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Резюме

Цель исследования. Оценка антиоксидантного статуса и степени повреждения ДНК в тканях подкожных ксенографтов 
немелкоклеточного рака легкого и перитуморальной зоны, созданных с использованием клеточных линий А549 и Н1299.
Материалы и методы. Исследование проводили на 35 интактных иммунодефицитных самцах мышей линии Balb/c Nude. 
В качестве трансплантируемого опухолевого биоматериала использовались клеточные линии A549 и H1299. Процедуру 
создания CDX-модели проводили в соответствии с протоколом для супратенториальных инъекций (Ozawa T., James C. D., 2010), 
адаптированным для данного эксперимента. Контроль темпов роста и визуализацию интракраниальных ксенографтов про-
водили с помощью системы для микро-КТ в высоком разрешении. Определение активности каталазы и супероксиддисмутазы 
проводили с помощью электрофореза в неденатурирующих условиях в 8 % и 12 % полиакриламидном геле. Концентрацию 
сульфгидрильных групп определяли по Эллману. Уровень повреждения ДНК в лимфоцитах определяли методом ДНК-комет.
Результаты. В результате эксперимента были получены модели опухолевого поражения головного мозга, в 100 % харак-
теризующиеся интракраниальным характером роста. Установлено, что активность каталазы в исследуемых лизатах 
интракраниальных ксенографтов, ткани перитуморальной зоны и условно здоровой ткани животных–опухоленосителей 
во всех опытных группах статистически значимо увеличивалась относительно условно-здоровой ткани интактных живот-
ных, причем наибольшие отличия от контроля были зарегистрированы в группе животных, которым имплантировали 
культуру Н1299 в концентрации 1 × 106. Активность супероксиддисмутазы в исследуемых лизатах интракраниальных 
ксенографтов и ткани перитуморальной зоны статистически значимо увеличивалась относительно контрольного образца 
во всех опытных группах. Наиболее выраженное увеличение активности СОД наблюдалось в ткани интракраниальных 
ксенографтов с наибольшей опухолевой нагрузкой, что составило 28,8 % и 32,9 % изменений относительно контрольного 
образца. Выявлено статистически значимое увеличение концентрации SH-групп относительно контрольного образца 
в лизатах опухолевой ткани во всех экспериментальных группах, причем наибольшая концентрация наблюдалась в группе 
экспериментальных животных с наибольшей опухолевой нагрузкой составила 36,2 ± 0,47. Установлено, что% изменений 
показателя «tail moment» (показатель степени повреждения ДНК) в группах О1, О2, О3 и О4 статистически значимо уве-
личивался относительно контрольного образца на 55,8 %, 111,8 %, 97,3 % и 170 %, соответственно.
Заключение. Наблюдаемое повышение активности системы антиоксидантной защиты, накопление окислительных 
модификаций белков, а также увеличение двунитевых разрывов ДНК в тканях интракраниальных ксенографтов немелко-
клеточного рака легкого in vivo позволяет говорить о том, что созданные модели отражают процессы, сходные с таковыми 
в опухолях немелкоклеточного рака легкого человека.
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Abstract

Purpose of the study. Evaluation of the antioxidant status and DNA damage in tissues of subcutaneous xenografts of non-small 
cell lung cancer and in peritumoral tissues created using the A549 and H1299 cell cultures.
Materials and methods. The study included 35 intact male Balb/c Nude immunodeficient mice. Cell lines A549 and H1299 
were used as transplantable tumor biomaterial. A CDX model was created in accordance with the protocol for supratentorial 
injections (Ozawa T., James C. D., 2010) adapted for this experiment. Growth rates were controlled and intracranial xenografts 
were visualized using a high-resolution micro-CT system. The activity of catalase and superoxide dismutase was determined with 
non-denaturing electrophoresis in 8 % and 12 % polyacrylamide gel. The concentrations of sulfhydryl groups were determined 
according to Ellman. The DNA damage in lymphocytes was determined by the comet assay.
Results. The experiment resulted in the creation of models of brain tumors characterized by intracranial growth pattern in 100 %. 
The activity of catalase in the studied lysates of intracranial xenografts, peritumoral tissue and healthy tissues of tumor-bearing 
animals in all experimental groups increased statistically significantly relative to the healthy tissue of intact animals, and the greatest 
differences from the control were recorded in the group of animals with implanted H1299 culture at a concentration of 1 × 106. 
Superoxide dismutase activity in the studied lysates of intracranial xenografts and peritumoral tissues statistically significantly 
increased compared to the control sample in all experimental groups. The highest increase in the SOD activity was observed in 
the tissues of intracranial xenografts with the highest tumor load, which amounted to 28.8 % and 32.9 % of the changes relative 
to the control sample. A statistically significant increase in the concentration of SH-groups relative to the control sample in tumor 
tissue lysates was revealed in all experimental groups, and the highest concentration (36.2 ± 0.47) was observed in the group of 
experimental animals with the highest tumor load. Percentage change in tail moment (DNA damage indicator) in groups O1, O2, 
O3 and O4 increased statistically significantly compared to the control sample by 55.8 %, 111.8 %, 97.3 % and 170 %, respectively.
Conclusions. The observed increase in the activity of the antioxidant defense system, accumulation of oxidative modifications 
of proteins, and an increase in DNA double-strand breaks in the tissues of intracranial xenografts of non-small cell lung cancer in 
vivo suggest that the created models reflect processes similar to those in tumors of human non-small cell lung cancer.
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oxidative stress, antioxidant enzymes, xenografts, CDX models
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ВВЕДЕНИЕ

Онкогенез представляет собой многоэтапный про-
цесс, сопровождающийся состоянием окислительного 
стресса (ОС) – дисбаланса между продукцией свобод-
ных радикалов (СР) и активностью антиоксидантной 
системы (АОС) [1]. СР являются короткоживущими 
высоко реакционноспособными химическими со-
единениями, которые содержат один или несколько 
электронов с неспаренным спином и могут приводить 
к окислительным модификациям биомолекул. Глав-
ными СР являются активные формы кислорода (АФК) 
и активные формы азота (АФА) [2]. Принимая элек-
трон соседней молекулы, АФК приводит к образова-
нию радикала из потерявшей электрон молекулы [3].

К эффектам АФК относят окислительные поврежде-
ния белков, липидов, одно- и двунитевые разрывы ДНК, 
точечные мутации (8‑оксогуанин, урацил, АП-сайты). 
АФК увеличивают скорость возникновения мутаций 
в протоонкогенах и генах-супрессорах опухолей, кото-
рые становятся причиной неопластической трансфор-
мации. Кроме того, сигнальные пути, активированные 
СР, способствуют клеточной пролиферации, ангиогенезу 
и метастазированию. На примере АФА-опосредован-
ного окислительного стресса было показано, что СР 
способствуют клеточной трансформации путем актива-
ции фактора транскрипции AP‑1 [4]. Таким образом, ОС 
можно рассматривать в качестве индуктора онкогенеза.

Антиоксидантный статус в тканях опухолей различ-
ной локализации является глубоко изученным фак-
тором патогенеза злокачественного процесса [5–6]. 
Однако данных о состоянии АОС, ОС и ассоциирован-
ных с ним повреждений ДНК и белков в ткани ксено-
графтов в отечественной и зарубежной литературе 
не представлено.

Цель исследования: исследование антиоксидант-
ного статуса и степени повреждения ДНК в тканях 
подкожных ксенографтов немелкоклеточного рака 
легкого и перитуморальной зоны, созданных с ис-
пользованием клеточных линий А549 и Н1299.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Лабораторные животные
Исследование проводили на 35 интактных иммуно-

дефицитных самцах мышей линии Balb/c Nude с мас-
сой тела 18–24 г, возрастом 5–6 недель, из которых 7 
составляли контрольную группу (далее КГ). Животные 
содержались в SPF-виварии в системе искусственно 
вентилируемых клеток с соблюдением светового 
режима день/ночь (12/12 часов) при температуре 
22–26˚С и относительной влажности воздуха 50–60 %.

Работа с животными осуществлялась в соответ-
ствии с «Правилами проведения работ с использо-
ванием экспериментальных животных» Хельсинской 
декларации. План исследования был одобрен био-
этической комиссией Федерального государственного 
бюджетного учреждения «Научный медицинский 
исследовательский центр онкологии» Министерства 
здравоохранения Российской Федерации.

Трансплантируемый опухолевый материал
В качестве трансплантируемого опухолевого био-

материала использовались клеточные линии A549 
и H1299, полученные в коллекции клеточных культур 
Института цитологии РАН. Клетки культивировали 
в среде RPMI1640 (БиолоТ, Россия) с добавлением 
10 % FBS (Gibco, США) и 100 мкг/мл стрептомицина 
в СО2 инкубаторе при 37 °C и 5 % СО2.

Наркотизация животных
Наркотизацию мышей осуществляли по запатен-

тованному ранее протоколу (патент на изобретение 
RU № 2712916, опубл. 05.02.2020 г., Бюл. № 4), пред-
полагающему проведение премедикации с помо-
щью внутримышечного введения 1,5 мл/кг препарата 
Ксила (Interchemie werken «De Adelaar» B.V, Нидер-
ланды) концентрацией 20 мг/мл. Через 15 минут 
после премедикации проводили внутримышечную 
инъекцию водного раствора препарата «Золетил 50» 
(Virbac, Франция) концентрацией 22,57 мг/мл. Об 
адекватности глубины наркоза судили по отсутствию 
«педального» рефлекса.

Таблица 1. Распределение экспериментальных животных по группам
Table 1. Distribution of experimental animals by groups 

Наименование группы / 
Group name

Код группы / 
Group code

Количество и пол 
животных / Number 

and sex of animals

Клеточная линия / 
Cell line

Концентрация клеток / 
Cellular concentration 

Опытная № 1 / Study No. 1 О1 7 ♂ A549 5 × 105

Опытная № 2 / Study No. 2 О2 7 ♂ A549 1 × 106

Опытная № 3 / Study No. 3 О3 7 ♂ H1299 5 × 105

Опытная № 4 / Study No. 4 О4 7 ♂ H1299 1 × 106
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Создание CDX-модели
Процедуру создания CDX-модели, проведенную 

в соответствии с протоколом для супратенториальных 
инъекций, адаптированным для данного экспери-
мента, проводили согласно таблице 1 [7].

Суспензии клеток, концентрацией 5 × 105 и 1 × 106, 
набирали в шприц Гамильтона, зафиксированный 
в манипуляторе, после чего имплантировали 5 мкл 
суспензии. Края раны соединяли простым узловым 
швом, используя шовный материал пролен 4–0.

Визуализация роста интракраниальных 
ксенографтов
Контроль темпов роста и визуализацию интракра-

ниальных ксенографтов проводили с помощью систе-
мы для микро-КТ в высоком разрешении Quantum 
GX2 (Perkin Elmer, США). Сканирование осуществляли 
в течение 2 минут при напряжении 90 кВ, силе тока 
88 µА и регуляторе вокселя составлял 72. Сканирова-
ние проводили на 15, 30 и 60 сутки после процедуры 
интракраниальной имплантации. Для ингаляционной 
наркотизации животного использовали изофлюран. 
Обработку полученных изображений осуществля-
ли с помощью программного обеспечения RadiAnt 
DICOM Viewer 4.6.9 Setup (Medixant).

Процедура эвтаназии, забора крови 
и выделения ксенографтов
Процедура эвтаназии животных, предполагала 

проведение декапитации с последующим забором 
крови в пробирки с антикоагулянтом на 60 сутки 
после процедуры интракраниальной имплантации. 
Посмертно проводили диссекцию головного мозга 
с последующим выделением опухолевой ткани и пе-
ритуморальной зоны.

Лизис клеточной суспензии и выделение белков
Выделенные фрагменты опухолевой ткани и пе-

ритуморальной зоны животных–опухоленосителей, 
а также условно здоровой ткани мозга контрольных 
животных гомогенизировали в 50 мМ Трис-HCl буфере 
(pH 8.0) в присутствии ингибиторов протеиназ при 
помощи ультразвукового гомогенизатора Ultrasonic 
Processor VCX‑130. Хранение образцов осуществля-
лось при –20оС.

Определение активности каталазы
Определение активности каталазы проводили 

с помощью электрофореза в неденатурирующих 
условиях в 8 % полиакриламидном геле (ПААГ) по 
Weydert и Cullen (Weydert, Cullen, 2009). Пробы лиза-
тов, содержащие 100 мкг белка, вносили в лунки геля, 
предварительно разведя в соотношении 1:1 с буфе-
ром, содержащим 0,5М Трис рН 6.8, глицерол и 200 
мкл 5 % бромфенолового синего. Преэлектрофорез 
проводили в течение 1 часа при 40 мА и 4 °С в буфере, 
содержащем 6,06 г Трис, 22,5 г глицина в 1 л деиони-
зованной воды. Электрофорез проводили в течение 
3 ч при 10 мА и 4 °С в том же буфере. Для инициа-
ции реакции, катализируемой каталазой, готовили 
0,003 % раствор H2O2, в котором инкубировали гели 
в течение 10 минут. Для окраски гелей использовали 
2 % раствор хлорида железа (III) и 2 % раствор фер-
рицианида калия. При проявлении ахроматических 
полос процесс окрашивания останавливали, помещая 
гели в деионизированную воду. Сканирование гелей 
осуществлялось при помощи ChemiDoc MP System 
(«Bio-Rad», США).

Определение активности 
супероксиддисмутазы
Определение активности супероксиддисмутазы 

проводили с помощью электрофореза в неденату-
рирующих условиях в 12 % ПААГ по Weydert и Cullen 
(Weydert, Cullen, 2009). Пробы лизатов, содержащие 

Рис. 1. КТ изображение интракраниального ксенографта.

Fig. 1. CT image of the intracranial xenograft.
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250 мкг белка, разводили в соотношении 1:1 с буфе-
ром, содержащим 0,5М Трис рН 6.8, глицерол и 200 
мкл 5 % бромфенолового синего. Процедуры пре-
электрофореза и электрофореза проводили в тех же 
режимах. Окрашивание проводили при комнатной 
температуре, помещая гель в краситель, содержащий 

700 мкл 0,1 % адреналина в 20 мл Na2CO3‑буфера. 
После проявления прозрачных полос на фиолетовом 
геле инкубацию останавливали, трижды промывая 
гель в деионизованной воде в течение 10 минут. 
Интенсивность ахроматических полос оценивали 
с помощью Image Lab 6.0.1 («Bio-Rad», США).

Рис. 2. Процент изменений активности каталазы в образцах интракраниальных ксенографтов, ткани перитуморальной зоны и 
условно здоровой ткани животных–опухоленосителей относительно контрольного образца; * – достоверные отличия (р < 0,05).
Примечание: контрольный образец считали равным нулю.

Fig. 2. Percentage of changes in catalase activity in samples of intracranial xenografts, tissue of the peritumoral zone and conditionally 
healthy tissue of tumor-bearing animals relative to the control sample; * – significant differences (p < 0.05).
Note: the control sample was considered equal to zero.

Таблица 2. Активность каталазы в исследуемых лизатах
Table 2. Catalase activity in the studied lysates

Группа / Group M ± m t p Δ %

Опухолевая ткань / Tumor tissue

О1 97,3 ± 0,67 262,08 0,0001 319,0

О2 126,3 ± 2,19 123,32 0,0003 443,9

О3 107 ± 1,15 184,15 0,0001 360,7

О4 132,7 ± 1,67 170,23 0,0001 471,2

Перитуморальная зона / Peritumoral zone

О1 56,7 ± 1,45 59,29 0,0011 144,0

О2 64,0 ± 2,52 42,48 0,003 175,5

О3 56,0 ± 1,53 55,41 0,0014 141,1

О4 76,3 ± 1,45 94,17 0,0004 228,6

Условно здоровая ткань / Relatively healthy tissue

О1 31,1 ± 1,59 12,48 0,033 34,0

О2 38,6 ± 0,25 95,99 0,001 66,1

О3 43,2 ± 0,97 51,41 0,0008 85,8

О4 44,1 ± 1,28 41,65 0,002 89,8
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Определение концентрации 
сульфгидрильных групп
Для определения концентрации сульфгидрильных 

групп использовали реактив Эллмана (Thermo Scientific, 
США). Стандартные растворы готовили, растворяя L-ци-
стеин гидрохлорид в реакционном буфере, содержа-

щем 0,1 М фосфат кальция и 1 мМ ЭДТА, рН 8.0. Опти-
ческую плотность измеряли при длине волны 412 нм 
на спектрофотометре Beckman Coulter DU‑800 (США).

Метод ДНК-комет
Для определения повреждений ДНК методом 

ДНК-комет использовали лимфоциты, выделенные 

Рис. 3. Процент изменений активности супероксиддисмутазы в образцах интракраниальных ксенографтов, ткани перитуморальной 
зоны и условно здоровой ткани животных-опухоленосителей относительно контрольного образца; * – достоверные отличия (р < 0,05).
Примечание: контрольный образец считали равным нулю.

Fig. 3. Percentage of changes in superoxide dismutase activity in samples of intracranial xenografts, peritumoral zone tissue and conditionally 
healthy tissue of tumor-bearing animals relative to the control sample; * – significant differences (p < 0.05).
Note: the control sample was considered equal to zero.

Таблица 3. Активность супероксиддисмутазы в исследуемых лизатах
Table 3. Superoxide dismutase activity in the studied lysates

Группа / Group M ± m t p Δ %

Опухолевая ткань / Tumor tissue

О1 550,93 ± 0,82 98,68 0,0001 18,8

О2 597,33 ± 0,59 155,92 0,0001 28,8

О3 557,90 ± 0,91 105,12 0,001 20,3

О4 616,40 ± 1,55 150,50 0,018 32,9

Перитуморальная зона / Peritumoral zone

О1 477,13 ± 1,57 13,02 0,010 2,9

О2 482,53 ± 0,92 20,82 0,006 4,0

О3 481,26 ± 0,82 19,71 0,008 3,8

О4 483,33 ± 1,40 19,85 0,003 4,2

Условно здоровая ткань / Relatively healthy tissue

О1 454,20 ± 0,57 11,31 0,039 -2,1

О2 459,93 ± 0,87 5,54 0,139 -1,1

О3 464,73 ± 2,11 0,75 0,789 0,2

О4 471,77 ± 4,54 4,14 0,218 1,7
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в градиенте плотности фикол-верографин. Клетки 
смешивали с PBS в соотношении 1:1, после чего 
наносили 60 мкл полученной суспензии на пред-
метные стекла, покрытые агарозой. Через 30 минут 
инкубации в 4 °С стекла помещали в лизирующий 
раствор на ночь. Процедуру электрофореза про-

водили в течении 30 минут при 25 В, 300 мА. Для 
окрашивания стекла инкубировали в 80 мкл броми-
стого этидия в течении часа. Визуализацию осуще-
ствляли с помощью флуоресцентного микроскопа. 
Полученные изображения анализировали с помо-
щью программы Comet Score, для оценки количества 

Рис. 4. Процент отклонений концентрации SH-групп в образцах интракраниальных ксенографтов, ткани перитуморальной зоны и 
условно здоровой ткани животных–опухоленосителей относительно контрольного образца; * – достоверные отличия (р < 0,05).
Примечание: контрольный образец считали равным нулю.

Fig. 4. Percentage of deviations in the concentration of SH-groups in samples of intracranial xenografts, peritumoral zone tissue and 
conditionally healthy tissue of tumor-bearing animals relative to the control sample; * – significant differences (p < 0.05).
Note: the control sample was considered equal to zero.

Таблица 4. Концентрация сульфгидрильных групп в исследуемых лизатах, нМ SH/мг белка
Table 4. Concentration of sulfhydryl groups in the studied lysates, nM SH/mg of protein

Группа / Group M ± m t p Δ %

Опухолевая ткань / Tumor tissue

О1 19,5 ± 0,33 25,48 0,0006 31,4

О2 29,1 ± 0,33 77,91 0,0081 96,0

О3 26,8 ± 1,16 26,05 0,005 80,4

О4 36,2 ± 0,47 96,67 0,0064 143,8

Перитуморальная зона / Peritumoral zone

О1 14,4 ± 0,25 2,68 0,374 –2,9

О2 15,6 ± 0,15 5,55 0,137 5,4

О3 18,4 ± 0,29 20,75 0,001 24,0

О4 20,9 ± 0,49 26,93 0,0008 41,2

Условно здоровая ткань / Relatively healthy tissue

О1 16,0 ± 1,65 1,83 0,555 7,8

О2 13,9 ± 0,28 5,29 0,119 –6,1

О3 16,3 ± 0,67 5,11 0,148 9,8

О4 17,8 ± 0,03 22,57 0,0128 20,2
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двунитевых разрывов использовали показатель «tail 
moment», равный отношению длины хвоста кометы 
(tail lenght) к содержанию ДНК в хвосте (tail DNA 
percent).

Статистическая обработка
В ходе исследования эксперименты выполняли 

в трех параллелях для каждой клеточной линии, 
поэтому представленные результаты отражают 
средние значения проведенных экспериментов. 
Статистическую обработку данных осуществляли 
с помощью программ Statistica 10.0 (StatSoft. Inc., 
США) и PDQuest 2-DAdvanced 8.0.1 (Bio-Rad, США). 
Для оценки статистической значимости различий 
сравниваемых групп использовали t-критерий 
Стьюдента. Отклонения считали достоверными при 
вероятности различий сравниваемых групп более 
95 % (р < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Путем интракраниальной имплантации клеточных 
линий А549 и Н1299 были созданы четыре CDX-моде-
ли поражения головного мозга метастазами немелко-
клеточного рака легкого. Изображение микро-КТ, 
полученное на 30 день после процедуры импланта-
ции, представлено на рисунке 1.

На основании результатов микро-КТ можно го-
ворить о наличии экзофитного роста ксенографтов 
у большинства животных-реципиентов. Приживляе-
мость опухолевого материала во всех опытных груп-
пах составила 100 %.

Установлено, что активность каталазы в иссле-
дуемых лизатах интракраниальных ксенографтов, 
ткани перитуморальной зоны и условно здоровой 
ткани животных–опухоленосителей во всех опыт-

ных группах статистически значимо увеличивалась 
относительно условно-здоровой ткани интактных 
животных, причем наибольшие отличия от контроля 
были зарегистрированы в группе животных, которым 
имплантировали культуру Н1299 в концентрации 1 
× 106 (О4) (табл. 2).

Наиболее выраженное увеличение активности 
каталазы относительно контрольного образца на-
блюдалось в опухолевой ткани животных, которым 
имплантировали опухолевый материал в наиболь-
шей концентрации (в группах О2 и О4), что соста-
вило 443,9 % и 471,2 % изменений (рис. 2). В образцах 
перитуморальной зоны наибольший процент изме-
нений также был зарегистрирован в группах О2 и О4, 
что составило 175,5 % и 228,6 %. В образцах условно 
здоровой ткани наиболее выраженные изменения 
были зарегистрированы в группах О3 и О4, что соста-
вило 85,8 % и 89,8 %, соответственно.

Было обнаружено, что активность супероксиддис-
мутазы в исследуемых лизатах интракраниальных 
ксенографтов и ткани перитуморальной зоны ста-
тистически значимо увеличивалась относительно 
контрольного образца во всех опытных группах. 
Однако, в образцах условно здоровой ткани живот-
ных–опухоленосителей группы О1 было выявлено 
статистически значимое уменьшение активности 
СОД на 2,1 % (табл. 3). В образцах лизатов условно 
здоровой ткани групп О2, О3 и О4 статистически 
значимого уменьшения активности каталазы не 
обнаружено.

Наиболее выраженное увеличение активности 
СОД наблюдалось в ткани интракраниальных ксено-
графтов с наибольшей опухолевой нагрузкой (в груп-
пах О2 и О4), что составило 28,8 % и 32,9 % измене-
ний относительно контрольного образца (рис. 3).

Рис. 5. Микрофотографии ДНК-комет. А – вид ДНК-кометы в лимфоцитах животных с ксенографтами А549 (5 × 105); В – вид ДНК-комет 
в лимфоцитах интактных животных.

Fig. 5. Micrographs of DNA comets. A – type of DNA comet in lymphocytes of animals with xenografts A549 (5 × 105); B – type of DNA comets 
in lymphocytes of intact animals.

А B
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Было выявлено статистически значимое увели-
чение концентрации SH-групп относительно кон-
трольного образца в лизатах опухолевой ткани во 
всех экспериментальных группах, причем наиболь-
шая концентрация наблюдалась в группе экспери-
ментальных животных с наибольшей опухолевой 
нагрузкой (О4) и составила 36,2 ± 0,47. Статистически 
значимое увеличение концентрации в образцах пе-
ритуморальной зоны наблюдалось в группах живот-
ных, которым была имплантирована культура Н1299 
(О3 и О4), что составило 18,4 ± 0,29 и 20,9 ± 0,49, 
соответственно. В образцах условно здоровой ткани 
головного мозга статистически значимое увеличение 
концентрации SH-групп (20,2 %) было зарегистриро-
вано в группе носителей Н1299 в концентрации 1*106 
(О4) (табл. 4, рис. 4).

Количество двунитевых разрывов ДНК оценивали 
по критерию «tail moment» на основании результа-
тов флуоресцентной микроскопии. Примеры микро-
фотографий, полученных ДНК-комет представлены 
на рисунке 5.

Установлено, что % изменений показателя «tail 
moment» в группах О1, О2, О3 и О4 статистически 
значимо увеличивался относительно контрольного 
образца на 55,8 %, 111,8 %, 97,3 % и 170 %, соответ-
ственно (рис. 6).

АФК играют важную роль во многих патофизио-
логических процессах, в том числе в активации 
онкогенов, ингибировании генов-супрессоров, пере-
кисном окислении липидов, повреждении белков, 
а также активации клеточной дифференцировки. 
Активация таких ферментов антиоксидантной си-
стемы, как супероксиддисмутаза, каталаза, глута-
тионпероксидаза, глутатионредуктаза и глутатион 
S-трансфераза является хорошо описанным собы-
тием развития опухолей головного мозга у человека, 
однако зарубежных и отечественных исследований, 

зарегистрировавших повышение концентрации 
данных ферментов в тканях ксенографтов крайне 
мало [7–10].

В результате проведенного эксперимента были 
успешно созданы модели опухолевого поражения 
головного мозга метастазами немелкоклеточного 
рака легкого, в 100 % характеризующиеся интра-
краниальным характером роста. Во всех образцах 
опухолевой ткани индуцированных новообразова-
ний отмечалось статистически значимое увеличе-
ние активности антиоксидантных ферментов, что 
является подтверждением течения процессов пере-
кисного окисления в опухолевых клетках. Кроме 
того, повышение активности ферментов отмеча-
лось в некоторых образцах перитуморальной зоны 
и условно здоровой ткани экспериментальных жи-
вотных. Также было установлено повышение кон-
центрации сульфгидрильных групп в лизатах трех 
видов тканей и количества двунитевых разрывов 
ДНК в лимфоцитах животных-опухоленосителей. 
Полученные результаты согласуются с результатами 
других исследований, проведенных для опухолевой 
ткани пациентов. Так, например, в работе Погорело-
вой Ю. А. и соав. (2011) было продемонстрировано 
увеличение активности антиоксидантных ферментов 
в образцах ткани первичных опухолей головного 
мозга и метастазов рака молочной железы, легкого 
и почки, локализованных в головном мозге [10]. 
Авторами было убедительно продемонстрирована 
ассоциация окислительных повреждений белков 
и нуклеиновых кислот с накоплением АФК в клетках. 
Кроме того, в работе Тушинской Л. А. с коллегами, 
была описана роль АФК в пролиферации опухолей 
головного мозга, что подтверждает закономерный 
характер повышения активности антиоксидантных 
ферментов в тканях первичных и метастатических 
опухолей головного мозга [11–14]. Наблюдаемые 
в настоящем исследовании изменения активности 
антиоксидантных ферментов могут рассматриваться 
в качестве клинико-экспериментальных закономер-
ностей и могут быть использованы в качестве одного 
из критериев валидации моделей in vivo.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наблюдаемое повышение активности системы 
антиоксидантной защиты, накопление окислитель-
ных модификаций белков, а также увеличение дву-
нитевых разрывов ДНК в тканях интракраниальных 
ксенографтов немелкоклеточного рака легкого in vivo 
позволяет говорить о том, что созданные модели 
отражают процессы, сходные с таковыми в опухолях 
немелкоклеточного рака легкого человека.

Рис. 6. Среднегрупповые значения показателя «tail moment».

Fig. 6. Average group values of the "tail moment" indicator.
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