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МОЙ ,",2'!,~ ;":О.lОНИИ мышей FVBjN, несущих П'Н

HER-: :-.'"" ...... составляет 311±56 сут, а макси",3.,ъ­

ная --::'о,:-,,,:.:',~rrельностьжизни - 431 сут. У 8~

\!Ы:..:..:::,~ ~~3.>fваются аденокарtЩНОМЫ молочноif

же.'",,:·:';: нжs..lюдается также раннее НЗcтyrLlение

B03~:-:-:""':~"\ ;-\арушений эстральной ФУНКlШИ [З1­

BbUj5i..."C'1o.&:.'-.1Ь мышей FVВjN ДИКОГО типа в воз­

pac~ :.! ""'~ .Jостигает 62%, а частота слонтаН­

Н",С,\' :>:,y,",:,_-:::~il составляет 66% [12J. У ЭТИХ \IЫ­

ш;:;, ~--:;),",-~lHHO развиваются аденомы гипофи~

.><1. ":"::=:-:'::'o"i:.l .1егких, опухоли яичников, адено­

\!~ -.:.=:.r:-,:~воЙ железы, лимфомы, гиетиоuитар­

H~:"" ~~~O\!Ы и феохромоцитомы, однако C.1Y­

'-;.l:::o. ~:;;-:IП,;:новения аденокарцином молочной

Ж::.-::::'i::i :"~ выявлено.

В --:·~-:",~ние годы накапливается все больше

у~..:;r--:-~,:О':;blХ данных об ингибирующем в.лия­

f-:;!;' ;''''...2:i?_-:'НОГО гормона эпифиза мелатонина

f-:':' :-.':'::'3~~<' спонтанных и индуцированных хи­

\'.''-::,.::a'l.!'! канцерогенами опухолей МОЛО'IНОЙ

Ж~_-~:;",;: ! .-:..юораторных грызунов P5J. Аналогич­
:-,~,.' ~э::""~'::ТВО~ обладает фармакопейный пеп­

-;-.,....:;-,."",:, :-:..,епарат эпифиза эпиталамин, приме­

:::''''';';',:" :о..С'70РОГО достоверно угнетает развитие

.::----:'.',:--'L'-'.;-:::.;..X опухолей молочной железы у самок

\~;.::.:..:':~ C:H,,"Sn и SHR и индуцируемых7, 12-ди­
\''':"-~'':...''''~;-': 3( J)аюр,щеном новообразованийэтого

";'~''':_'--',.: :. .:3.'!ОК крыс [5,11}. Направленный син­

:-:;':. ,~,,,,':;.t<:(ногически активных пептидов эпифи­

::.:. :'~--.:..~ широкие возможноCПI для их внед­

Х::--=":;;; s К__Пlническую практику. Тетрапептид

",:-Г:':":-,-",", 1.-\lа-GIll-Asр-Glу) сконструирован 110

''!}:'-T~' В Х.Хавинсонана основании анализа ами­

о; :-.;у ':"',~"'7HOГO состава эпиталамина r] 01. При

':":-Г~1:'<-:O" применении эпиталон достоверно

:,Э:'_,,-r';;И3l-1 продолжительность жизни и угнетал

:-''::'3:7:'''"~;: ,:понтанных новообразований у самок

ч".-:::.:,:.:i{ еВА [4}. в настоящей работе изучено

::".;':;;:;-':~~ эпиталона на развитие спонтанных опу­

'- ~J~j! :' ,:зцок мышей FVВ, трансфсuированных

:--:"":>10! ;:"J.кэ' \юлочной жслсзы егЬВ-2/пеu. В ка­

::.:-~ :-:репарата сравнения использовали син­

-~-''',,!~':,,-j{Й .'IИпептид вилон [13].

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

3JЪГ-'J.Х использованы гомозиroтные FVВ HER-2/
-.'~'_ :;x:.:-JсгсННblе мыши линии F VБ/N ("Charles
~',-:-=--- '. предоставленные Итальянским нацио­

,--,,,,--r~;-,:,,,,, исследовательским центром старения

;.: -.,,::,,:,:,,,,рживаемые в отделе канцерогенеза и ста­

:--~,,;:>: НИИ онкологии им. Н.Н.Петрова. Мы­

...'..::,,: ':О.lсржали при 12-часовом световом режи­

\1:: ;: =~=10C, они получали стандартныйлабора­

~l-';':-'~;1 корм И питьевую воду без о['раничения.

Всего использовано 80 самок трансгенных :>1Ы­

шей, произвOJ!ЬНО разделенных на 3 группы.

Начиная с 2-месячного возраста животным КОН­

11Юльной группы подкожно НIЮДИЛИ О.] МЛ: 0.9%
раствора NaCI 5 дней подряд ежемесячно, а жи­

вотным l-й и 2-й групп - ::юиталон и ВИjlOН

соответственно по 1 мкг/мышь подкожно (10 та­

КОЙ же схеме (пептиды синтезированы Е.И.гри­

ropьевым в Санкт-Петербургскоминституте био­

реryляuии и геронтолоrnиСЗО РАМН). Ежене­

~е..1ЬНО путем пальпаuии КОНТрОЛИрОRали ПОЯ[l­

.1енис опухолей молочной железы и регистри­

ровали их локализациюи размеры. Павших жи­

вorныx вскрывали и подвергали макро- и микро­

скопическомуисследо&1.ПИЮ.

Экспрессию мРНК HER-2/ПСll у Tp<lHCI'CH­

Hых мышей оценивали с пm.юшью ПЦР с об­

ратной транскриптазой (ПЦР-ОТ). После гомо­

генизации обращов тканей РНК ::жстрагирова­

.1И с помощью наборов "Тгi-Rс"gеnt" ("Sigma
Chemical Со."). Концентрацию РНК опрсдсля­

;1И на спектрофотометре"UV160 1" ("Scimadzu").
кДНК синтезировали из 0.1 мкг РНК, инкуби­

руя РНК с 0.5 мМ dNТP, 12.5 нг/мкл oligo дТ,

буфером "First Strand" (50 мМ трис-НО рН 8.3,
75 мМ КС12 , 3мМ MgC~), обратной транеКрИIfта­

зой M-MLV (10 ЕД)мЮI), ингибитором РН Казы

(1 EДjмкл) и 0.01 М дитиотрситолом (все реш'ен­

ты - "Gibco BRL") в конечном объеме 20 мкл.

Образuы инкубировали в течение l '! при З7"С

и 10 мин при 950С, затем кДНК замораживали

при -2()оС дО использования. ПиР ставили, ин­

кубируя 5 МЮI кДНК с реакционной смеСhЮ, со­

лержащей ПUР-буфер, 1.5 мМ MgCl
2

, 200 мкМ

dNTP, специфическиепрямые и обратные прай­

меры (0.8 мкМ каждого), Taq ДНК-полимеразу

(1 ЕД/мкл) в конечном объеме 50 мкл: (все реа­

генты - "Roche Diagnostics GmbH"), Образцы

инкубировалив амплификаторе"GencAll1p PCR
System 9700" ("Pcrkin Eimer") до 35 ЦИКЛОВ ДЛЯ

HER-2/neu и 30 циклов для р-актина. ПраЙ/l-Iеры

для HER-2/neu и ~-актина были ПОЛУ'Jены от

"Roche Diagnostics GmbH", Фрагмент HER-2/
пеи размером 239 пар оснований (п.о.) был оп­

ределен как прямой праимер 5" -GATCGAAТТС
СТGGАGGАСGТGССGСТТGТА;как обратный

использовали праймер 5'-GАТСААGСТТАТАG

crCCACACATCACfCfG. Фрагмент р-актина ве­

личиной 349 п.о. имел праймеры: прямой - 5"­
TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC. обрат­

ный - 5'-ТМААСОСАОСТСАОТМСАОТССО.

Продукты ПUР и стандарты молекулярной мас­

сы ("DNA moleeu!ar weight mагkег VllI", "Roche
Diagnostics") визуализировали rroсле электрофо­

реза в 1.5% агарозном геле, содержащем 1 МКГ/МК-l
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Влиs:.....е ~,,.-co-ta и эпиталона

2'п€_ • --::.а.--:-енных мышей

на развитие аденоосарцином молочной железы и экспрессию онкогенв НЕА-

Показатель

К::.- ...~:-Jj:: " ...шеЙ с опухолями молочных

B:oe-w'" :6..а::'!JI(ения 1-й опухоли, сут

05_:-:- lа","",,="::тво опухолей

о(::""oIЧ!o::.-в: "~шей, %

... 5::,.-,;о:е опухолями

V<iII~';: диаметр опухоли, см

:-~~~~ величина экспрессии

~'-i'li' ~ 'iER-2/пеu, уел. ед.

0.9% NaCI Вилон эпиталон

(п=28) (п=27) (п=25)

желез. '" 23 (82) 24 (89) 18 (72)

168 150 168

106 114 85

5 (18) 4 (15) 7 ( 28)'·

2 (7) 1 (4) 4 (16)·'

21 (75) 22 (81) 14 (56)*

2.1±0.2 1.90±О.19 1.40±О,1В"

1.6З7±О.ОЗ9 О.В29±0.О96* О.445±О.212*

.'":р те ";;<{j.001, "р<О.О5 по сравнению с контролем

- ._~------,

400 450~50

- -----~ '-',--

250200

Возраст МЫIТIСЙ, суг

150100

40

60

20

Число опухолей

!20

80

100

~ 1. Б:""~яние вилона-и

=-·"·W',J1~~ ""8 динамику воз­

_,...:~" аД8нокарцином

.... :.I~r::·~I·.C ... ж:елезы у самок

~::~-~,.j:Х мышей НЕА-2!

,.~.!.

. - ~::,:",~:;оль, 2 - вилон,

1'i""1....a.~OH.

, .

,­
;0:1' ---->

"1"''-: ---->

.;;,' ---->
Д:4 ---->

-:' ---->
- ,- ---->

:" ---->

." ~

м J 2 з 4 5 7 J 2 з 4 5 6 7 м

п.О.

f- ] I \4
+- 9(}{)
f- (,92

+- 50]
~- 404
f- 320
f- 242
~-~ 190
f- ]47
f- 124

P8tc_ 2. Экспрессия мРНК онкогена HER-2jneu (а) и В-актина (6) в опухолях моло'1НОЙ железы мышей FVBjN.
~,:-,,!чавших вилон или эпиталон.

- 2 - 0.9% NaCI; 3, 4 - эпиталон; 5, 6 - вилон; 7 - контроль.
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ЭТ~IЩ1ума f;'O'fi!.1a. ДенситометричееКltй ана.lltЗ

Щ)QliЗ80ЗIС;~ '"'~ прltборе "GeIDoc 2000" ("Biorad
Labol<ltori~~-.

Резу.1Ь'-!:=':: опыroв обраоо'Jыв3Jпf C1mИстичес­

КI1 с ИС!lо::ь:>.:)В3.нием точ:ноro метода Фишера.

КР~lтериев В.'!...:коксона, Манна-Уитни, Стъю­

дента, НЬЮЧ2на-КеЙ.лса и анализа ANQVA

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛ~ОВАНИЯ

Первая on~ ,\-;:I.:b ,ЮЛОЧНОЙ железы в опьпе БЬL1З

вынвлеllЗ ~ \~ы:.tlи. получавшей ВИЛОН, на 150-е

сутки ЖIОJ!l~_ В контрольной группе появление

первuй ОП~'('\:-:;I было зарегистрировано спустя

18 сут, а в rpyтr:-Ie эпиталона - спустя еще 20 сут

(n1блиш.) . .J1~H2.\НlKa выямения опухолей молоч­

НОЙ железы:; ,онтрольной И ПОДОПЫТНЫХ груп­

пах не рах:ис;а.1ЗСЬ до б-го месяца жизни мы­

шей, <1 под .. Оnlечзщ>сь отчетли.вое уменьшение

частоты ВОJ~:Ю.:НОвения НОВЫХ случаев ноооо6­

раЗОВЗНllЙ в 7уппе мышей, которым ВВОДИЛII

ЭШIТ3>10Н (pll.7_ 1). Частота разВltl1lЯ аленокар­

цином МО.l0'ШОЙ железы ':1 мышеti, несущих f1:H

HER-2/llell. R :-Р~Тlпе эпитмона была нuже. чс\f

в контроле 11 в flJУППС вилона (таблица). Ко.1И­

чество мышеJ-!. у которых опухоли молочной ж:е­

.lезы не ра3ВIi.1ИСЬ. в rpynne эmrraлона было в

1.6 раз б6льшюl. чем в контроле (р<О.О5). Мак­

СltМальны:й разчер аденокарцииом молочной :Ж:~­

.lезы в ТРУПIl~ Эllиталона был на 33% меньше.

чем в КоНтро.lе (р<О.О5; таблица).

Экспрессия \fPHK гена HER-2/neu в ОП~'­

холя:х МОЛО4ноii же.1.езы мышей, получавших 3П1t­

талон, была режа снижена (8 3.7 раза) по срав­

нению с ана..lОГИЧНЫМ пока3ателем в опухо."1ЯХ

J(ОНl'РОЛЬНhlХ чышей (рис. 2). Введение ВИ-10на

уменьшало :tкспрессию"онкогена в 1.97 раза по

сравнению с контролем.

ПОЛУ'lенныс .ынные св~щетельствуют о тор­

~lOжении канцерогенеза молочных желез у транс­

генных HER-2/neu мышей и экспрессии !oiPHK
rtHa HER-2/ncu поп влиянием эшпзлона. ч'то

соr.lасуется с результатами экспсримеНld tш ~fbI­

шах nолгоживущеii лини" еВА, показавшеm тор­

можение раЗВИТИЯ спонтанных опухолей после

введения этого тетрапепnша 141, а также с фак·

та.\Си roрмозяшего ВJшяния ЗПlfталаr.шна 11.1 воз­

никновение }[ разв~mlе спонr.щных, и НДУЩJТЮ­

ванных канцерогенами и 11ереtшваемых опухо­

.1еЙ 15,11).
Работа чаСТИ'DlО ПОДl1ержаl·ш. РФФИ (I-р.mт

:-е 00-04-48481).
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