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У крыс линии Wistar с перевиваемой 
карциносаркомой Walker 256 применение 
мелатонина в качестве моноагента вызыва-
ет изменения внутриклеточной организации 
эндотелиоцитов: снижение объемной плотно-
сти митохондрий, гранулярной цитоплазма-
тической сети, микропиноцитозных везикул, 
уменьшение численной плотности свободных 
и прикрепленных рибосом, что в свою оче-
редь  приводит к усилению апоптоза опухо-
левых клеток карциносаркомы Walker 256. 
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В последние десятилетия значительным до-
стижением в области разработки новых эф-
фективных методов терапии злокачественных 
новообразований явилось создание концепции 
противоопухолевой терапии, основанной на по-
давлении ангиогенеза [12]. В настоящее время 
известно, что важнейшим этапом развития опу-
холи является ее способность индуцировать и 
поддерживать ангиогенез. Показано, что в опу-
холи образуется сосудистая сеть, которая зна-
чительно отличается от сосудов здоровой ткани 
[9,11]. Кровеносные капилляры опухоли явля-
ются атипичными и составляют значительную 
часть опухолевой стромы. Сосуды могут иметь 
различную локализацию – преимущественно в 
области периферии или в центральной части 
опухолевого роста, что влияет на внутриопу-
холевый кровоток и может оказывать отрица-
тельное действие на доставку лекарственных 
препаратов. Поэтому в качестве перспективной 
мишени подавления злокачественного роста 
определен опухолевый ангиогенез. В то же вре-
мя недостаточно данных об ультраструктурных 
перестройках эндотелиоцитов  кровеносных 
капилляров в условиях терапевтического воз-
действия, что имеет важное значение для опре-
деления эффективности лекарственной терапии 
[1,13]. В связи с этим актуальным является по-
иск способов блокирования развития новых кро-
веносных сосудов опухоли, являющимся одним 
из подходов к подавлению процессов метастази-

рования. несмотря на исследования ингибирую-
щего действия мелатонина на рост опухолей [8], 
его влияния на ангиогенез в опухолевой ткани 
остаются не ясными. 

Целью настоящей работы – изучение уль-
траструктурной реорганизации эндотелиоцитов 
кровеносных капилляров (ЭКК) карциносарко-
мы Walker 256 (W256) при воздействии мела-
тонином (мт).

Материалы и методика 

использовали крыс самцов линии Wistar с массой тела 
180–200 г. работу с животными проводили в соответствии 
с европейской конвенцией и директивами по охране по-
звоночных животных, используемых в эксперименте [6,10].  
использовали перевиваемый штамм опухоли W256, поддер-
живаемый in vivo (Лаборатория физиологической генетики 
института цитологии и генетики Со ран, новосибирск). 
Суспензию клеток перевиваемой W256 вводили животным 
мышцу бедра в дозе 1 × 106  клеток в 0,1 мл изотонического 
раствора NaCl [7]. Через 5 сут. с момента перевивки опу-
холи, когда ее объем достигал 2,51 ± 0,42 см3, животных 
разделяли на две группы: 1-я группа (n = 21) – контроль 
со «спонтанным» развитием опухоли; 2-я группа (n = 21) 
– животные с W256 при воздействии мт (ICN Biomedicals 
Inc. USA). мт вводился в дозе 0,3 мг/кг внутрибрюшинно  
в течение 3-х,7-и и 14-и сут., спустя 5-ть сут., с момента 
перевивки W256. животных содержали при фиксирован-
ном световом режиме (свет – темнота 12:12 с включением 
освещения в 8.00 и выключением в 20.00). опухолевою 
ткань для электронномикроскопического исследования за-
бирали в следующие сроки: у животных 1-й группы – на 
5-е, 12-е и 19-е сут., с момента перевивки W256; у крыс 
2-й группы – на 3-е, 7-е и 14-е сут., с момента введения 
мт. образцы опухоли по 5 кусочков от каждого животного, 
величиной 1 мм3 фиксировали в 4% параформальдегидном 
фиксаторе на 0,1м фосфатном буфере миллонига (рн=7,4) 
при комнатной температуре в течение 2 часов. Затем по-
сле промывки в охлажденном буфере миллонига образцы 
в течение 1 ч. дополнительно фиксировались на холоде в 
1% осмиевом фиксаторе на 0,2 м какодилатном буфере 
(рн=7,4) с добавлением 1,5% ферроцианида калия. После 
дегидратации в серии спиртов возрастающей концентра-
ции образцы заключали в эпоновую смолу. из получен-
ных блоков готовили полутонкие срезы толщиной 1 мкм, 
окрашивали толуидиновым синим, изучали под световым 
микроскопом и выбирали необходимые участки тканей для 
исследования в электронном микроскопе. из отобранного 
материала получали ультратонкие срезы толщиной 35-45 
нм на ультратоме LKB-8800, контрастировали насыщенным 
водным раствором уранилацетата и цитратом свинца и из-
учали в электронном микроскопе JEM 1010. морфометрию 
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эндотелиальных клеток (по 50 клеток на каждую группу) 
проводили при конечном увеличении в 32000 раз с по-
мощью закрытой тестовой системы с 144 точками. Полу-
ченные в экспериментах цифровые данные обрабатывали 
с использованием общепринятых методов статистики [2], 
уровень значимости отличий оценивали по t-критерию 
Стьюдента.

результаты и обсуждение 

По данным нашего исследования, на протя-
жение всего срока эксперимента после введения 
мт в W256 наблюдали ЭКК с гетерогенными 
эндотелиоцитами. В одних клетках происходило 

набухание цитоплазмы, в других – повышалась 
электронная плотность. Контакты между ЭКК 
были неплотными (рис. 1а; 1c; 1e). Увеличива-
лось количество опухолевых клеток с ультра-
структурными признаками развивающейся дис-
трофии, некроза и апоптоза (рис. 1b; 1d; 1f).

имели место необратимые некротические 
изменения структуры опухолевых клеток. ранее 
нами был продемонстрировано значительное 
снижение уровня экспрессии Bcl-2 и возрастание 
величины показателей проапоптогенных белков 
Bax и Bad при воздействии мт на перевивную 
W256 [5]. По-видимому, здесь проявляется он-

Эндотелиоциты кровеносных капилляров (ЭКК) и опухолевые клетки  (ОК) карциносаркомы Walker 256 (W256) после введения мелатони-
на: а - ЭКК W256 через 3 сут. Набухание цитоплазмы одного эндотелиоцита и повышение электронной плотности – другого. Неплотные 
контакты между эндотелиальными клетками; b - апоптоз ОК W256 через 3 сут; c - ЭКК W256 через 7 сут. Набухание цитоплазмы одного 

эндотелиоцита и возрастание плотности – в другом; неплотные контакты между клетками; d - апоптоз ОК W256 через 7 сут; e - ЭКК W256 
через 14 сут. Гетерогенность эндотелиоцитов. Набухание и повышение электронной плотности эндотелиальных клеток. ОК в стенке капил-

ляра. Неплотные контакты между эндотелиальными клетками; f - апоптоз ОК W256 через 14 сут. a, b , c, d, e, f - × 8000.

a b

dc

e f
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костатическое действие мт, выражающиеся в 
снижение пролиферативной активности клеток, 
увеличение числа клеток, гибнущих в результате 
апоптоза [4]. 

При сравнении морфометрических показате-
лей структуры ЭКК W256 на протяжении всего 
срока эксперимента после введения мт и при 
«спонтанном» развитии опухолевого процесса 
было выявлено снижение объемной плотности 
митохондрий на 38%, 39% на 45% соответствен-
но (табл.). В связи с набуханием органелл кон-
центрация крист митохондрий снизилась на 46%,  
52%, 52% по сравнению с контролем (табл.). 
объемная плотность микропиноцитозных вези-
кул уменьшилась: люминальных – на 46 %, 42%, 
40%, цитоплазматических – на 57%, 49%, 51%, 
базальных – на 48%, 51%, 34 % (табл.). Досто-
верно снижались численные плотности мито-
хондрий, свободных и прикрепленных рибосом, 
по сравнению с соответствующими величинами 
в контроле и с соответствующими величинами 
при спонтанном развитии опухоли (табл.). объ-
емная плотность гранулярной цитоплазматиче-
ской сети была меньше соответствующего зна-
чения при «спонтанном» развитии опухолевого 
процесса на 63%, 59% и 23% соответственно 
(табл.). Численные плотности прикрепленных и 
свободных (полисомальных) рибосом снижались 
на 67 и 52%, 60 и 58%, 70 и 71%,  соответ-
ственно (табл.).

таким образом, включение мт в схемы про-
тивоопухолевой терапии обусловлено не только 

его антиоксидантной активностью [3] и способ-
ностью ингибировать «спонтанный» опухолевый 
рост [4, 5]. Кроме того, проведенное нами иссле-
дование позволяет полагать, что мт является ин-
дуктором морфогенетических процессов, способ-
ствуя изменению архитектоники ЭКК опухоли. 
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Рибосомы при-
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достоверное отличие от соответствующих показателей у крыс со «спонтанным» развитием опухолевого процесса соответствующего срока.
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In Wistar rats with transplanted Walker 256 carcinosarcoma 
a use of melatonin as monoagent causes changes in intracellular 
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