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В связи с обнаружением влияния состоя-
ния хронической нейрогенной боли (ХнБ) на 
биологические особенности меланомы B16/
F10 целью работы было изучение концен-
трации компонентов NO-системы у мышей 
в процессе роста перевивной меланомы B16/
F10 на фоне ХнБ. 

Методы. работа выполнена на 64 мышах-
самках линии с57ВL/6. В основной группе 
меланому перевивали под кожу спины через 
2 недели после двусторонней перевязки седа-
лищных нервов. концентрацию NOS-3, NOS-
2, L-аргинина, цитруллина, общего нитрита 
и АДМА определяли методом иФА в непо-
раженной опухолью коже и в ткани опухоли. 

результаты. обнаружены различия в ди-
намике изученных показателей при обыч-
ном росте меланомы и при росте опухоли на 
фоне хронической боли. при росте опухоли 
на фоне боли выявлен стабильно повышен-
ный уровень NO-синтаз в опухоли, стабильно 
повышенный уровень АДМА и его снижение 
к 3-ей неделе роста. 

Заключение. состояние хронической боли 
возможно способствует развитию в коже со-
стояния иммунологической толерантности к 
опухолевым антигенам. Формируются усло-
вия, облегчающие выживание опухолевых 
клеток и благоприятствующие дальнейшему 
развитию меланомы. Динамика активности 
NO-системы может способствовать стимуля-
ции процессов неоангиогенеза, усиления инва-
зивности опухоли. изменение уровня ингиби-
тора АДМА в условиях роста опухоли на фоне 
хронической боли может свидетельствовать о 
контроле уровня NO через метаболическую 
регуляцию активности NO-синтаз, обеспечи-
вая повышенную инвазивность меланомы.
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Введение

результаты многочисленных исследований 
продемонстрировали важную роль оксида азо-

та в процессах, связанных с выживанием опу-
холевых клеток, их пролиферацией, инвазией, 
метастазированием [1, 2]. С другой стороны, 
результаты исследования различных моделей 
боли свидетельствуют об участии всех изоформ 
NO-синтаз и, следовательно, самого оксида азо-
та в механизмах развития воспалительной, ней-
рогенной, онкологической боли [3-6].

несмотря на успехи в различных областях 
современной медицины, проблема боли и ее 
хронизации сохраняет свою актуальность. По 
данным ВоЗ частота распространенности боли 
у пациентов с онкологическим заболеванием со-
ставляет 35-96 % [7]. Зачастую в онкологической 
боли присутствует нейропатический компонент 
в результате сдавления нерва опухолью и пр. 
[8]. У 10 % онкологических больных причиной 
боли являются сопутствующие заболевания [8]. 
распространенность в россии любой боли среди 
обратившихся к неврологу пациентов составила 
39 %, среди них у 18 % была выявлена нейропа-
тическая боль или ее компонент [9].

Являясь важнейшей адаптационной реакци-
ей организма, боль при ее хронизации теряет 
свое физиологическое значение и приводит к 
развитию в организме патологических измене-
ний, начиная от ухудшения функционирования 
основных систем органов и заканчивая наруше-
нием нормального течения метаболических про-
цессов, снижением иммунитета, дисфункцией 
сосудистой системы [10].

ранее было показано, что экспериментальная 
хроническая нейрогенная боль (хнБ) оказывает 
ярко выраженное стимулирующее влияние на 
рост и развитие перевивной меланомы B16/F10, 
способствуя более раннему появлению опухо-
ли, ускорению метастазирования и сокращению 
продолжительности жизни животных [11,12]. 
одним из механизмов такой стимуляции, воз-
можно, является активация неоангиогенеза в 
коже на фоне хронической боли, что проявля-
лось увеличением уровня факторов семейства 
VEGF [13].

В связи с вышесказанной целью работы было 
изучение динамики функционирования вазоак-
тивной NO-системы в непораженной опухолью 
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коже и в ткани опухоли у самок мышей в про-
цессе роста перевивной меланомы B16/F10 на 
фоне хронической нейрогенной боли.

Материал и методы

В работе были использованы мыши линии С57ВL/6, 
полученные из ФГБУн научный центр биомедицинских 
технологий «андреевка» ФмБа (московская область)  — 
64 животных (самки), возраст 8 недель, начальная масса 
21-22 г. Из ронЦ им. н.н. Блохина рамн (г. москва) 
был получен штамм мышиной меланомы В16/F10, мета-
стазирующей в легкие. Экспериментальные группы: группа 
интактных мышей, n=7, контрольная группа  — мыши с 
воспроизведением модели хронической нейрогенной боли 
(хнБ), n=7, группа сравнения  — мыши со стандартной 
подкожной перевивкой меланомы В16/F10, n=22, основная 
группа  — мыши, которым меланому В16/F10 перевили 
через 2 недели после создания модели хнБ, n=28. Для 
основной группы контрольными были мыши с хнБ, для 
группы сравнения (рост меланомы)  — интактные мыши. 
модель развития хнБ создавали перевязкой седалищно-
го нерва с обеих сторон под ксила-золетиловым наркозом 
[11]. Стандартную перевивку меланомы В16/F10 осущест-
вляли подкожным введением взвеси опухолевых клеток 
меланомы [11]. модель роста меланомы В16/F10 на фоне 
хнБ создавали подкожной перевивкой опухоли через 2 
недели после лигирования седалищных нервов [11]. опу-
холь перевивали одномоментно всем животным. Через 1, 
2 и 3 недели эксперимента животных декапитировали. Все 
процедуры проводили в соответствии с международными 
правилами работы с животными (European Communities 
Council Direсtive, 86/609/EEC) и приказом минздрава рФ 
№ 267 от 19.06.2003 «об утверждении правил лаборатор-
ной практики».

Из кожи и опухоли на льду получали 10 % цитозоль-
ные фракции, приготовленные на 0,1м калий-фосфатном 
буфере рн 7.4, содержащем 0,1 % твин-20 и 1 % БСа. 
методами ИФа определяли концентрацию индуцибельной 
NOS-2, эндотелиальной NOS-3 (Cloud-Clone Corp., Сша), 

L-аргинина, L-цитруллина, асимметричного диметиларги-
нина аДма (Immundiagnostik, Германия), общего нитрита 
(R&D systems, Сша). Полученные результаты пересчиты-
вали на грамм ткани. 

Статистическую обработку результатов проводили с по-
мощью программы Statistica 10.0. Данные представлены в 
виде среднего значения± стандартная ошибка среднего. Со-
ответствие распределения нормальному оценивали с помо-
щью критерия шапиро-Уилка. Значимость различий между 
независимыми выборками оценивали с помощью критерия 
манна-Уитни. Статистически значимыми считали различия 
при p<0,05  — p<0,001.

результаты

При исследовании динамики концентрации 
компонентов NO-системы в коже самок мы-
шей было обнаружено, что у животных с хро-
нической болью концентрация NOS-2 и NOS-
3 была увеличена, соответственно, на 45,4 % 
и в 3,6 раза (p<0,05, p<0,001), концентрация 
аДма и аргинина снижена в среднем на 43 % 
(p<0,01-p<0,001), а концентрации общего нитри-
та и цитруллина не изменялись по сравнению с 
группой интактных животных (табл. 1).

У мышей из группы сравнения изменения 
выявлены со 2 недели после перевивки  — срок 
«выхода» опухоли  — по сравнению с уровнем 
у интактных животных отмечалось снижение 
уровня NOS-3 на 33,3 % (p<0,01), увеличение 
концентрации аргинина на 39,6 % (p<0,05), об-
щего нитрита  — на 50,6 % (p<0,01) и цитрул-
лина  — на 34,8 % (p<0,05). на 3 неделе по-
сле перевивки меланомы концентрация NOS-3 
была увеличена на 84 % (p<0,001), значительно 
снижена концентрация аргинина  — в 3,6 раза 

Таблица 1. Динамика концентрации компонентов NO-системы в коже самок мышей

nos-3, нг/г тк nos-2, 
нг/г тк

общий нитрит, 
мкМ/л

аргинин,
мкМ/г тк

адМа,
мкМ/г тк

L-цит-руллин,
мкМ/г тк

интактная группа 0,75±0,07 1,1±0,10 10,48±0,9 44,6±4,2 0,27±0,02 8,2±0,78

Контрольная группа 2,7±0,02
р1<0,001

1,6±0,14
р1<0,05 11,6±1,1 25,7±2,5

р1<0,01
0,15±0,01
р1<0,001 7,6±0,74

1 неделя роста В16/F10

Группа сравнения 0,84±0,08 0,94±0,08 11,34±1,1 41,77±4,1 0,32±0,03 7,34±0,71

основная группа 2,9±0,26
р1<0,001

2,18±0,19
р1<0,001
рк<0,05

9,94±0,89
14,57±1,34
р1<0,001
рк<0,001

0,22±0,02
pк<0,01

10,9±1,0
pк<0,05

2 неделя роста В16/F10

Группа сравнения
0,5±0,048 
р1<0,01
р2<0,001

0,84±0,08
0,1>p1>0,05

15,78±1,45
р1<0,01
р2<0,05

62,26±6,12 
р1<0,05
р2<0,01

0,28±0,02
11,05±0,9
р1<0,05
р2<0,01

основная группа 1,36±0,12
pк<0,001 1,04±0,97 9,71±0,95 51,47±4,9

pк<0,001
0,25±0,02
pк<0,001 10,15±1,1

3 неделя роста В16/F10

Группа сравнения
1,38±0,13
р1<0,001
р3<0,001

1,22±0,11 14,18±1,3
р1<0,05

12,5±1,1
р1<0,001
р3<0,001

0,3±0,03 10,5±1,0

основная группа 0,77±0,074
pк<0,001 1,18±0,10 10,12±0,9 36,8±3,54

pк<0,05
0,21±0,02
pк<0,05 7,29±0,71

Примечание: статистически значимые различия: р
к
  — относительно уровня в контроле  — кожа животных с хронической болью, р

1
  — относительно ин-

тактных животных, р
2
  — относительно уровня на 1 неделе роста, р

3
  — относительно уровня на 2 неделе роста меланомы
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(p<0,001) и повышена концентрация общего 
нитрита  — на 35,3 % (p<0,05) по сравнению с 
уровнем в группе интактных животных.

У мышей основной группы в непораженной 
опухолью коже отмечалось значительное сниже-
ние уровня NOS-3 в 2 и 3,5 раза (p<0,001) на 
2 и 3 неделях, соответственно, по сравнению 
с уровнем в контрольной группе. Концентрация 
NOS-2 на 1 неделе была выше показателя в кон-
троле на 36,2 % (p<0,05), а к 3 неделе снижалась 
до уровня на 26,2 % ниже (p<0,05), чем в кон-
трольной группе. У мышей основной группы в 
непораженной опухолью коже уровень NOS-3 и 
NOS-2 на 1 неделе был выше в 3,9 и 2 раза, 
чем у интактных мышей (p<0,001), а к третьей 
неделе, снижаясь, достигал значений в группе 
интактных животных. Изменение концентрации 
аргинина происходило в соответствии с измене-
нием уровня ферментов, его использующих: на 
первой неделе уровень субстрата был на 43,3 % 
(p<0,001) ниже уровня в контроле (что было в 
3,1 раза ниже, чем его концентрация в коже ин-
тактных мышей), на 2 и 3 неделях концентра-
ция аргинина возрастала в 2 раза (p<0,001) и на 
43,2 % (p<0,05), соответственно, достигая уров-
ня у интактных животных. также отмечалось 
увеличение концентрации аДма в среднем на 
51 % (p<0,05-p<0,001) по сравнению с показате-
лем в контроле.

При изучении ткани опухоли у животных 
из группы сравнения было обнаружено, что по 
сравнению с уровнем в коже интактных мышей 
концентрация NOS-3 и NOS-2 на 2 неделе была 
выше на 52 % (p<0,01) и 98,1 % (p<0,001), соот-
ветственно, аДма  — на 29,6 % (p<0,05), обще-
го нитрита и цитруллина  — в среднем в 2,45 

раза (p<0,001) (таблица 2). на 3 неделе концен-
трация ферментов NOS-3 и NOS-2 продолжала 
расти и достигла уровня соответственно в 4,9 и 
в 2,8 раза выше (p<0,001), чем в коже интактных 
мышей; остался повышенным уровень аДма 
на 37 % (p<0,05) и цитруллина  — на 93,9 % 
(p<0,001). Концентрация аргинина на данном 
сроке была ниже уровня в здоровой коже на 
68,4 % (p<0,001).

У животных основной группы в ткани опухо-
ли было выявлено, что на 1-3 неделях концен-
трация NOS-3 была стабильно более высокой, 
чем уровень фермента в опухоли в группе срав-
нения на соответствующей неделе (на 1-2 неде-
лях  — в 3,8 раза выше, на 3 неделе  — выше на 
36,8 %). Концентрация NOS-2 была максимально 
повышена на 1 неделе  — на 94 %, а к 3 не-
деле снижалась до уровня в группе сравнения. 
При этом концентрации обоих ферментов были 
в 6,7 раза и в 3,4 раза (p<0,001), соответствен-
но, выше концентрации ферментов в коже ин-
тактных животных. Концентрация аДма на 
1-2 неделях была повышена в среднем на 47 % 
(p<0,05), к 3 неделе она снижалась до уровня 
показателя в группе сравнения и в коже интакт-
ных животных. Концентрация аргинина ко 2 не-
деле была снижена в 4,1 раза, а цитруллина в 
2,3 раза (p<0,001), чем в группе сравнения. При 
этом на 3 неделе уровень аргинина вырос на 
52,5 % (p<0,01) по сравнению с группой срав-
нения, в то время как уровень цитруллина до-
стиг уровня показателя в группе сравнения, что 
было на 67,1 % (p<0,01) выше уровня в коже ин-
тактных мышей. Концентрация общего нитрита 
на 1–2 неделе была в среднем на 44,6 % ниже, 
чем в группе сравнения, на 3 неделе значимых 

Таблица 2. Динамика концентрации компонентов NO-системы в ткани опухоли у самок мышей

nos-3, нг/г тк nos-2, нг/г тк общий нитрит, 
мкМ/л

аргини,
мкМ/г тк

адМа,
мкМ/г тк

L-цит-руллин,
мкМ/г тк

интактная группа  — 
кожа 0,75±0,07 1,1±0,10 10,48±0,9 44,6±4,2 0,27±0,02 8,2±0,78

Контроль-ная груп-
па  — кожа

2,7±0,02
р1<0,001

1,6±0,14
р1<0,05 11,6±1,1 25,7±2,5

р1<0,01
0,15±0,01
р1<0,001 7,6±0,74

1 неделя роста В16/F10

Группа сравнения опухоль отсутствует

основная группа 4,4±0,41 4,23±0,41 12,9±1,2 28,5±2,7 0,51±0,05 9,8±0,97

2 неделя роста В16/F10

Группа сравнения 1,14±0,09
р1<0,01

2,18±0,19
р1<0,001

26,1±2,5
р1<0,001 49,4±4,2 0,35±0,032

р1<0,05
19,4±1,7
р1<0,001

основная группа 4,38±0,43
p2<0,001

3,88±0,37
p2<0,001

15,9±1,48
p2<0,01

11,97±1,1
p2<0,001

0,49±0,048
p2<0,05

8,5±0,84
p2<0,001

3 неделя роста В16/F10

Группа сравнения 3,7±0,35
р1<0,001

3,1±0,29
р1<0,001 12,95±1,25 14,1±1,35

р1<0,001
0,37±0,036
р1<0,05

15,9±1,48
р1<0,001

основная группа
5,06±0,49
р1<0,001
р3<0,05

3,8±0,35
р1<0,001 14,1±1,39 21,5±2,1

р3<0,01 0,34±0,031 13,7±1,31
р1<0,01

Примечание: статистически значимые различия: р
к
  — относительно уровня в контроле  — кожа животных с хронической болью, р

1
  — относительно ин-

тактных животных, р
2
  — относительно уровня на 2 неделе роста меланомы, р

3
  — относительно уровня на 3 неделе роста меланомы
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изменений данного показателя не выявлено (по 
сравнению с соответствующими сроками в груп-
пе сравнения).

обсуждение

анализируя полученные результаты, можно 
прийти к выводу, что функционирование NO-
системы претерпевает существенные изменения 
как в процессе обычного роста меланомы, так и 
в процессе роста опухоли на фоне хронической 
нейрогенной боли. Прежде всего, следует обра-
тить внимание на то, что в состоянии хрониче-
ской боли у самок мышей наблюдается актива-
ция функционирования NO-системы в коже как 
за счет увеличения концентрации обеих форм 
NO-синтаз, так и за счет снижения уровня их 
эндогенного ингибитора аДма. В создающих-
ся при этом условиях возможно ингибирование 
иммунного ответа на опухолевые антигены, вно-
симые в виде клеток перевиваемой меланомы 
В16/F10 [14, 15]. мы предполагаем, что одной 
из причин показанного более раннего появления 
подкожных опухолей у мышей с ростом мела-
номы на фоне хронической боли может быть 
состояние иммунологической толерантности в 
коже, развитию которого может способствовать 
состояние хнБ.

Проопухолевые эффекты NO дозозависимы 
и реализуются через регулирование уровня экс-
прессии и активности NO-синтаз. При росте 
меланомы В16 после стандартной перевивки 
в непораженной опухолью коже самок мышей 
наблюдается снижение концентрации NOS-3 на 
2 неделе и увеличение к 3 неделе наблюдения, 
в то время как в ткани опухоли  — увеличение 
концентрации обоих ферментов. При росте ме-
ланомы В16 на фоне хронической нейрогенной 
боли в непораженной коже мышей концентра-
ция NO-синтаз уменьшалась к 3 неделе роста 
опухоли. В ткани опухоли, выросшей на фоне 
хронической боли, концентрация ферментов 
была значительно более высокой, чем у мышей 
с обычным ростом меланомы, причем актива-
цию NO-системы наблюдали уже с 1 недели 
роста опухоли. Эти данные могут свидетель-
ствовать о том, что на фоне состояния хрони-
ческой нейрогенной боли как в коже животных, 
так и в растущей опухоли уже с 1 недели после 
перевивки создаются условия NO-зависимой 
стимуляции пролиферации опухолевых клеток, 
активации ангиогенеза.

В настоящее время установлена важная роль 
системы оксида азота (наряду с экспрессией 
проангиогенных факторов роста) в процессах 
ангиогенеза и лимфангиогенеза [16, 17]. анги-
огенный эффект VEGFа опосредуется действи-
ем оксида азота, на что указывает увеличение 

экспрессии и активности NOS-3 в различных 
опухолях, в том числе и в меланоме, при акти-
вации сигнального пути VEGFа [18-21]. Дей-
ствие VEGFC также связано со стимуляцией 
эндотелиальной NOS-3 [22]. на модели мелано-
мы, выращенной у мышей с дефицитом NOS-3, 
было обнаружено, что опухоль имела меньшее 
количество сосудов по сравнению с мелано-
мой, выросшей у животных дикого типа. на 
этой же модели было показано, что удаление 
индуцибельной NOS-2 в стромальных клетках 
не влияло на ангиогенез и морфологию сосудов 
[23]. активация транскрипции NOS-2 опосре-
дует участие ряда факторов роста в процессе 
ангиогенеза, причем установлено, что в разных 
опухолях эффект активации NOS-2 был различ-
ным  — у пациентов с меланомой наблюдалось 
снижение выживаемости при повышенной экс-
прессии NOS-2, в отличие от пациентов с ра-
ком молочной железы [21].

результаты работы по изучению возможных 
взаимосвязей между активацией генов, свя-
занных с ангиогенезом, в частности NOS-3, и 
уровнем экспрессии VEGFа у здоровых людей, 
проведенной Saleh A. и соавт., подтверждают ги-
потезу о том, что в организме в физиологиче-
ских условиях существуют сложные генетически 
обусловленные взаимосвязи между воспалением 
и ангиогенезом, проявляющиеся в существова-
нии функционально связанных с ангиогенезом 
полиморфизмов генов [17]. авторы обращают 
внимание на необходимость учитывать суще-
ствование сложных взаимодействий между раз-
личными факторами роста и связанными с ними 
генами при интерпретации результатов, полу-
ченных при исследовании полиэтиологичных 
хронических патологических процессов, таких 
как рак, диабет, сердечно-сосудистые патологии.

Полученные результаты, безусловно, нужда-
ются в дальнейшем более глубоком изучении. 
Зная, что меланома обладает значительной ге-
терогенностью с точки зрения этиологии, му-
тационного статуса, ее молекулярной биологии, 
можно предположить, что полученные резуль-
таты могут подтверждать системное влияние 
хронической нейрогенной боли как фонового 
процесса, под воздействием которого могут из-
меняться биологические характеристики расту-
щей в организме опухоли.

Заключение

Состояние хронической нейрогенной боли 
способствует формированию условий, облегчаю-
щих выживание опухолевых клеток и благопри-
ятствующих дальнейшему развитию меланомы. 
Стабильно повышенный уровень NO-синтаз в 
опухоли, растущей на фоне состояния хрониче-
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ской нейрогенной боли, может способствовать 
активации процессов неоангиогенеза, усиления 
инвазивности опухоли. наблюдаемый при этом 
стабильно повышенный уровень аДма и его 
снижение к 3 неделе роста опухоли может быть 
проявлением контроля синтеза оксида азота не 
только на уровне усиления экспрессии NO-
синтаз, но и посредством метаболической регу-
ляции активности ферментов. 
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Dynamics of concentrations of NO-system 
components during B16/F10 melanoma growth  
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Since chronic neurogenic pain has been reported to affect 
biological characteristics of B16/F10 melanoma, the purpose 
of the study was to analyze concentrations of components of 
the NO-system in mice during the growth of transplantable 
B16/F10 melanoma combined with chronic neurogenic pain. 

Methods. The study included 64 female mice. Melanoma 
was transplanted under the skin of the back to animals of the 
main group 2 weeks after the bilateral sciatic nerve ligation. 
Levels of NOS-3, NOS-2, endothelin-1, L-arginine, citrulline, 
total nitrite and ADMA were determined by ELISA in the 
intact skin and in tumor tissues. 

Results. The study showed that the dynamics of the studied 
parameters differed in tumor growth alone and in combination 
with chronic pain. Stably increased levels of NO-synthases in 
the tumor and stably increased ADMA levels with their de-
crease by week 3 of the growth were registered in the tumor 
growth with pain. 

Conclusions. Chronic pain probably contributes to the de-
velopment of immunological tolerance to tumor antigens in 
the skin. Conditions are formed that facilitate the survival of 
tumor cells and contribute to the further development of mela-
noma. The dynamics of the NO-system activity can stimulate 
neoangiogenesis and enhance tumor invasion. Changes in the 
ADMA inhibitor levels in the tumor growth combined with 
chronic pain may indicate the control of NO levels through the 
metabolic regulation of NO-synthase activity, thus providing 
increased melanoma invasiveness.

Key words: B16/F10 melanoma; chronic neurogenic pain; 
skin; tumor; mice; NO-system


