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Актуальной является проблема поиска веществ, способных оказывать протекторное дей-
ствие при нарушениях синтеза и репарации ДНК, возникающих как результат побочного 
действия цитостатических препаратов, применяющихся при лечении онкологических за-

болеваний. Целью данной работы явилось исследование влияния 20 кодируемых аминокислот в 
присутствии Циклофосфана на развитие органотипической культуры ткани печени крыс. Полу-
ченные результаты свидетельствуют о том, что при действии Циклофосфана, моделирующего 
действие подобных цитостатических веществ, в ткани печени происходит угнетение клеточной 
пролиферации. Также было установлено, что кодируемые аминокислоты, аспарагин, аргинин, 
глутаминовая кислота, устраняют ингибирующее действие Циклофосфана в культуре ткани пе-
чени. Зона роста эксплантатов после сочетанного воздействия Циклофосфана, (изолированное 
действие которого угнетало зону роста), и данных аминокислот значительно увеличивалась и 
достигала контрольных значений. Таким образом, полученные в экспериментах данные созда-
ют базу для разработки методов терапевтического использования трех исследованных амино-
кислот для снятия побочных эффектов при лечении цитостатическими препаратами.
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Введение. Создание новых медицинских пре-
паратов для компенсаторно-восстановитель-
ных процессов, способных повышать защит-
ные функции организма, управляя процессами 
клеточного цикла, является в настоящее время 
прио ритетным направлением медицины и токси-
кологии. Исследование регуляторных механиз-
мов многоклеточных систем дает возможность 
изучить механизмы дифференцировки клеток, 
принципы регуляции специализированных тка-
ней, а также способы их защиты от повреждаю-
щего действия факторов химической природы. 
В этой связи актуальной является проблема поис-

ка веществ, способных оказывать протекторное 
действие при нарушениях синтеза и репарации 
ДНК, возникающих как результат побочного 
действия цитостатических препаратов, применя-
ющихся при лечении онкологических заболева-
ний.

Цитостатический препарат Циклофосфан 
(ЦФ), так же, как иприт и ипритоподобные сое-
динения, являющиеся ингибиторами синтеза 
ДНК [1, 2, 3, 4], содержит две хлорэтильные бо-
ковые цепи. Молекулярный механизм токсиче-
ского действия Циклофосфана связан с его ал-
килирующими свойствами и, вследствие этого, 
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с его способностью вступать в  связь с аниона-
ми фосфорных и карбоновых кислот, фенолов, 
а также с аминогруппами [5, 6]. Эти химические 
радикалы широко представлены в  нуклеино-
вых кислотах, ферментах и структурных белках. 
В этой связи их цитостатический эффект начи-
нается уже в фазе G1 клетки и содействует тор-
можению в фазе S. Для их действия необходимо 
наличие в молекуле препарата 2-х алкилирую-
щих групп, которые образуют в молекуле ДНК 
поперечные связи и, таким образом, блокируют 
репликацию ДНК и затем прекращают митозы 
в клетках, с чем связано также цитостатическое 
действие Циклофосфана [7, 8, 9, 10]. ЦФ отщепля-
ет ион хлора с образованием электрофильного 
карбониевого иона, взаимодействующего с азо-
тистыми основаниями ДНК – тимином и гуани-
ном [10, 11]. В результате между тимином и гуани-
ном образуются дополнительные связи, которые 
препятствуют прохождению по ДНК ДНК-поли-
меразы и ингибируют транскрипцию. Это при-
водит к остановке пролиферации любых типов 
клеток [3, 4, 5].

Наиболее адекватным методом для быстрой 
количественной оценки направленности вли-
яния исследуемых биологически активных ве-
ществ является органотипическое культивиро-
вание фрагментов тканей и анализ зоны роста 
эксплантатов. Это связано с тем, что изменение 
количества клеток может служить критерием 
первичной интегральной оценки биологической 
активности веществ, а само изменение количе-
ства клеток быть результатом стимуляции или 
ингибирования клеточной пролиферации [12, 13].

Целью данной работы явилось исследование 
влияния 20 кодируемых аминокислот в присут-
ствии Циклофосфана на развитие органотипи-
ческой культуры ткани печени крыс.

Материалы и методы исследования. Органо-
типическое культивирование тканей проводили 
в стерильных условиях. В экспериментах исполь-
зовано 900 фрагментов печени 3-месячных сам-
цов крыс линии Вистар. Выделенные фрагменты 
печени разделяли на более мелкие части вели-
чиной около 1 мм3, которые помещали в чашки 
Петри с  коллагеновым покрытием дна. Пита-
тельная среда состояла из 35% среды Игла, 35% 
раствора Хенкса, 25% фетальной телячьей сы-
воротки. В среду добавляли глюкозу (0,6%), ин-
сулин (0,5 ед/мл), гентамицин (100 ед/мл). L-ами-
нокислоты (фирма «Sigma» США) – глицин (Gly), 
аланин (Ala), аспарагин (Asp), гистидин (His), ли-
зин (Lys), серин (Ser), глютамин (Gln), аргинин 
(Arg), пролин (Pro), аспарагиновая (Asp) и глу-
таминовая (Glu) кислоты, тирозин (Tyr), цистеин 
(Cys), валин (Val), треонин (Thr), метионин (Met), 
лейцин (Leu), изолейцин (Ile), фенилаланин (Phe), 
триптофан (Trp). В исследовании также исполь-

зовали цитостатик Циклофосфан (Cyclophospha-
mide), торговое название препарата: Эндоксан®. 
Регистрационный номер: П № 014446/02-2002. 
Фирма производитель: Бакстер Онкология 
ГмбХ, Германия. Серия: 8G166D. Дата производ-
ства: 07.2018. Годен до: 07.2021.

В предварительных экспериментах выявлено, 
что эффективной концентрацией для аминокис-
лот (АК) была 0,05 нг/мл, для Циклофосфана 1 
мкг/мл. В  чашки Петри с  экспериментальны-
ми эксплантатами добавляли 3 мл питательной 
среды с  исследуемой концентрацией препара-
тов, в чашки Петри с контрольными экспланта-
тами – 3 мл питательной среды, без добавления 
препаратов, таким образом, эксплантаты экспе-
риментальной и контрольной групп развивались 
в одинаковых объемах питательной среды. Чаш-
ки Петри помещали в термостат при темпера-
туре 37оС в условиях постоянного поступления 
5% СО2 и через 3 суток просматривали под фа-
зово-контрастным микроскопом. Определяли 
индекс площади (ИП), который рассчитывали 
в условных единицах как соотношение площади 
всего эксплантата (вместе с зоной выселяющих-
ся клеток) к площади центральной зоны эксплан-
тата. Для визуализации эксплантатов применя-
ли микротеленасадку для микроскопа (серия 10, 
МТН-13 «Альфа-Телеком», Россия). Для расчета 
индекса площади (ИП) эксплантатов использо-
вали программу PhotoM 1.2. Результаты обраба-
тывались с помощью компьютерной программы 
STATISTIKA 5.0.

Результаты и  обсуждение. В  1-е сутки куль-
тивирования происходило распластывание экс-
плантатов на полилизиновой подложке, вы-
селение пролиферирующих и  мигрирующих 
гепатоцитов, фибробластов, составляющих зону 
роста от края эксплантата. Через 3 суток, если 
в эксперименте имелась стимуляция развития зо-
ны роста в результате клеточной пролиферации, 
ИП экспериментальных эксплантатов увеличи-
вался по сравнению с ИП контрольных эксплан-
татов. В случаях угнетения зоны роста, ИП экс-
плантатов понижался по сравнению с контролем.

Для изучения действия ЦФ на эксплантаты пе-
чени в органотипической культуре в питатель-
ную среду вводили ЦФ в концентрациях 0,1-10 
мкг/мл. Обнаружено, что уже начиная с концен-
трации 0,1 мкг/мл начиналось частичное ингиби-
рование зоны роста, что приводило к статистиче-
ски достоверному уменьшению индекса площади 
на 21±3% (n=20, р<0,05), по сравнению с  кон-
трольными значениями (n=22). При дальнейших 
увеличениях концентраций рост эксплантатов 
затормаживался еще больше. При концентрации 
ЦФ 0,5 мкг/мл ИП эксплантатов уменьшался уже 
на 26±5% (n=21, р<0,05), по сравнению с индексом 
площади в  контроле (n=23). При введении ЦФ 
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в культуральную среду в концентрации 1 мкг/мл 
всегда возникало статистически достоверное уг-
нетение развития эксплантатов печени крыс, вы-
ражавшееся в снижении ИП на 26-34% по сравне-
нию с ИП контрольных эксплантатов.

В следующей серии экспериментов изучались 
эффекты кодируемых L-аминокислот в концен-
трации 0,05 нг/мл при изолированном введении 
в культуральную среду. Обнаружено, что ами-
нокислоты аспарагин (Asn), аргинин (Arg), глу-
таминовая кислота (Glu) оказывают стимули-
рующее влияние на клеточную пролиферацию 
в ткани печени и ИП эксплантатов увеличивает-
ся на 20-37%, по сравнению с ИП контрольных 
эксплантатов (табл. 1).

При сочетанном введении Циклофосфана 
в  культуральную среду в  концентрации 1  мкг/
мл с  аминокислотами аргинином, аспарагино-
вой и глутаминовой кислотами в эффективной 
концентрации 0,05 нг/мл, происходило устране-
ние угнетающего эффекта на эксплантаты. При 
сочетанном действии ЦФ с аминокислотами от-
рицательные значения ИП становились меньше 

тех, которые наблюдались при изолированном 
действии ЦФ на эксплантаты печени, на 9-33 % 
и ИП эксплантатов был сопоставим с контроль-
ными значениями ИП (рис. 1, 2).

Выявлено, что наибольший эффект снятия уг-
нетающего влияния ЦФ был при одновременном 
введении ЦФ и аминокислоты. При разновремен-
ном введения аминокислоты и ЦФ наибольшее 
устранение угнетающего влияния ЦФ наблюда-
лось, если аминокислота вводилась до введения 
ЦФ, однако эти показатели были меньше, чем 
при одновременном введении ЦФ и аминокисло-
ты (табл. 2).

Выявлено, что при введении аспарагина, за 10 
минут до ЦФ, уменьшение его токсического вли-
яния составляло 5%, а при предварительном вве-
дении ЦФ за 10 минут до аспарагиновой кислоты 
3%, в то время как при одновременном введении 
веществ составляло 12%. При введении аргинина 
за 10 минут до ЦФ, уменьшение его токсического 
влияния составляло 6%, а при предварительном 
введении ЦФ за 10 минут до аргинина 4%, в то 
время как при одновременном введении веществ 

Аминокислота ИП

Gly  –35 ± 12*

Ala –13 ± 7

Asn +37 ± 9*

His –22 ± 7*

Lys +14 ± 6

Ser –20 ± 10*

Gln 8 ± 3

Arg +27 ± 9*

Pro –39 ± 14*

Glu +20 ± 8*

Asp –30 ± 12*

Cys –13 ± 7

Tyr –20 ± 7*

Val –35 ± 14*

Thr –25 ± 11*

Met –29 ± 7*

Leu –30 ± 13*

Ile –28 ± 11*

Phe –28 ± 12*

Trp –15 ± 9

Примечание. *р<0,05 по сравнению с индексом площади в контроле

Таблица 1
Влияние аминокислот на рост эксплантатов печени крыс
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Рис. 1. Сочетанное действие Циклофосфана и аргинина. Нулевая линия – значения индекса 
площади (ИП) в контроле. Примечание * – р <0,05 по сравнению с контролем

Рис. 2. Сочетанное действие Циклофосфана и глутаминовой кислоты. Нулевая линия – значения 
индекса площади (ИП) в контроле. Примечание * – р <0,05 по сравнению с контролем

составляло 9%. Наибольший эффект наблю-
дался при введении глутаминовой кислоты. При 
введении этой аминокислоты за 10 минут до ЦФ 
уменьшение его токсического влияния составля-
ло 11%, при предварительном введении ЦФ за 10 
минут до глутаминовой кислоты 9%, в то время 
как при одновременном введении веществ соста-
вило 33%.

Таким образом, в  случаях разновременного 
введения аминокислоты и ЦФ уменьшение ток-
сического влияния снижалось на 3-11% и состав-
ляло в среднем 7%. Только при одновременном 
введении ЦФ и  аминокислоты снижение ИП 
эксплантатов уменьшалось на 9-33%, в среднем 
на 16%, т.е. в 2-3 раза больше, чем при разновре-
менном введении ЦФ и аминокислот. Одним из 
возможных объяснений этого факта является 
то, что при сочетанном введении Циклофос-
фана с аминокислотами, ЦФ связывается, пре-
жде всего, именно с аминогруппами аминокис-

лот, тем самым теряя возможность связывания 
с другими химическими радикалами в клетках 
самой ткани. Проникновение аминокислот че-
рез мембраны клеток, свидетельствует о суще-
ствовании активной транспортной системы, 
обеспечивающей перенос аминокислот, как че-
рез внешнюю плазматическую мембрану, так 
и  через систему внутриклеточных мембран 
[14, 15, 16]. Быстрое связывание аминогруппами 
Циклофосфана, вследствие его алкилирующих 
свойств, способствует нейтрализации его цито-
статического влияния на клетки ткани. Таким 
образом, исследованные аминокислоты могут 
служить протекторными веществами при дей-
ствии циклофосана и подобных ему цитостати-
ческих агентов.

Выводы.
1. Полученные результаты свидетельствуют 

о том, что при действии Циклофосфана, моде-
лирующего действие подобных цитостатических 
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веществ, в ткани печени происходит угнетение 
клеточной пролиферации.

2. В данной работе установлено, что кодиру-
емые аминокислоты, аспарагин, аргинин, глу-
таминовая кислота, устраняют ингибирующее 
действие Циклофосфана в культуре ткани пе-
чени. Зона роста эксплантатов после сочетан-
ного воздействия Циклофосфана (изолирован-
ное действие которого угнетало зону роста), 
и данных аминокислот значительно увеличива-

лась и достигала контрольных значений.
3. Таким образом, полученные в эксперимен-

тах данные создают базу для разработки ме-
тодов терапевтического использования трех 
исследованных аминокислот для снятия по-
бочных эффектов при лечении цитостатиче-
скими препаратами, при отсутствии снижения 
противо опухолевой активности при совместном 
применении цитостатических препаратов с ука-
занными аминокислотами.
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СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Таблица 2
Влияние аминокислот и Циклофосфана, при разновременном и одновременном применении, 

на индекс площади эксплантатов (ИП, %) печени крыс

Аргинин Циклофосфан
Аргинин, 

через 10 мин 
Циклофосфан

Циклофос-
фан,через 10 
мин Аргинин

Одновремен-
но Аргинин+ 

Циклофосфан

Индекс площади +36±5* -25±3* -19±1* -21±2* -16±5

Аспарагин Циклофосфан
Аспарагин 

через 10 мин 
Циклофосфан

Циклофос-
фан,через 10 
мин Аспара-

гиновая кислота

Одновремен-
но Аспарагин + 
Циклофосфан

Индекс площади +30±5* -25±3* -20±1* -22±1* -12±3

Глутаминовая
кислота Циклофосфан

Глутамино-
вая кислота, 
через 10 мин 
Циклофосфан

ЦФ,через 10 мин 
Глутаминовая 

кислота

Одновременно 
Глутамино-

вая кислота + 
Циклофосан

Индекс площади +27±5* -28±3* -17±1* -19±3* +5±1

Примечание * – р <0,05 по сравнению с контролем
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