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НА ДИНАМИКУ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ NO-СИСТЕМЫ 
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Аннотация

В связи с выявлением половых различий в росте меланомы B16/F10 на фоне хронической нейрогенной 
боли (ХрБ) и изменением системы проангиогенных факторов роста цель исследования состояла в 
изучении уровня компонентов NO-системы у самцов мышей в процессе роста перевивной меланомы 
B16/F10 на фоне ХрБ. Материал и методы. В эксперименте использовали 66 самцов мышей линии 
С57ВL/6. Создавали модель подкожного роста меланомы В16/F10 (в течение 3 нед) на фоне состояния 
ХрБ (перевязка седалищных нервов). В не пораженной опухолью коже и в ткани меланомы определяли 
концентрации NOS-2, NOS-3, L-аргинина, цитруллина, общего нитрита, нитротирозина и АДМА методом 
ИФА. Результаты. В коже и в ткани опухоли выявлен значительно повышенный уровень NO-синтаз с 
1-й нед роста опухоли на фоне ХрБ, сниженный уровень общего нитрита в коже, разнонаправленная 
динамика уровня АДМА и аргинина, стабильно повышенный уровень цитруллина в коже и в опухоли в 
динамике роста опухоли на фоне ХрБ. Заключение. У самцов мышей при росте меланомы В16 на фоне 
ХрБ уже с 1-й нед выявлено более активное функционирование NO-системы, чем при стандартном 
росте опухоли, что может обусловливать бóльшую скорость роста меланомы при ХрБ. Отличитель-
ной особенностью был значительно более высокий уровень цитруллина в коже и опухоли у самцов, 
в отличие от меланомы при стандартном росте, что может быть результатом ингибирования синтеза 
аргинина и формирования опухоли, ауксотрофной по аргинину.

Ключевые слова: меланома B16/F10, хроническая боль, кожа, опухоль, мыши, NO-система.

INFLUENCE OF CHRONIC NEUROGENIC PAIN 
ON THE DYNAMICS OF THE NO-SYSTEM FUNCTIONING 
DURING MELANOMA B16/F10 GROWTH IN MALE MICE

O.I. Kit, I.M. Kotieva, E.M. Frantsiyants, E.I. Surikova, I.V. Kaplieva, 
V.A. Bandovkina, L.K. Trepitaki, I.V. Neskubina, U.A. Pogorelova

National Medical Research Centre for Oncology, Rostov-on-Don, Russia
63, 14 Liniya, Rostov-on-Don, 344037, Russia. E-mail: sunsur2000@mail.ru

   Кит Олег Иванович, super.gormon@yandex.ru

67СИБИРСКИЙ ОНКОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ. 2021; 20(3): 67–75



68

Laboratory and experImental studies

SIBERIAN JOURNAL OF ONCOLOGY. 2021; 20(3): 67–75

Abstract

Since B16/F10 melanoma demonstrated gender differences in its growth in the presence of chronic neuropathic 
pain (CNP) and changes in the system of proangiogenic growth factors, the aim of the study was to analyze 
levels of components of the NO-system in male mice during the growth of transplantable B16/F10 melanoma 
in the presence of CNP. Material and Methods. 66 male mice С57ВL/6 were used in the experiment. A 
model of subcutaneous growth of B16/F10 melanoma (during 3 weeks) was created in the CNP presence 
(sciatic nerve ligation). Concentrations of NOS-2, NOS-3, L-arginine, citrulline, total nitrite, nitrotyrosine and 
ADMA were determined by ELISA in intact and tumor tissues. Results. A significant increase in levels of 
NO-synthases was revealed in the skin and tumor tissues in the tumor growth with CNP from week 1, as 
well as a decrease in the level of total nitrite in the skin, multidirectional dynamics of ADMA and arginine 
levels, a steadily increased level of citrulline in the skin and tumor in the dynamics of tumor growth with CNP. 
Conclusions. Male mice with B16 melanoma growing in the presence of CNP demonstrated a more active 
functioning of the NO-system already from week 1, compared to standard tumor growth, which might result 
in a greater rate of growth of melanoma with CNP. Significantly higher skin and tumor levels of citrulline in 
males were a distinctive feature, in contrast to melanoma with standard growth, which could be the result of 
inhibition of arginine synthesis and formation of a tumor auxotrophic for arginine.

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

Введение
Результаты эпидемиологических исследований 

показывают, что частота нейрогенной боли в по-
пуляциях разных стран мира составляет 6–7 % [1]. 
У онкологических пациентов боль, имеющая свою 
специфику, содержит и нейрогенный компонент, ее 
встречаемость достигает 33–40 %, увеличиваясь 
в терминальной стадии заболевания до 90 % [2, 
3]. Исследования, проводимые в этой области, 
свидетельствуют о существовании половых раз-
личий в болевой чувствительности, тяжести боли, 
ответах на боль, в механизмах формирования и 
развития боли [1, 4–7]. С другой стороны, анализ 
эпидемиологических данных по меланоме кожи 
показал наличие различий у мужчин и женщин в 
частоте заболеваемости, выживаемости, в харак-
тере течения меланомы не только у людей, но и в 
эксперименте [8–10].

В проведенных нами исследованиях на модели 
роста и развития перевивной меланомы B16/F10 
на фоне экспериментальной хронической нейро-
генной боли была обнаружена не только активация 
роста опухоли, но и установлены половые раз-
личия в течении злокачественного процесса [11, 
12]. Возможным механизмом такой стимуляции 
роста опухоли может быть активация неоангио-
генеза. Показана роль ангиогенеза при боли [13, 
14]. Хроническую боль сопровождает хроническое 
воспаление, реализующееся через сложную сеть 
цитокинов, производимых глиальными и иммун-
ными клетками [5, 15]. Воспаление и ангиогенез 
частично связаны через белки семейства VEGF 
[13], которые опосредуют ангио- и лимфангиогенез 
и в процессе роста опухоли. Данные литературы 
подтверждают и результаты наших исследований, 
показавшие изменение состояния системы проан-
гиогенных факторов роста у мышей в состоянии 
хронической нейрогенной боли и при росте мела-
номы на фоне боли [16]. При этом были выявлены 
различия в динамике содержания компонентов 

вазоактивной NO-системы у самок мышей в со-
стоянии хронической боли, при обычном росте 
меланомы и при росте опухоли на фоне хрониче-
ской нейрогенной боли [17].

Функционирование системы оксида азота 
(NO-система) значительно изменяется как по 
мере развития боли, так и в процессе канцероге-
неза [18–21], компоненты которой опосредуют не 
только действие проангиогенных факторов, но и 
выполняют важную роль в активации различных 
митогенных путей, а также в процессах метастази-
рования [22–24]. Дозозависимость проопухолевых 
эффектов NO обеспечивается через регуляцию экс-
прессии NO-синтаз и метаболическую регуляцию 
их активности. Центральным звеном регуляции 
активности ферментов является доступность 
субстрата – аргинина и уровень ингибитора – 
асимметричного диметиларгинина (АДМА) [23]. 
Кроме того, NO может быть получен из нитрата 
и нитрита, особенно в гипоксических условиях 
[25]. Также показана важная роль в канцерогенезе 
второго продукта реакции – цитруллина, участвую-
щего в метаболической перестройке и в процессах 
цитруллинирования белков, сопровождающих 
опухолевую прогрессию [26–28].

Цель исследования состояла в изучении уров-
ня компонентов NO-системы у самцов мышей в 
процессе роста перевивной меланомы B16/F10 на 
фоне ХрБ.

Материал и методы
Самцов мышей линии С57ВL/6 (n=66) 8-недель-

ного возраста с начальной массой 21–22 г получа-
ли из ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий «Андреевка» ФМБА» (Московская 
область). Линия мышиной меланомы В16/F10 
была получена из РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН 
(г. Москва). Работу с животными проводили в 
соответствии с требованиями, изложенными в 
«Международных рекомендациях по проведению 
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медико-биологических исследований с использова-
нием животных» и приказом Минздрава РФ № 267 
от 19.06.2003 «Об утверждении правил лаборатор-
ной практики». Исследование проводили в следую-
щих группах: интактные самцы (n=7), контрольная 
группа – модель хронической нейрогенной боли 
(ХрБ) (n=7), группа сравнения – стандартная 
подкожная перевивка меланомы В16/F10 (n=25), 
основная группа – подкожная перевивка меланомы 
В16/F10 через 2 нед после создания модели ХрБ 
(n=27). Животных из основной группы сравнивали 
с контрольной группой (с ХрБ), группу сравнения 
(рост меланомы) – с интактными мышами. Моде-
лирование ХрБ перевязкой седалищного нерва с 
обеих сторон, процедура перевивки меланомы В16/
F10, ход эксперимента и подготовка гомогенатов 
описаны ранее [11, 16]. Все процедуры проводили 
в соответствии с международными правилами ра-
боты с животными (European Communities Council 
Direсtive, 86/609/EEC). Методами ИФА определяли 
концентрации NOS-2, NOS-3 (Cloud-Clone Corp., 
США), L-аргинина, L-цитруллина, асимметрич-
ного диметиларгинина АДМА (Immundiagnostik, 
Германия), общего нитрита (R&D systems, США) 
и нитротирозина (HycultBiotech, Нидерланды). 
Полученные результаты пересчитывали на грамм 
ткани. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью программ Microsoft Excel 2010 и 
Statistica 10.0, в каждой группе определяли среднее 
значение ± стандартная ошибка. Значимость раз-
личий между группами оценивали с помощью 
критериев Стьюдента и Манна–Уитни. Статистиче-
ски значимыми считали различия при p<0,05, при 
0,05<p<0,1 считали, что различия обнаружены на 
уровне статистической тенденции.

Результаты
В коже самцов мышей с хронической болью по 

сравнению с группой интактных самцов (табл. 1) 
обнаружено очень значительное увеличение кон-
центрации NOS-3 и NOS-2 – в 34,7 и в 10,2 раза 
соответственно (р<0,001), их ингибитора АДМА – 
в 1,96 раза (р<0,05). Концентрация общего нитрита 
была ниже в 2,4 раза (р<0,001).

У самцов мышей из группы сравнения в не 
пораженной опухолью коже на 1-й нед после 
перевивки опухоли статистически значимо была 
снижена концентрация NOS-3 – в 4,4 раза (p<0,01), 
цитруллина – на 46,8 % (p<0,01) и нитротирозина – 
на 31,6 % (p<0,05), при этом концентрация АДМА 
была увеличена на 61,5 % (p<0,05) по сравнению 
с уровнем у интактных животных. На 2-й нед, 
при появлении опухоли в коже самцов оставалась 
по-прежнему сниженной концентрация NOS-3 и 
цитруллина – в среднем в 2,55 раза (p<0,01), однако 
при этом наблюдалось повышение концентрации 
общего нитрита в 1,82 раза (p<0,05) по сравнению с 
уровнем у интактных животных. На 3-й нед экспе-

римента значимо изменялись практически все ис-
следованные показатели: снизились концентрации 
NOS-3 в 3,7 раза, NOS-2 на 34,9 %, цитруллина на 
47,7 %, нитротирозина на 23,8 % (p<0,05– p<0,01), 
выросли концентрации АДМА в 3,0 раза и арги-
нина в 1,75 раза (p<0,05– p<0,01) по сравнению с 
уровнем у интактных животных.

В непораженной опухолью коже на протяжении 
3 нед у самцов мышей основной группы концентра-
ция NOS-3 оставалась значительно выше уровня в 
группе сравнения – в среднем в 83 раза (p<0,001), 
однако ниже по сравнению с уровнем в контроль-
ной группе (хроническая боль) – в среднем на 39 % 
(p<0,05; p<0,001). Концентрация NOS-2 стати-
стически значимо снизилась к 3-й нед, достигнув 
минимального уровня за весь период наблюде-
ния – на 42 % ниже, чем на предыдущих сроках 
(p<0,001). При этом она оставалась в среднем в 4,7 
раза (p<0,001) выше значений в группе сравнения, 
но ниже уровня в контрольной группе в 3,2 раза 
(p<0,001). Концентрация АДМА на протяжении 
3 нед наблюдения не изменялась, оставаясь выше 
уровня как в контрольной группе – в среднем на 
50 % (p<0,01–0,05<p<0,1), так и в группе сравнения – 
в среднем в 2,1 раза (p<0,001).

Концентрация аргинина на протяжении 3 нед 
после перевивки опухоли также статистически 
значимо не изменялась и не отличалась от уровня 
в контрольной группе, оставаясь выше уровня в 
группе сравнения в среднем на 74 % (p<0,001). Кон-
центрация общего нитрита была статистически зна-
чимо повышена на 1-й нед – на 68,7 % (p<0,05) по 
сравнению с контролем, но к 3-й нед она снижалась, 
достигая значений в контрольной группе, при этом 
становясь статистически значимо ниже значений в 
группе сравнения в 2,3 раза (p<0,001). Концентра-
ция цитруллина в процессе роста опухоли на фоне 
боли постепенно увеличивалась, достигая значимо 
более высоких значений, чем на соответствующем 
предыдущем сроке наблюдения, а также по срав-
нению с уровнем в контрольной группе и в группе 
сравнения: к 3-й нед – в 4,7 раза (p<0,001) и в 8,9 
раза (p<0,001) соответственно (табл. 1).

У самцов мышей из группы сравнения в ткани 
опухоли (табл. 2) было обнаружено, что на 2-й нед 
(появление опухоли) концентрация NOS-3 была 
значимо снижена – в 3,2 раза (p<0,01), а концен-
трация АДМА увеличена в 6,6 раза (p<0,001) по 
сравнению с уровнем в здоровой коже интактных 
самцов. На 3-й нед эксперимента концентрация 
NOS-3 была значимо выше значения на 2-й нед в 
2,4 раза (p<0,05) и не отличалась от уровня в здоро-
вой коже интактных самцов. Концентрация NOS-2 
была в среднем на 47,4 % ниже, чем на 2-й нед 
роста и чем в коже интактных самцов (p<0,05– 
p<0,01). Выявлено статистически значимое увели-
чение концентрации АДМА – в 6,3 раза (p<0,001) 
по сравнению с уровнем в коже интактных 
животных. Изменение концентраций аргинина, 
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Таблица 1/Table 1

Динамика концентрации компонентов NO-системы в коже самцов мышей

Changes in the concentration of NO-system components in the skin of male mice

Группы экспе-
риментальных 

животных/
Groups of experi-

mental animals 

NOS-3, нг/г 
ткани/

NOS-3, ng/g 
tissue

NOS-2, нг/г 
ткани/
NOS-2,

ng/g tissue

АДМА,
мкМ/г ткани/

ADMA
μM / g tissue

Аргинин,
мкМ/г ткани/

Arginine,
μM / g tissue

Общий ни-
трит, мкМ/г 

ткани/
Total nitrite, 
μM / g tissue

L-цит-
руллин,

мкМ/г ткани/
L-citrullin,

μM / g tissue

Нитроти-
розин,

нМ/г ткани/
Nitrotirosin,
nM / g tissue

Кожа интактная/
Intact skin 0,48 ± 0,03 0,96 ± 0,11 0,26 ± 0,02 72,5 ± 6,5 9,6 ± 0,7 21,8 ± 1,4 0,96 ± 0,07

Кожа на фоне ХрБ 
(контроль)/

Skin with presence of 
chronic pain (control)

16,2 ± 1,6
р1<0,001

9,8 ± 1,1
р1<0,001

0,51 ± 0,08
р1<0,05

102,5 ± 12,9
0,1>p1>0,05

4,1 ± 0,6
р1<0,001 21,8 ± 1,8 1,1 ± 0,01

1-я нед роста В16/F10/Week 1 of В16/F10 growth
Группа сравнения/
Comparison group

0,11 ± 0,01
р1<0,01 1,26 ± 0,17 0,42 ± 0,03 

р1<0,05 62,9 ± 5,8 10,3 ± 1,8 11,6 ± 0,9 
р1<0,01

0,66 ± 0,02 
р1<0,05

Основная группа/
Main group

10,1 ± 0,4
р1<0,001
рк<0,001
р4<0,001

5,1 ± 0,2
р1<0,001
рк<0,001
р4<0,001

0,86 ± 0,06
р1<0,001
pк<0,01

р4<0,001

122,8 ± 3,8
р1<0,001
р4<0,001

6,85 ± 0,9
р1<0,05
рк<0,05

48,6 ± 4,1
р1<0,01
pк<0,01

р4<0,001

0,82 ± 0,09
pк<0,05

2-я нед роста В16/F10/Week 2 of В16/F10 growth

Группа сравнения/
Main group

0,19 ± 0,03
р1<0,01 1,1 ± 0,2 0,32 ± 0,04 73,3 ± 4,8

17,5 ± 1,6
р1<0,05
p2<0,05

8,5 ± 1,1
р1<0,001

0,1>p2>0,05
0,8 ± 0,08

Основная группа/
Main group

13,8 ± 1,0
р1<0,001
p2<0,01

р4<0,001

5,57 ± 0,48
р1<0,001
рк<0,01

р4<0,001

0,73 ± 0,06 
р1<0,001
pк<0,05

р4<0,001

112,1 ± 4,7
р1<0,001
р4<0,001

3,27 ± 0,28
р1<0,001
p2<0,001
р4<0,001

81,6 ± 2,4
р1<0,001
рк<0,001
p2<0,001
р4<0,001

0,94 ± 0,07

3-я нед роста В16/F10/Week 3 of В16/F10 growth

Группа сравнения/
Comparison group

0,13 ± 0,01
р1<0,001

0,62 ± 0,06
р1<0,05
p3<0,05

0,79 ± 0,09
р1<0,01

p3<0,001

127,3 ± 9,2
р1<0,05

p3<0,001

8,08 ± 0,78
p3<0,001

11,4 ± 1,4
р1<0,05

0,73 ± 0,04
р1<0,05

Основная группа/
Main group

10,9 ± 1,2
р1<0,001
pк<0,05

0,05<p3<0,1 
р4<0,001

3,1 ± 0,2
р1<0,001
рк<0,001
p2<0,001
p3<0,001
р4<0,001

0,69 ± 0,05
р1<0,001

0,05<pк<0,1

128,8 ± 6,8
р1<0,001

3,5 ± 0,2
р1<0,001
p2<0,001
р4<0,001

102,0 ± 4,7
р1<0,001
рк<0,001
p2<0,001
p3<0,001
р4<0,001

0,87 ± 0,06

Примечание: статистически значимые различия: рк – относительно уровня в контроле – кожа животных с хронической болью; р1 – относи-
тельно уровня у интактных животных; р2 – относительно уровня на 1-й нед роста меланомы в соответствующей группе; р3 – относительно 
уровня на 2-й нед роста меланомы в соответствующей группе; р4 – относительно уровня в группе сравнения на соответствующем сроке 
наблюдения.

Notes: statistically significant differences: pk – relative to the level in the control – the skin of animals with chronic pain, p1 – relative to the level in 
intact animals, p2 – relative to the level at 1 week of melanoma growth in the corresponding group, p3 – relative to the level at 2 weeks of melanoma 
growth in the corresponding group, р4 – relative to the level in the comparison group at the appropriate follow-up period.

цитруллина и нитротирозина обнаружено только 
на уровне статистической тенденции в сравнении 
с показателями в коже интактных самцов.

У самцов мышей основной группы в ткани 
опухоли было выявлено, что концентрация NOS-3 
в течение 3-х нед наблюдения значимо не изменя-
лась и была многократно выше уровня значений в 
ткани опухоли самцов мышей группы сравнения, 
оставаясь стабильно ниже уровня в коже мышей 
контрольной группы (хроническая боль) – в среднем 
на 34 % (p<0,05– p<0,01). В отличие от этого кон-
центрация NOS-2 с течением времени статистически 
значимо снижалась как по сравнению с уровнем 

на 1-й нед после перевивки – в среднем на 45  % 
(p<0,01–p<0,001), так и по сравнению с уровнем в 
коже мышей контрольной группы – до 4,3 раза на 3-й 
нед (p<0,001). При этом концентрация NOS-2 оста-
валась значительно выше уровня фермента в ткани 
опухоли в группе сравнения – в среднем в 3,3 раза 
(p<0,001). Концентрация АДМА в ткани опухоли 
на протяжении трех недель была ниже в среднем в 
2 раза (p<0,05–p<0,001), чем в коже животных кон-
трольной группы, и ниже уровня в опухоли самцов 
группы сравнения – в среднем в 4,8 раза (p<0,001).

Концентрация аргинина на 1-й нед была в 
4,5 раза (p<0,001) ниже ее уровня в коже мышей 
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Таблица 2/Table 2

Динамика концентрации компонентов NO-системы в ткани опухоли у самцов мышей

Changes in the concentration of NO-system components in the tumor tissue in male mice

Группы экспе-
риментальных 

животных/
Groups of experi-

mental animals

NOS-3, нг/г 
ткани/

NOS-3, ng/g 
tissue

NOS-2, нг/г 
ткани/
NOS-2,

ng/g tissue

АДМА,
мкМ/г ткани/

ADMA
μM / g tissue

Аргинин,
мкМ/г ткани/

Arginine,
μM / g tissue

Общий ни-
трит, мкМ/г 

ткани/
Total nitrite, 
μM / g tissue

L-цит-
руллин,

мкМ/г ткани/
L-citrullin,

μM / g tissue

Нитроти-
розин,

нМ/г ткани/
Nitrotirosin,
nM / g tissue

Кожа интактная/
Intact skin 0,48 ± 0,03 0,96 ± 0,11 0,26 ± 0,02 72,5 ± 6,5 9,6 ± 0,7 21,8 ± 1,4 0,96 ± 0,07

Кожа на фоне боли 
(контроль)/

Skin with presence 
of chronic pain 

(control)

16,2 ± 1,6
р1<0,001

9,8 ± 1,1
р1<0,001

0,51 ± 0,08
р1<0,05

102,5 ± 12,9
0,1>p1>0,05

4,1 ± 0,6
р1<0,001 21,8 ± 1,8 1,1 ± 0,014

1-я нед роста В16/F10/Week 1 of В16/F10 growth
Группа сравнения/
Comparison group Опухоль отсутствует/no tumor

Основная группа/
Main group

11,0 ± 0,7
рк<0,01

4,82 ± 0,39
рк<0,001

0,16 ± 0,02
рк<0,001

22,9 ± 2,5
рк<0,001 5,59 ± 0,7 80,4 ± 2,6

рк<0,001 1,16 ± 0,1

2-я нед роста В16/F10/Week 2 of В16/F10 growth
Группа сравнения/
Comparison group

0,15 ± 0,02
р1<0,01 1,2 ± 0,06 1,71 ± 0,22

р1<0,001 79,6 ± 6,1 11,8 ± 1,5 25,7 ± 1,9 1,04 ± 0,09

Основная группа/
Main group

11,1 ± 1,1
рк<0,05

р4<0,001

3,0 ± 0,4
рк<0,001
p2<0,01

р4<0,001

0,44 ± 0,05
p2<0,001
р4<0,001

34,1 ± 2,6
рк<0,001
p2<0,01

р4<0,001

5,80 ± 0,57
рк<0,05

р4<0,001

72,9 ± 8,4
рк<0,001
р4<0,001

1,29 ± 0,11

3-я нед роста В16/F10/Week 3 of В16/F10 growth

Группа сравнения/
Comparison group

0,36 ± 0,037
p3<0,05

0,56 ± 0,028
р1<0,01
p3<0,05

1,64 ± 0,13
р1<0,001

51,3 ± 5,6
0,1>p1>0,05

p3<0,05
8,1 ± 0,8

15,0 ± 1,6
0,1>p1>0,05

p3<0,01

1,31 ± 0,18
0,1>p1>0,05

Основная группа/
Main group

10,6 ± 0,8
рк<0,01

р4<0,001

2,27 ± 0,2
рк<0,001
р4<0,001

0,29 ± 0,02
рк<0,05
p3<0,01

р4<0,001

33,5 ± 2,6
рк<0,001
р4<0,01

5,69 ± 0,54
рк<0,05
р4<0,01

97,7 ± 4,7
рк<0,001
p3<0,05

р4<0,001

1,25 ± 0,09

Примечание: статистически значимые различия: рк – относительно уровня в контроле – кожа животных с хронической болью; р1 – относи-
тельно уровня у интактных животных; р2 – относительно уровня на 1-й нед роста меланомы в соответствующей группе; р3 – относительно 
уровня на 2 неделе роста меланомы в соответствующей группе; р4 – относительно уровня в группе сравнения на соответствующем сроке 
наблюдения.

Notes: statistically significant differences: pk – relative to the level in the control – the skin of animals with chronic pain, p1 – relative to the level in 
intact animals, p2 – relative to the level at 1 week of melanoma growth in the corresponding group, p3 – relative to the level at 2 weeks of melanoma 
growth in the corresponding group, р4 – relative to the level in the comparison group at the appropriate follow-up period.

контрольной группы. По мере роста опухоли она 
выросла в среднем на 47  % (p<0,01) на 2–3-й 
нед после перевивки (по сравнению со значе-
ниями в ткани опухоли на 1-й нед), оставаясь, 
однако, по-прежнему ниже уровня в контроль-
ной группе – в 3 раза и в группе сравнения – в 
среднем на 46 % (p<0,01–p<0,001). Концентрация 
общего нитрита в течение всего срока наблю-
дения была стабильно ниже уровня в опухоли 
мышей группы сравнения – в среднем на 40  % 
(p<0,01–p<0,001). При этом концентрация цитрул-
лина была значительно более высокой, чем в коже 
животных контрольной группы – в 3,7–4,5 раза 
(p<0,001) и в ткани опухоли группы сравнения – 
в 2,8–6,5 раза (p<0,001), достигая максимального 
увеличения на 3-й нед.

Обсуждение
Результаты исследования показали, что в со-

стоянии хронической нейрогенной боли в коже 
самцов мышей наблюдаются неоднозначные изме-
нения уровня компонентов NO-системы. С одной 
стороны, значительно выраженное увеличение 
концентрации обеих изоформ ферментов – эндоте-
лиальной NOS-3 и индуцибельной NOS-2 – позво-
ляет предположить активацию функционирования 
системы, при этом наблюдаемое снижение уровня 
общего нитрита может быть связано с активацией 
процесса нитрозилирования макромолекул. Важ-
ность данной модификации белков для ингиби-
рования апоптоза и стимуляции пролиферации в 
клетках меланомы была показана ранее [29, 30]. 
Аналогичные, но менее выраженные изменения 
были обнаружены у самок мышей с хронической 
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болью [17]. Возможно, такие изменения способ-
ствуют формированию состояния воспаления 
в коже и более раннему появлению подкожных 
опухолей у мышей (самок и самцов) с ростом ме-
ланомы на фоне хронической нейрогенной боли 
[11, 12]. С другой стороны, увеличение уровня 
ингибитора NO-синтаз асимметричного димети-
ларгинина (АДМА), выявленное у самцов, может 
быть проявлением мобильной регуляции этих фер-
ментов и метаболизма аргинина по другим путям, 
не связанным с работой NO-синтаз.

При росте опухоли после стандартной перевив-
ки у самцов, в отличие от самок, изменения содер-
жания компонентов NO-системы наблюдаются уже 
с 1-й нед роста опухоли [17]. В непораженной коже 
и в ткани опухоли наблюдаются снижение уров-
ня ферментов и цитруллина, нарастание уровня 
аргинина и АДМА, что может свидетельствовать 
об ингибировании работы системы NO-синтаз в 
отличие от самок [17].

В динамике роста меланомы В16 на фоне хро-
нической нейрогенной боли в коже и в опухоли 
у самцов мышей наблюдался значительно более 
высокий уровень изоформ NOS-3 и NOS-2, чем в 
группе со стандартной перевивкой опухоли и чем 
у самок мышей [17]. Это является признаком более 
активного функционирования системы NO-синтаз 
у самцов мышей, особенно на 1-й нед роста опу-
холи на фоне боли, когда был обнаружен макси-
мальный уровень NOS-2 и общего нитрита в коже 
и максимальный уровень NOS-2 и минимальный 
уровень АДМА и аргинина в опухоли. Возможно, 
этим объясняется бóльшая скорость роста опухо-
лей у самцов [12].

Экспрессия и активность NOS-3 увеличиваются 
при активации сигнального пути VEGFА [31, 32]. 
На модели меланомы, выросшей у мышей с дефи-
цитом эндотелиальной NOS-3, было обнаружено, 
что опухоль имела меньшее количество сосудов по 
сравнению с меланомой, выросшей у животных 
дикого типа. При этом на этой же модели показано, 
что удаление индуцибельной NOS-2 в стромальных 
клетках не влияло на ангиогенез и морфологию 
сосудов [31]. Однако в исследовании H. Vahora et 
al. показано, что активация транскрипции NOS-2 
опосредует участие других факторов в процессе 
ангиогенеза (EGF, COX-2, ANGPTL4) [22].

Отличительной особенностью являлось стабиль-
ное нарастание уровня цитруллина в коже в динами-
ке роста опухоли на фоне боли, а также значительно 

более высокий уровень цитруллина в ткани опухоли 
у самцов в основной группе, чем у самцов в группе 
сравнения и у самок в основной группе [17]. Из-
вестно, что накопление цитруллина может быть 
связано как со значительной активацией NO-синтаз, 
так и с ингибированием его реакции с аспартатом в 
реакциях синтеза аргинина из цитруллина за счет 
снижения экспрессии фермента аргинин-сукцинат-
синтетазы (АСС1), показанного для некоторых 
видов опухолей, в том числе для меланомы [33, 
34]. Однако в условиях настоящего эксперимента у 
животных после стандартной перевивки меланомы 
В16 таких выраженных изменений концентрации 
цитруллина не обнаружено. Снижение экспрессии 
АСС1 и ингибирование таким образом синтеза 
аргинин-сукцината поддерживает пул аспартата 
для синтеза нуклеотидов и обеспечивает активность 
пролиферации опухолевых клеток, способствуя про-
грессированию опухоли [23, 26, 35].

Кроме того, в данном исследовании обнаружена 
динамика концентрации ингибитора NO-синтаз 
АДМА, которая в комплексе с изменениями других 
показателей, на наш взгляд, может свидетельство-
вать об активации на определенных этапах роста 
опухоли NOS-независимого метаболизма аргинина 
(через аргиназу и/или другие ферменты его дегра-
дации): при обычном росте меланомы В16 у самцов 
мышей это отмечалось в ткани опухоли на 2–3 нед 
после перевивки, в группе с ростом меланомы на 
фоне хронической боли такая картина наблюдалась 
в непораженной коже на 1-й и 2-й нед после пере-
вивки опухоли. В то время как в ткани опухоли 
отмечалось более активное функционирование 
системы NO-синтаз в течение 3-х нед наблюдения 
в отличие от самок [17].

Заключение
Таким образом, у самцов мышей при росте 

меланомы В16 на фоне хронической нейрогенной 
боли уже с 1-й нед после перевивки наблюдалось 
более активное функционирование NO-системы, 
чем после стандартной перевивки опухоли и чем у 
самок мышей, создавая условия для NO-зависимой 
стимуляции роста опухоли. Отличительной особен-
ностью был значительно более высокий уровень 
цитруллина в коже и опухоли у самцов, в отличие 
от меланомы после стандартной перевивки, что мо-
жет свидетельствовать об ингибировании синтеза 
аргинина и формировании опухоли, ауксотрофной 
по аргинину.
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