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ПОКАЗАТЕЛИ ПРОТЕИНОВОГО ОБМЕНА В КРОВИ КРЫС  

ПРИ ИЗУЧЕНИИ ХРОНИЧЕСКОЙ ТОКСИЧНОСТИ КОМПОЗИЦИИ НА ОСНОВЕ МЕЛАНИНА 
Исследовано хроническую токсичность композиции на основе меланина на показатели протеинового обмена в сыворотке крови 

крыс обоих полов. Установлено, что при действии меланина в терапевтической дозе 0,3 мг×кг-1 в течение 90 дней в сыворотке крови 
самцов и самок крыс концентрация общего белка, альбумина, мочевины и активность аланинаминотрансферазы и аспартатаминот-
рансферазы остается в пределах контрольных значений. Показано, что при действии меланина в десятикратной терапевтической 
дозе 3 мг×кг-1 в течение 90 дней в сыворотке крови самок активность аланинаминотрансферазы увеличивается в 1,36 раза, все оста-
льные исследуемые показатели у самцов и самок находятся на контрольном уровне. 

Ключевые слова: хроническая токсичность, меланин, протеиновый обмен. 
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INDICES OF PROTEIN METABOLISM IN BLOOD OF RATS  

IN THE STUDY OF CHRONIC TOXICITY BASED ON MELANIN 
The chronic toxicity of the drug based on melanin was investigated on the basis of indices of protein metabolism in blood serum of rats of both 

sexes. It is found that by action of melanin in the therapeutic dose of 0.3 mg × kg-1 during 90 days the concentration of total protein, albumin, urea, 
alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase remained within the control values in the serum of male and female rats. It was shown 
that by action of melanin in ten-fold therapeutic dose of 3 mg × kg-1 for 90 days serum alanine aminotransferase was 1.36 times higher of the control 
value in females; at the same time all other analyzed parameters remained at the control level in both males and females. 

Key words: chronic toxicity, melanin, protein metabolism. 
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АКТИВНІСТЬ ЦИТОХРОМОКСИДАЗИ ТА СУКЦИНАТДЕГІДРОГЕНАЗИ  

В ПЕРВИННІЙ КУЛЬТУРІ ПЕРЕЩЕПЛЮВАНОЇ КАРЦИНОМИ ЛЕГЕНЬ ЛЬЮЇС  
НА РІЗНИХ ЕТАПАХ РОСТУ ПУХЛИНИ 

 
В клітинах первинної культури карциноми Льюїс активність цитохром оксидази на 14 добу росту первинної пух-

линистановила 2,4±0,15 мкмоль окисненого цит.с/мг*хв, на 25 добу даний показник знизився майже в 7 разів (p<0.01); 
активність сукцинатдегідрогенази на 25 добу знизилась до 21.7±2.3мкмольK3[Fe(CN)6]/мг*хв., що у 1,6 разів менше, ніж 
сукцинатдегідрогеназна активність на 14 добу. 

Ключові слова: цитохромоксидаза, сукцинатдегідрогеназа, карцинома легенів Льюїса, пухлина, рак, мітохондрія, 
окислювальний стрес, анеуплоїдія. 

 
Вступ. 
Найважливішими функціями мітохондрій є окиснення 

проміжних метаболітів вуглеводного, ліпідного та білко-
вого обмінів, таких як піруват, жирні кислоти, ацетоаце-
тат тощо, і використання енергії, що вивільнюється при 
розпаді цих сполук для біосинтезу АТФ. Інша важлива 
функція мітохондрій полягає у механізмах утворенняа-
поптосом та запрограмованої смерті клітин [5, 9]. 

Мітохондріальнідисфункції, пов'язані з процесами 
окисного фосфорилювання, структурною цілісністю 
мітохондрій та інформаційною ідентичністю їх генетич-
ного апарату, виникають за умовоксидативного стресу, 
при хворобах, викликаних метаболічними порушення-
ми, а також канцерогенезі [5, 10]. Характерними озна-
ками трансформованих клітин є підвищення рівня акти-
вних форм кисню (АФК), неефективність транспорту 
електронів в дихальному ланцюзі, посилення метаболі-
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зму, послаблення процесів нейтралізації АФК, онкоген-
індукованийреплікативний стрес (який проявляється у 
зупинці реплікації ДНК під впливом онкогенів та може 
призводити до нестабільності геному, анеуплоідії, раку чи 
старіння клітини), зміни мітохондріальної динаміки. Не-
оборотні порушення і структурі та функціонуванні мітохон-
дрій, спричинені дією надмірних кількостей АФК, зумов-
люють зсув енергетичного метаболізму в бік зростання 
інтенсивності гліколізу та пригнічення окисного фосфори-
лювання [4]. Основними маркерними ферментами, задія-
ними в порушенні окисного фосфорилювання, є сукцинат-
дегідрогеназа (СДГ) та цитохромоксидаза (ЦО). Зміна 
активності цих ферментативних систем спряжені також із 
порушеннямирегуляції клітинного циклу [10]. А нечутли-
вість пухлинних клітин до проапоптичних стимулів коре-
люють із наростанням анеуплодії [3]. Тому, метою нашого 
дослідження було визначення активності СДГ та ЦО на 
моделі первинної культури карциноми легень Льюїс, виді-
леної з пухлин на різних етапах їх росту. 

Матеріали та методи.Отримання первинної куль-
тури із перещеплюваної карциноми легень Льюїс.Для 

отримання первинної культури клітин проводили послі-
довну трипсинізацію вилученої від мишей С57Black 
пухлини на 14 та 25 добу після інокуляції пухлинних 
клітин в стегновий м'яз. Для цього в стерильних умовах 
пухлини вилучали, відмивали в фосфатно-сольовому 
буфері, подрібнювали та поміщали врозчин 0,12% три-
псину. Дезінтеграцію тканини проводили при 37оС при 
постійному помішуванні на магнітній мішалці протягом 
15 хвилин, після чого відбиралинадосад, в який дода-
вали сироватку для інактивації дії трипсину. Клітини 
центрифугували, осад перерозчиняли в середовищі 
Ігла, підраховували співвідношення живих та мертвих 
клітин та повторювали процедуру виділення клітин. 
Четверта порція виділених клітин містила найменшу кіль-
кість мертвих клітин, тому в подальшому вона була вико-
ристана для культивування в первинній у культурі. Пух-
линні клітини субкультивували в середовищі RPMI (Sigma, 
США) з додаванням 10% ембріональної телячої сироватки 
(Sigma, США), 2 мМ L-глутаміну та 40 мкг/мл гентаміцину 
при 37оС у вологих умовах, 5% СО2 (рис.1). 
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Рис. 1. Морфологічні особливості клітин первинних культур карциноми Льюїс,  

виділених на 14 (А) та 25 (Б) добу після її перещеплення (Х200) 
 
Вимірювання рівня апоптозу та вмісту анеуплоїд-

них та диплоїдних клітин. 
Визначення біологічних властивостей клітин пер-

винної культури проводили за рівнем апоптозуі вмістом 
анеуплоїдних та диплоїдних клітин [7]. 

Клітини для аналізу рівня апоптозу фарбували 
флюорохромним барвником прорідій йодистим (РІ), що 
селективно з'єднується з інтеркалюючими сайтами в 
ДНК.Метод визначення рівня апоптозу базується на 
відомому факті втрати клітинами в процесі програмова-
ної клітинної загибелі частини ДНК внаслідок її міжнук-
леосомної фрагментації. 

Фарбування клітин за допомогою флюорохромного 
барвника РІ включало наступні етапи: клітини у кількості 
1х106 на пробу після однократного відмивання в 5 мл 
PBS при 1000 об/хв протягом 10 хвресуспендували в 
1 мл гіпотонічного лізуючого буфера (0,1 % цитрат на-
трію, 0,1 % Tritоn X-100, 5 мкг/мл РІ). Всі реагенти фірми 
"SigmaChemicalCo", США. Після обережного струшуван-
ня, клітини інкубували при 22-25 оС протягом 30 хв у те-
мряві. Визначення вмісту анеуплоїдних клітин проводили 
за обрахуванням гістограм в гіподиплоїдній області. 

Цитометричний аналіз проводили на приладі FACS 
Сalibur ("BectonDickinson", США), що оснащений двома 
лазерами (з λ = 488 та 625 нм), з використанням спеці-
алізованих математичних програм CellQuest та ModFit 
LT 2.0 (BDIS, США) для комп'ютерів Macintosh для 
отримання та аналізу даних. Для виміру флюоресценції 
РІ використовували вузькосмуговий фільтр 585/42 нм. 

 

Виділення мітохондрій із клітин первинної культу-
ри карциноми легень Льюїс. 

Для отримання мітохондрій, клітини концентрували 
шляхом центрифугування при 1000g протягом 10 хв. У 
суспензіївимірювали кількість клітин та їхню життєздат-
ністьза допомогою камери Горяєва з використанням 
0,4% розчину трипанового синього, приготованого на 
фосфатно-сольовому буфері. Процедуру виділення 
проводили, використовуючи попередньо охолоджені 
реактиви, посуд та інструменти. Надалі клітини помі-
щали у 10 мл середовища виділення І (250 мМ сахаро-
за, 3 мМтрилон Б, 20 мМтрис-HCl (рН 7,4 при 4оС). Далі 
проводилигомогенізацію на гомогенізаторі Патерсона 
для руйнування плазматичних мембран клітин. Після 
центрифугування на холоду при 600g протягом 20 хв 
для видалення ядер та уламків клітин, супернатант 
обережно відбирали, профільтровували через 3 шари 
марлі. Потім знову центрифугували при 11000g 20 хв 
при 4оС, а отриманий осад ресуспендували в середо-
вищі виділення ІІ (250 мМ сахароза, 30 мМтрис-НСІ (рН 
7,4 при 4оС) в об'ємі 1мл. Для одержання субмітохонд-
ріальних частинок (СМЧ) проводили процедуру двора-
зового заморожування-відтаювання суспензії мітохонд-
рій, що призводило до порушення цілісності мітохондрій 
[11, 12]. Після відтаювання, суспензію гомогенізували в 
невеликому об'ємі середовища ІІ, поступово доводили 
об'єм середовищем ІІ до 50 мл і центрифугували при 
25000-27000 g 30 хв. Осад, який містив фракцію СМЧ 
(везикули внутрішньої мембрани мітохондрій), ресуспе-
ндували в невеликому об'ємі середовища ІІ і надалі 
використовували для досліджень. Аналіз чистоти СМЧ 
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проводили біохімічним методом, оцінюючи активність 
5'-нуклеотидази (5'-рибонуклеотид-фосфогідролаза, КФ 
3.1.3.5.) – маркерний фермент плазматичної мембрани 
згідно [12], та сукцинатдегідрогенази (сукци-
нат:оксидоредуктаза, КФ 1.3.99.1.) – маркерний фер-
мент внутрішньої мембрани мітохондрій [12]. 

 

Визначення активності сукцинатдегідрогенази. 
Визначенняактивності СДГ проводили згідно методу 
[12], принцип якого полягає у відновленні фериціаніду 
калію (K3[Fe(CN)6]) до фероціаніду калію (K4[Fe(CN)6]) 
сукцинатомза участіферменту.Активність визначали за 
кількістю відновленого фериціаніду. Реакціяпротікає за 
наступною схемою: 

 
                                 Сукцинат + 2[Fe(CN)6]

3-      СДГ        Фумарат + 2Н+ + 2[Fe(CN)6]
4- 

 
До суспензії мітохондріальних мембран в об'ємі, що 

містив 0,2 мг білка, додавали середовище інкубації 
(10 мМ фосфатний буфер (рН=7,8), 5 мМ бурштинову 
кислоту, 1,25 мМ ЕДТА, 7,5 мМ азид натрію). Проби інку-
бували при кімнатній температурі протягом 5 хв для інгі-
буванняцитохромоксидази азидом натрію. Реакцію роз-
починали додаванням до проб 1,25 мМ розчину фериці-
аніду калію. Проби інкубували протягом 10 хв при +30°С. 

Після інкубації реакцію зупиняли зниженням темпе-
ратури проб до 0ºС шляхом опускання проб улід і дода-
ванням 0,1% додецилсульфату натрію (ДСН). В конт-
рольні проби, які містили всі компоненти інкубаційної 
суміші, ДСН додавали перед внесенням суспензії міто-
хондріальних мембран. Після зупинки реакції і охоло-
дження проби фотометрували на спектрофометрі СФ-
46 при довжині хвилі ƛ= 420 нм проти дистильованої 
Н2О. Для визначення вмісту фериціаніду в пробах, що 
містили від 100 до 1000 мкг феріцианіду в 4 мл розчину, 
будували калібрувальну криву. За різницею в показни-
ках екстинції (Епр-Ек), застосовуючи калібрувальну кри-
ву, розраховували кількість фериціаніду, який віднов-
лювався за час інкубації. Активність сукцинатдегідроге-
нази в препаратах мітохондрій збільшувалася в серед-
ньому в 6-7 разів порівняно з гомогенатами, що свід-
чить про достатній ступінь їх чистоти. 

Визначення активності цитохромоксидази. Цито-
хромоксидаза (КФ 1.9.3.1.) є термінальним ферментом 
дихального ланцюга, який безпосередньо взаємодіє з 
оксигеном. Окиснена форма цитохромоксидази (Fe2+) 
приймає електрони від відновленого цитохрому с, пе-
реходячи у відновлену форму (Fe3+). Метод визначення 
активності ЦО [2] оснований на окисненні цитохрому с 
цитохромоксидазою. 

До середовища інкубації, що складалось з: 20 мМ 
калій-фосфатного буферу (рН 7,2) та 50 мкМ цитохрому 
с, вносили суспензію СМЧ з вмістом білка 0,2 мг. В одну 
параллель реакційного середовища додавали 

25 мМNaN3 (інгібітору цитохромоксидази). Реакції роз-
починали внесенням 2 мМ НАДН. Реакційну суміш інку-
бували при кімнатній температурі протягом 3 хв. Проби 
фотометрували на спектрофометрі СФ-46 при довжині 
хвиліƛ= 550 нмпроти дистильованої Н2О.  

Активність розраховували в мкмоля хцитохрому с, 
окисненого за час інкубації за хвилину на 1 мг білка: 

(V ) (K c L)A       

де V – загальний об'ємп роби; ∆ξ –різниця екстинкцій 
(Ек-Епр), одиниці оптичної щільності; К – мілімолярний 
десятковий коефіцієнт поглинання цитохрому  
с(21.0 мМ-1∙см-1); с –вміст білка в пробі, мг; L – довжина 
оптичного шляху, см (L=1 см); t – час інкубації проби, хв. 

Концентрацію білка визначали за методом Брет-
форда [1]. 

Статистичну обробку результатів проводили з вико-
ристанням "Origin 6,1" і t-критерія Стьюдента. Всі дані 
приведені у вигляді середніх арифметичних та станда-
ртних відхилень. 

Результати та їх обговорення.  
Виділення та аналіз первинної культури перещеп-

люваної карциноми легень Льюїс із пухлини проводили 
на 14 та 25 добу після її перещеплення експеримента-
льним тваринам. Ці терміни було відібрано з метою 
визначення біологічних властивостей пухлинних клітин 
на початковому етапі метастазування (14 доба) та на 
етапі формування метастазів васкулярної фази (25 до-
ба) [8].Згідно морфологічного аналізу представленого 
на типовому фото (рис. 1), на 25 добу виявлено пере-
важання субпопуляції клітин меншого розміру та з бі-
льшим ядерно-цитоплазматичним відношенням. Окрім 
цього, спостерігається переважання анеуплоїдних клі-
тин. При цитофлуориметричному аналізі в популяції 
первинної культури, виділеної на 25 добу вміст анеуп-
лоїдних клітин переважав аналогічний на 14 добу в 
1,6 рази (p<0.05, рис. 2). 

 

 
 

Рис. 2. Вміст диплоїдних та анеуплоїдних клітин в первинній культурі карциноми Льюїс,  
виділених на 14 та 25 добу після її перещеплення.  

* – різниця достовірна (р< 0.05) 
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При аналізі рівня апоптичних клітин було виявле-
но, що на 25 добу цей показник був меншим, ніж на 
14 добу (рис.3), що могло бути асоційовано із змен-

шенням чутливості первинної культури на 25 добу до 
проапоптичних стимулів, пов'язаної з переважанням 
анеуплоїдних клітин. 

 

 
 

Рис. 3. Рівень апоптичних клітин в первинній культурі карциноми Льюїс,  
виділених на 14 та 25 добу після її перещеплення.  

* – різниця достовірна (р< 0.05) 
 

При визначенні активності СДГ та ЦО в мітохондрі-
ях, виділених із первинної культурикарциноми Льюїс на 
14 та 25 добу після її перещеплення було виявлено 
односпрямоване зменшення активності цих ферментів 
на 25 добу, порівняно з 14 добою. Так, на 14 добу акти-
вність ЦО становила 2,4±0,15 мкмоль окисненого 
цит.с/мг*хв., тоді як на 25 добу даний показник знизився 
майже в 7 разів (p<0.01, рис.4А), порівняно з 14 добою і 
склав 0,34±0,17 мкмоль окисненого цит.с/мг*хв. Щодо 

показників сукцинатдегідрогеназної активності, то вона 
також зменшувалася в первинній культурі, виділеній на 
25 добу порівняно з 14 добою, однак не так виражено 
(рис.4Б). Було встановлено, що на 14 добу її активність 
складала 36,6±3,4мкмольK3[Fe(CN)6]/мг*хв, тоді як на 
25 добу цей показник знизився до 21.7±2.3мк моль K3 

[Fe(CN)6]/мг*хв, що у 1,6 разів менше, ніж СДГ актив-
ність на 14 добу. 

 

 
А 

 
Б 

 
Рис. 4. Активність мітохондріальних ферментів  

в первинній культурі перещеплюваної карциноми легень Льюїс на 14 та 25 добу:  
А – цитохромоксидазна активність (мкмольцит.с/мг*хв.);  

Б – сукцинатдегідрогеназна активність (мкмоль[Fe(CN)6]/мг*хв). * -різниця достовірна (р< 0.05) 
 

Таким чином, проведене дослідження на первинній 
культурі карциноми легень Льюїс вказує на наростання 
пулу анеуплоїдних клітин в популяції зі збільшенням 
терміну росту пухлини. На етапі активного метастазу-
вання в легені (25 доба після перещеплення) та фор-
мування метастазів васкулярної фази виявлено значне 
переважання анеуплоїдних клітин, які менш чутливі до 
апоптичних стимулів, про що свідчать дані рівня апоп-

тичних клітин: даний показник зменшується на 25 добу, 
порівняно з 14 добою в 1,6 рази. При визначенні актив-
ності ключових мітохондріальних ферментів – сукцина-
тдегідрогенази та цитохром оксидази виявлено знижен-
ня їх активності на 25 добу, порівняно з 14 добою. Та-
кий ефект зумовлений гіпоксією, яка властива пухлині 
даної експериментальної моделі на 25 добу після пе-
рещеплення, що призводить до пригнічення системи 
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ферментів окисного фосфорилювання та переважного 
переходу пухлинних клітин на гліколітичне анаеробне 
поповнення енергетичних субстратів. 
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АКТИВНИСТЬ ЦИТОХРОМОКСИДАЗЫ И СУКЦИНАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ  
В ПЕРВИЧНОЙ КУЛЬТУРЫ ПРЕВИТОЙ КАРЦИНОМЫ ЛЕГКИХ ЛЬЮИС  

НА РАЗЛИЧНЫХ ЭТАПАХ РОСТА ОПУХОЛИ 
В клетках первичной культуры карциномы Льюис активность цитохромоксидазы на 14 сутки составляла 2,4 ± 0,15 мкмоль окис-

ленного цит.с/мг*мин, на 25 сутки данный показатель снизился почти в 7 раз (p <0.01); активность сукцинат дегидрогеназы на 
25 сутки снизилась до 21.7 ± 2.3мкмольK3Fe(CN)6]/мг*мин, что в 1,6 раза меньше, чем сукцинатдегидрогеназна активность на 14 сутки. 

Ключевые слова: цитохромоксидаза, сукцинатдегидрогеназа, карцинома легких Льюиса, опухоль, рак, митохондрия, окислитель-
ный стресс, анеуплоидия. 
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THE ACTIVITY OF SUCCINATEDEHYDROGENASE  

AND CYTOCHROMEOXIDASE IN PRIMARY CULTURE IN OCULATED LEWIS LUNG CARCINOMA  
IN VARIOUS STAGES OF TUMOR GROWTH 

It was established that cytochromeoxidase activity of Lewis carcinomaprimary culture at 14thday was 2,4 ± 0,15 mmolcyt.c/mg*min, and it was 
decrease dalmostat 7-fold (p <0.01) at 25thday, where as succinate dehydrogenase activity at 25thday was decreased to 21.7 ± 2.3mmolK3  
[Fe (CN)6]/mg*min, which was at 1.6 fold less than at 14thday. 

Keywords: cytochrome oxidase, succinate dehydrogenase, Lewis lung carcinoma, tumor, cancer, mitochondria, oxidative stress, aneuploidy. 
 
 
 
 


