox (eNox) from fluides of ascites carcinomas (using the methods of ion-exchanging

chromatography on the celluloses кM-52, DE-52, sephadex DEAE А-50 and gel-filtration on the

sephadex G-100) were carried out. These Nox with the molecular mass to 60-70 kDa from sarcoma-

37, sarcoma-45, from fluids of Ehrlich ascites sarcomas of the mouse, from human limphosarcoma,

from fluids of ascites carcinomas of the human lung and ovarian ascites fluids, as well as, from

intestines adenocarcinomas of the human were isolated. The molecular mass of these acidic character

Nox and eNox is composed to 60-70 kDa. According to characteristic forms and maximums of the
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optical absorption spectra of the Nox and eNox practically is not differed from the Nox or eNox
isolated from haelthy animals cells (spleen, liver, erythrocytes membranes). Although, on the

absorption spectra of the eNox the characteristic maximal absorbance at 485 mm is present.

Some differences of the molecular mass and optical spectral index (A412/As30) of these Nox is
observed. On the other hand, the increase of the NADPH depended Oz -producing activity and

decrease of the ferihemoglobin-reducing o isoforms of Nox from tumor cells or fluids of

ascites carcinomas takes place. The decrease of the ferriHb-reducing activity of the tumor's Nox can

be as a new mechanism of the decrease of the oxygen homeostasis of the tumor carriers is
determined. The increase of NADPH depended Oz--producing and ferrihemoglobin-reducing
activities of these Nox by the galarmin (syntetic analog of proline rich polypeptide-1 from

granulocytes) to 1,5-7 mkg is observed. It is possible, that these Nox can be as a receptor for the

galarmin. The increase of the level of the eNox in the fluids of presented ascites carcinomas to 4-8

fold, especially in the acute phase of the diseases, is observed.

This tesctifies that the intracellular and extracellular Nox (as Oz -producing agents) plays a
significant role for the growth of the tumor cells. The antitumor and antistressor effect of the

injected suprol (as a intensive Oz"--producing agent) at the sarcoma - 45 in the rats is taken place. On
the base of these results the new approaches of the neutralization of the metastasis in post operational

phase are presented: 1. the injection of the animals of the activated suprol in vitro (as an Օ2--

producing agent)., 2. the injection of the Nox for the producing of the antibodies against the Nox,

localized on the surface of the metastasis. 3. the injection of the animals of the eNox for the

producing of the antibodies against eNox in the fluids of ascites carcinomas.

I
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