
               

Българска академия на науките 

 

Институт по експериментална морфология, патология и 
антропология с музей  

 

Автореферат 

за придобиване на ОНС „доктор“ по „Морфология“ (01.06.26), 
Професионално направление 4.3 „Биологически науки“ 

(Проект) 

Тема: 

„Проучвания върху маркерната роля на Аминопептидаза А при рак на 
млечна жлеза чрез нови субстрати и инхибитори“ 

Весела Симеонова Петрова 

 

 

 Научен ръководител:  проф. Маша Димитрова, дб 

                           Научни консултанти: доц. Ивайло Иванов, дб 

                     доц. д-р Веселина Ценова, дм 

 

2019, София 



 

 

 

БЛАГОДАРНОСТИ 

 

Изказвам своите най-сърдечни благодарности на научния си ръководител 
проф. Маша Димитрова за доверието в мен, непрекъснатата подкрепа и  

ценни съвети, без които настоящата дисертация не би могла да се 
осъществи. 

Изказвам благодарности и на моите научни консултанти доц. Ивайло 
Иванов и доц. д-р Веселина Ценова за помощта, препоръките и 

напътствията. 

Благодаря най-искрено и на доц. Иван Илиев, гл. ас. Величка Павлова и 
лаборант Яна Гочева за оказаното съдействие и подкрепа. 

Изказвам благодарност и към ръководството на ИЕМПАМ за 
предоставената възможност и съдействие при реализирането на 

настоящата работа.  

Благодаря и на проектите по ОП „Развитие на човешките ресурси“ 
(договор BG 051РО001-3.3.06-0048/04.10.2012 г.) и  ОП „Наука и образование 
за интелигентен растеж“ 2014-2020 г. (договор BG05M2OP001-2.009 -0019-

С01/02.06.2017 г) за предоставените материали. 

 

 

 

 

 

 



СЪДЪРЖАНИЕ 

Списък на използваните съкращения....................................................................................1 

Увод..........................................................................................................................................3 

I. Цел и задачи................................................................................................................4 

II. Материали и методи...................................................................................................5 

II.A. Материали...........................................................................................................5 

II.B. Методи.................................................................................................................6 

II.B.1. Молекулно моделиране...................................................................................6 

II.B.2. Определяне на кинетичните параметри на флуоресцентния субстрат Glu-
AMAC.......................................................................................................................................6 

II.B.3. Определяне типа на инхибиране на АРА от GH и инхибиторната константа Кi 

...................................................................................................................................................6 

II.B.4. Определяне на максималната скорост и константата на Михаелис на Glu-
AMAC в хомогенати от клетъчни линии в присъствие на Ca2+, Sr2+ и Ba2+ йони.............7 

II.B.5. Определяне скоростта на ензимна хидролиза на Glu-pNA в хомогенати от 
клетъчни линии в присъствие на Ca2+, Sr2+ и Ba2+ йони......................................................7 

II.B.6. Експерименти in vivo върху модел на карцином на млечна жлеза при мишки – 
асцитна и солидна форма на тумор на Ерлих.......................................................................7 

II.B.7. Ензимна хистохимия........................................................................................8 

II.B.8. Ензимна цитохимия..........................................................................................8 

II.B.9. Получаване на клетъчни хомогенати и хомогенати от солидна форма на тумор 
на Ерлих.....................................................................................................................................9 

II.B.10. Клетъчно култивиране....................................................................................9 

II.B.11. Определяне на клетъчна жизненост..............................................................10 

II.B.12. Метод за определяне на клетъчна пролиферация........................................10 

II.B.13. Определяне въздействието на инхибитора GH, оксалиплатина и комбинация 
от инхибитор и оксалиплатина върху пролиферативната активност на клетки.................10 

II.B.14. Получаване на препарати, оцветени с акридин оранж / пропидиев йодид..11 

II.B.15. Определяне на ензимната активност на фибробласт активиращ протеин α 
(FAP) в хомогенати от клетъчната линия MCF-10A...............................................................11 

II.B.16. Определяне на нивото на апоптоза чрез активността на каспаза-3..............11 

III. Резултати и дискусия......................................................................................................12 

III.1. Флуорогенен субстрат за цито- и хистохимично локализиране на АРА Glu-
HHNI.............................................................................................................................................12 

III.2. Флуоресцентен субстрат за биохимично изследване на АРА Glu-AMAC.......15 



III.3. Специфичен инхибитор за APA............................................................................18 

III.4. Експерименти in vivo върху модел на карцином на млечна жлеза при мишки – 
асцитна и солидна форма на тумор на Ерлих...........................................................................21 

III.5. Активност на АРА при нормални и туморни фибробласти от мишка.............25 

III.6. Изследване на активността на АРА в моделна система от три човешки клетъчни 
линии............................................................................................................................................26 

III.7. Действие на специфичен инхибитор на АРА GH върху човешки клетъчни 
линии...........................................................................................................................................31 

III.8. Изследване на локализацията и активността на АРА в криостатни срези от 
оперативни биопсии при тумори на млечна жлеза.................................................................35 

IV. Изводи.............................................................................................................................37 

V. Приноси..........................................................................................................................38 

VI. Литература.....................................................................................................................40 

VII. Списък на публикации и участия, свързани с дисертационния труд.......................48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

СПИСЪК НА ИЗПОЛЗВАНИТЕ СЪКРАЩЕНИЯ : 

Списък на използваните съкращения на кирилица: 

ДНК - Дезоксирибонуклеиновата киселина 

Списък на използваните съкращения на латиница: 

АСЕ - Ангиотензин-конвертиращия ензим  

Ang II – Ангиотензин II 

Ang III –Ангиотензин III 

AngIV - АнгиотензинIV  

APA – Аминопептидаза А 

АТ - рецептори – Ангиотензинови рецептори 

BRAC – Breast Cancer gene 

CCK-8 - Холецистокинин-8  

CCRCC - Clear cell renal cell carcinoma  

СЕА - Карциноембрионален антиген  

ChRCC - Chromophobe renal cell carcinoma 

DCIS - Дуктален карцином in situ  

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  

DMSO - Диметил сулфоксид 

DSR - Dahl salt-resistant rats 

DSS - Dahl salt-sensitive rats 

Е33 - 3-амино-4-тиобутил сулфонат  

ЕАС – Erlich’s Ascites Carcinoma 

EDTA - Етилендиамин тетраоцетна киселина 

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay 

ЕМТ - Епително-мезенхимен преход  

ER - Естрогенен рецептор 

FAP - Фибробласт активиращ протеин 

FBS - Фетален телешки серум  

GH - α-глутамил хидроксамат  

Glu-AMAC - α-глутамил-2-акридониламид  

Glu-HHNI - α-(глутамилхидразидо)-N-хексил-1,8-нафталимид  

Glu-МСА - α-глутамил-4-метилкумарил-7-амид  
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Glu-pNA - ɑ-глутамил-4-нитроанилид  

hCG - Човешки хорион-гонадотропин 

HER2 - Рецептор за епидермален растежен фактор 2  

IC50 – Концентрация на полу-инхибиране 

IDC - Инфилтриращ (инвазивен) дуктален карцином  

ILC - Инфилтриращ (инвазивен) лобуларен карцином  

Кi  - Инхибиторна константа  

KM - Константа на Михаелис  

LCIS - Лобуларен карцином in situ  

MCF-7 - Клетъчна линия от рак на млечна жлеза при човек– луминален тип А 

MCF-10A - Епителни клетки от рак млечната жлеза при човек – тройно негативен  

MDA-MB-231 - Клетъчна линия от рак на млечната жлеза  

MNU - N-метил-нитрозоуреа  

OD - Оптичната плътност 

PAI-1 - Плазминоген активиращ инхибитор 1  

PBS - Phosphate-buffered saline 

PR - Прогестеронов рецептор  

PRCC - Papillary renal cell carcinoma 

RAS – Ренин-ангиотензинова система 

SK-MES-1 – Сквамозен карцином на бял дроб при човек 

TGF-β – Трансформиращ растежен фактор β 

TNFα - Тумор некрозис фактор α  

tRASs -  Тъканни ренин-ангиотензинови системи  

 uPA -  Урокиназен плазминогенен активатор  

VEGF - Васкуларен ендотелен растежен фактор 

Vmax - Максималната скорост  

 

 

 

 

 

 



3 
 

УВОД 

 Ракът на гърдата е едно от най-често срещаните онкологични заболявания и е 

водеща причина за смъртност при жените. Съвременната диагностика се основава на 

клинична картина, хистопатологични изменения и на наличието или отсъствието на 

биомаркери, които се идентифицират чрез молекулярно-генетични изследвания. 

Независимо от това, диагностицирането и прогнозирането са затруднени, което налага не 

само по-детайлно охарактеризиране на процесите на туморна прогресия, но и подобряване 

на точността на прогностичните маркери. Епителните клетки на млечната жлеза и 

ендотелът на кръвоносните съдове  експресират компоненти на ренин-ангиотензиновата 

система, като тази експресия се променя при развитието на онкологични заболявания. 

Тези компоненти са потенциални биологични маркери за подобряване на диагностиката и 

прогнозирането на този тип тумори. 

 Аминопептидазата А (глутамил аминопептидаза, АРА, ЕС 3.4.11.7) е 

мембранно-свързана металопептидаза от фамилия М1. АРА е важен компонент на 

локалната RAS в млечната жлеза, който катализира превръщането на AngII в AngIII. 

Голям брой изследвания са насочени към изясняване ролята на АРА в контрола на 

кръвното налягане, но по-малко са посветени на участието на ензима в развитието на 

туморни заболявания. Редица изследвания показват ролята на ензима като потенциален 

биомаркер при туморни заболявания. Ролята й при туморните заболявания обаче, е 

сравнително слабо проучена. Известно е, че при някои видове солидни тумори АРА се 

локализира в инвазивния фронт, където вероятно участва в освобождаването на 

пространства за растеж на тумора. Призната е и нейната ключова роля при 

неоваскуларизацията. Така, този ензим може бъде туморен промотор. Независимо от тези 

данни, ролята на АРА при рак на гърдата е слабо проучена. 

Настоящият труд е посветен на изследване ролята на АРА при рака на гърдата с 

оглед на потенциалното й включване като спомагателен биологичен маркер за определяне 

на инвазивния потенциал на туморните клетки и за прогностични цели. Изпълнението на 

тази цел изисква разработване на подобрен „инструментариум“ за изследване на 

локализацията и активността на ензима, т.е. въвеждане на нови специфични субстрати и 

инхибитори. 
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I. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ. 

Целта на настоящия труд е в експериментални моделни системи да се проучи 

потенциалната маркерна роля на аминопептидазата А при карцином на млечна 

жлеза като се използват предимствата на флуоресцентните ензимни анализи. 

За изпълнението на тази цел, ние си поставихме следните ЗАДАЧИ: 

1. На базата на новосинтезирани субстрати да се разработят методи за цито- и 

хистохимично локализиране на АРА и биохимично определяне на активността на АРА. Да 

се тестира приложението на новосинтезиран специфичен инхибитор на ензима. 

2. Да се проучат локализацията и нивата на активност на АРА в експериментален 

модел на рак на млечна жлеза при мишка (солидна и асцитна форма на тумор на Ерлих) в 

сравнение с млечна жлеза при здрава полово зряла мишка. 

3. Да се проучат локализацията и нивата на активност на АРА в присъствие на 

различни активатори на ензима в нормални ембрионални и туморни фибробласти. 

4. Да се проучат локализацията и нивата на активност на АРА в присъствие на 

различни активатори в култивирани човешки клетки от карцином на млечна жлеза с 

различна степен на инвазивност в сравнение с трайни нормални клетки от млечна жлеза. 

5. Да се изследват промените в нормални клетки от млечна жлеза, култивирани в 

присъствието на специфичен инхибитор на ензима (преживяемост, пролиферативна 

активност, апоптотичен потенциал). 

6. Да се изследват локализацията и нивата на активност на АРА в оперативни 

биопсии. 

7. Резултатите да се интерпретират от гледна точка на различия между нормални и 

туморни тъкани/клетки и степен на инвазивност на карцинома и да се направят изводи 

относно маркерната роля на АРА при рак на млечна жлеза.  
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II. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

II.A. МАТЕРИАЛИ 

Съединенията:  

 α-(глутамилхидразидо)-N-хексил-1,8-нафталимид (Glu-HHNI) - субстрат за цито- 

и хистохимично локализиране на АРА; 

 α-глутамил-2-акридониламид (Glu-AMAC) - субстрат за биохимично определяне 

на активността на АРА; 

 α-глутамил хидроксамат (GH) – специфичен инхибитор на АРА и 

 β-Ala-D-Ala-Pro-pNA – специфичен биохимичен субстрат за определяне на 

активността на фибробласт активиращия протеин ɑ 

са синтезирани, пречистени и спектрално охарактеризирани от колектив от МУ-

София, Катедра по медицинска химия и биохимия с ръководител доц. Ивайло Иванов, 

доктор и колектив от Факултета по химия  и фармация на СУ „Св. Климент Охридски“ с 

ръководител доц. Донка Ташева, доктор. 

Хромогенният биохимичен субстрат на АРА ɑ-глутамил-4-нитроанилид (Glu-pNA) 

и флуорогенния биохимичен субстрат Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AMC за каспаза-3 бяха 

закупени от Bachem (Швейцария). 

За целите на молекулното моделиране беше използвана кристалната структура на 

човешка аминопептидаза А в комплекс с глутамат (Protein Data Bank code 4KXD), 

програмата DS ViewerPro 6.0 (Discovery Studio, Accelrys Software Company) и силово поле 

на Драйдинг (61) за оптимизация на химичните структури. 

За изследванията in vitro бяха използвани следните клетъчни линии: 

 MCF-10А – спонтанно имортализирали епителни клетки от човешка млечна 

жлеза; 

 MCF-7 - луминален аденокарцином на млечна жлеза тип А при човек (ER+, PR+, 

HER2-); 

 MDA-MB-231 - тройно негативен карцином на млечна жлеза при човек (ER-, PR-

, HER2-); 

 BALB/3Т3 clone A31 – нормални ембрионални фибробласти от мишка; 

 Meth A sarcoma - туморни фибробласти от фибросаркома при мишка. 

За изследванията in vivo бяха използвани бели лабораторни мишки и клетки от 

линията ЕАС (тумор на Ерлих). 

При култивирането in vitro на перманентните клетъчни линии e използванa средa за 

клетъчно култивиране Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high glucose (DMEM) (Sigma 

Aldrich, Germany), фетален телешки серум (FBS) (Gibco, Austria), антибиотици (10,000 

U/ml пеницилин, 10 mg/ml стрептомицин, LONZA), трипсин EDTA (Версен 200 mg/l, 

трипсин 170,000 U/l, LONZA). 
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При МТТ тест за антипролиферативна активност е използван 3-(4,5-диметилтиазол-

2-yl)-2,5-дифенил тетразолиев бромид (Thiazolyl blue, 98%), диметил сулфооксид (DMSO) 

и етанол 100% (Sigma Aldrich, Германия). 

Ядрените багрила акридин оранж, пропидиев йодид и Хьохст 33342 бяха закупени 

от Sigma Aldrich (Германия). 

 

II.B. МЕТОДИ 

II.B.1. Молекулно моделиране. 

Моделирането на ензим-субстратния комплекс на АРА с Glu-HHNI, ензим-

субстратния комплекс на АРА с Glu-АМАС и ензим-инхибиторния комплекс на GH с APA 

беше извършено с изполване на човешка аминопептидаза А в комплекс с глутамат (PDB) 

чрез програмата DS ViewerPro 6.0 и силово поле на Драйдинг (61) за оптимизация на 

химичните структури. 

II.B.2. Определяне на кинетичните параметри на флуоресцентния субстрат 

Glu-AMAC 

Определянето на максималната скорост (Vmax) и константата на Михаелис (KM) на 

флуоресцентния субстрат Glu-AMAC при използване на хомогенат от бъбреци на полово 

зряла мишка, бе проведена в 0.1 М какодилатен буфер с рН 7.4, съдържащ 1 mM CaCl2 при 

37°С. Към 40 μl от хомогената бяха добавени 200 μl разтвор на субстрата с различни 

концентрации (20, 40, 60, 80, 100 и 200 μM), получени след разреждане с буфер на сток 

разтвора на субстрата в диметилсулфоксид с концентрация 20 mМ. Реакцията беше 

проведена в 96-ямкови плаки, в мултифункционален спектрофлуориметър Varioscan 

Fluorescence, като хидролизата на субстрата Glu-AMAC бе проследена чрез намаляването 

на флуоресценцията при 456 nm, с възбуждане при 290 nm и отчитане на всеки 2 минути. 

Кинетичните константи бяха изчислени на базата на измерените начални скорости по 

уравнението на Михаелис-Ментен чрез нелинеен регресионен анализ, при използване 

програмата EnzFitter V2. 

II.B.3. Определяне типа на инхибиране на АРА от GH и инхибиторната 

константа Кi . 

Ензимната активност на аминопептидаза А в хомогенат от бъбреци на полово зряла 

мишка, при използване на Glu-pNA като субстрат, в отсъствие или присъствие на GH 

беше измервана в 0.1 М какодилатен буфер с рН 7.4, съдържащ 1 mM CaCl2 при 37°С. Към 

40 μL от хомогената бяха добавяни 100 μl буфер или разтвор на инхибитора в буфер с 

различни концентрации (0.04, 0.2, 1.2 и 2.0 mM). Пробите бяха инкубирани 20 минути при 

37°С след което бяха добавяни 100 μl разтвор на субстрата с различни концентрации (0.4, 

0.8, 1.0 mM). Реакцията беше проследена в 96-ямкови плаки, в мултифункционален 

спектрофлуориметър Varioscan Fluorescence, при 410 nm и отчитане на всеки 2 минути. 

Кинетичните константи бяха изчислени на базата на измерените начални скорости при 



7 
 

различни концентрации от инхибитора, по уравнението на Михаелис-Ментен и нелинеен 

регресионен анализ с използване на програмата EnzFitter V2. 

III.B.4. Определяне на максималната скорост и константата на Михаелис на 

Glu-AMAC в хомогенати от клетъчни линии в присъствие на Ca2+, Sr2+ и Ba2+ йони. 

Определянето на максималната скорост и константата на Михаелис на 

флуоресцентния субстрат Glu-AMAC при използване на хомогенати от три човешки 

клетъчни линии (MCF-10A, MCF-7 MDA-MB-231) в присъствие на различни йони на 

алкалоземни метали в концентрация 1 mM, бе проведена в 0.1 М какодилатен буфер с рН 

7.4 при 37°С. Към 120 μl от всеки от хомогенатите бяха добавяни различни аликвоти от 

буфера съдържащ 2 mM от съответните йони (0, 60, 90, 100 и 110 μl) и различни обеми 

(120, 60, 30, 20 и 10 μl) от разтвора на субстрата с концентрация 80 μM в буфер, съдържащ 

2 mM от съответните йони. Реакцията беше проведена в 96-ямкови плаки, в 

мултифункционален спектрофлуориметър Varioscan Fluorescence, като хидролизата на 

субстрата Glu-AMAC бе проследена чрез намаляването на флуоресценцията при 456 nm, с 

възбуждане при 290 nm и отчитане на всеки 2 минути. Кинетичните константи 

(константата на Михаелис KM, максималната скорост Vmax и константата на ефективност 

Vmax/KM) бяха изчислени на базата на измерените начални скорости по уравнението на 

Михаелис-Ментен чрез нелинеен регресионен анализ и използване на програма EnzFitter 

V2. 

II.B.5. Определяне скоростта на ензимна хидролиза на Glu-pNA в хомогенати 

от клетъчни линии в присъствие на Ca2+, Sr2+ и Ba2+ йони. 

Към 400 μl от всеки от хомогенатите бяха добавяни разтвори на CaCl2, SrCl2.6H2O 

или BaCl2.2H2O в 0.1 М какодилатен буфер с рН 7.4, така че крайната концентрация на 

Ca2+, Sr2+ или Ba2+ да бъде 1 mM. Съдържанието на белтък в пробите беше определено 

чрез измерване на абсорбцията при 260 and 280 nm на спектрофотометър Speckol 1500 

(Analitjk, Jena) и изчисления по Dawson et al. (1991). След това, към пробите беше добавен 

разтвор на субстрата Glu-pNA в същия буфер до крайна концентрация 0.5 mM. 

Инкубацията беше провеждана при 37°С, като на всеки 30 минути се отбираше аликвота 

от 150 μl, в която реакцията беше стопирана с 20 mM разтвор на EDTA. Абсорбцията на 

пробите беше измерена спектрофотометрично при 405 nm срещу контрола, в която 

реакцията беше стопирана непосредствено след добавянето на субстрата. Резултатите бяха 

обработени статистически с регресионен анализ и построяване на криви, показващи 

зависимостта на абсорбцията при 405 nm от времето с помощта на програмата Sigma Plot 

9.0. В случаите на нелинейна корелация, ензимната активност беше определяна от 

началната скорост на реакцията. За единица ензимна активност беше прието количеството 

ензим, което отделя 1 nmol продукт (pNA) за минута на 1 mg белтък при 37ºC.  

II.B.6. Експерименти in vivo върху модел на карцином на млечна жлеза при 

мишки – асцитна и солидна форма на тумор на Ерлих. 
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Туморната клетъчна линия EAC беше поддържана in vivo в мишки албино (на 

възраст 5 до 7 седмици, тегло 25-30 грама) чрез ежеседмични пасажи (интраперитонеално 

инокулиране на 1x106 живи клетки, суспендирани в 0.2 мл PBS). 

За експериментите бяха използвани женски мишки на същата възраст, най-малко 

10 дни след лактация. Мишките бяха инокулирани за отделните опити интраперитонеално 

или подкожно в областта на абдоминалните и торакалните млечни жлези с клетъчна 

суспензия (1x106 живи клетки, суспендирани в 0.2 мл PBS). 

Като контроли бяха използвани животни, инжектирани само с PBS. 

Мишките бяха убивани чрез цервикална дислокация 7 дни след инокулацията. 

Клетките от коремната кухина (асцитна форма на тумор на Ерлих) бяха събирани с 

помощта на спринцовка, заедно с асцитната течност, и от тях бяха приготвени натривки 

върху желатинирани предметни стъкла. 

Туморните образувания в областта на абдоминалните и торакалните млечни жлези 

(солидна форма на тумор на Ерлих), както и  абдоминални и торакални млечни жлези от 

контролните животни бяха отделени и замразени в течен азот. От тях бяха нарязани 

криостатни срези с дебелина 10 µm на криотом Reichert-Jung (Германия) при -26°C, които 

бяха монтирани на желатинирани предметни стъкла. 

Всички препарати бяха изсушени на въздуха и фиксирани на параформалдехидни 

пари за 4 минути на стайна температура. Част от тях бяха оцветени с хематоксилин-еозин 

по класическия хистологичен метод. Останалите препарати бяха покрити с 0.5% колодион 

в амил ацетат (Sigma-Aldrich), разреден до нужната концентрация със смесен разтворител 

ацетон : диетилов етер : абсолютен етанол (4:3:3) посредством потапяне за 1 минута на 

стайна температура. Тези препарати бяха използвани за хистохимично визуализиране на 

АРА. 

II.B.7. Ензимна хистохимия. 

За локализиране на АРА в криостатни срези, обработени както е описано по-горе,  

те бяха инкубирани в разтвор на 1 mМ субстрат (α-Glu-HHNI) и 1 mg/ml пиперонал в 0.1 

М какодилатен буфер с рН 7.4, съдържащ 1 mМ CaCl2 в  продължение на 2 часа на 37ºС. 

След това, срезите баха промивани с вода и пост-фиксирани в 4% формалин за 15 минути 

на стайна температура. Те бяха допълнително оцветени с хематоксилин и включени в 

глицерол/желатина 1:1 (Lojda et al., 1979). Ензимната реакция беше наблюдавана под 

светлинен микроскоп или флуоресцентен микроскоп Leica DM 5000 B, при използване на 

филтърна комбинация Y3 (BP 545/30, BP 610/75). 

II.B.8. Ензимна цитохимия. 

Клетки, култивирани на покривни стъкла бяха промити с PBS, изсушени на въздух 

и фиксирани на параформалдехидни пари за 5 минути на стайна температура. След 

изсушаване на вентилатор, те бяха покривани с 0,5% колодион за 30 секунди на стайна 
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температура. Инкубацията се провеждаше в разтвор, съдържащ 0,5 mМ субстрат (Glu-

HHNI) и 0.5 mg/ml пиперонал в 0.1 М какодилатен буфер с рН 7.4, съдържащ 1 mМ CaCl2, 
SrCl2.6Н2О или ВаCl2.2Н2О. Инкубацията се извършваше за 3.5 часа на 37ºС. След 

инкубацията, препаратите бяха промивани с вода и пост-фиксирани в 4% формалин за 15 

минути на стайна температура. За оцветяване на ядрата беше използван 5-6 капки 

алкохолен разтвор на Hoechst 33342 (Sigma) с концентрация 1 mg/ml, разреден с дест. вода 

до 10 ml. След 30 минути на престояване в разтвора на ядреното багрило на тъмно на ст. 

температура, клетките бяха включвани върху предметни стъкла в глицерол/желатина 1:1. 

Ензимната реакция беше проучвана под флуоресцентен микроскоп Leica DM 5000 B, при 

използване на филтърна комбинация D (BP 355-425, LP 470) за наблюдаване на 

флуоресценцията в ядрата и Y3 (BP 545/30, BP 610/75) за ензимната реакция. 

По същия начин бяха обработени и натривки на предметно стъкло от суспензионни 

култури от клетъчна линия Meth A sarcoma, както и натривки от клетки от перитонеума на 

мишки с асцитна форма на тумор на Ерлих. Натривките бяха оцветявани и с хематоксилин 

и еозин по стандартна хистологична процедура за изследване морфологията на клетките. 

II.B.9. Получаване на клетъчни хомогенати и хомогенати от солидна форма на 

тумор на Ерлих. 

Култивираните клетки бяха промивани няколко пъти с какодилатен буфер с рН 7.4. 

След това, те бяха събирани с помощта на стъклена пръчка с гумен накрайник и 

хомогенизирани за 15 минути в 5 мл какодилатен буфер, рН 7.4 на хомогенизатор AMPS 

(Англия). Хомогенатът беше центрофугиран на 4ºС и 3000 об./мин за 20 минути, след 

което супернатантата беше използвана за различни анализи. 

Аспирираните клетки от асцитна форма на тумор на Ерлих бяха промити 2 пъти с 

PBS, като след всяко промиване бяха центрофугирани на 1500 об/мин за 10 минути и 

супернатантата беше отстранявана. След това, хомогенизацията се провеждаше както по-

горе. 

Подкожните туморни образования от солидната форма на тумор на Ерлих бяха 

обработвани с ръчен хомогенизатор в същия буфер, след което бяха хомогенизирани и 

третирани както клетките. По същия начин бяха подготвяни и хомогенати от бъбреци на 

здрави полово зрели мишки, използвани при биохимичните експерименти за определяне 

на IC50 и Ki на специфичния инхибитор на АРА GH и кинетичните параметри на субстрата 

Glu-AMAC.  

II.B.10. Клетъчно култивиране. 

Перманентните клетъчни линии бяха култивирани в среда DMEM (4,5 g/l глюкоза), 

10% фетален телешки серум, 100 U/ml пеницилин и 0.1 mg/ml стрептомицин в 

пластмасови съдове за клетъчно култивиране с площ 25 cm2 и 75 cm2. При култивирането 

на MCF-7 и MCF-10A към културалната среда бяха добавени съответните растежни 

фактори съгласно указанията на клетъчната банка (АТСС). Туморните фибробласти от 

линията Meth A sarcoma се култивират в суспензия и при всяка смяна на средата се налага 
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центрофугиране. Клетките бяха поддържани в логаритмична фаза на растеж при 37°C и 

атмосфера с 5% съдържание на CO2. За провеждане на опити in vitro, клетките в 

експоненциална фаза на растеж, след трипсинизация, бяха доведени до необходимата 

концентрация и бяха посяти в 96-ямкови плаки (Orange Scientific, Belgium) за клетъчно 

култивиране (1×103 клетки / ямка). След 24 часа култивиране при описаните условия, 

клетките бяха третирани съгласно опитната постановка. 

За целите на ензимната цитохимия клетките бяха култивирани върху покривни 

стъкла. От суспендираните в PBS клетки от линията Meth A sarcoma се подготвяха 

натривки върху покривни стъкла. 

II.B.11. Определяне на клетъчна жизненост. 

За определяне на клетъчната жизненост беше използван метода на изключване с 

Trypan blue. Методът се основава на факта, че живите клетки с интактна мембрана не 

пропускат синьото багрило и остават неоцветени, докато мъртвите клетки поемат багрило 

и се оцветяват в синьо (88). 

II.B.12. Метод за определяне на клетъчна пролиферация. 

Ефектът на изследваните вещества (оксалиплатина, инхибитор и комбинацията 

между тях) върху пролиферативната активност на изследваните клетъчни линии беше 

измерена с помощта на МТТ тест, по метода на Mossmann (1983).  

Процентът на клетъчна пролиферация (преживяемост) беше изчислен, по следната 

формула: 

Клетъчна преживяемост (%) = OD570 (проба) / OD570 (негативна контрола) х 100, 

където OD е оптичната плътност (екстинкцията) съответно на пробата и контролата 

при 570 nm. 

II.B.13. Определяне въздействието на инхибитора GH, оксалиплатина и 

комбинация от инхибитор и оксалиплатина върху пролиферативната активност на 

клетки. 

За оценка ефекта на инхибитора на АРА GH, клетки от трите човешки линии 

(MCF-10A, MCF-7, MDA-MB-231) бяха култивирани, както е описано по-горе за 24 часа, 

след което средата беше заменена с нова, съдържаща от 10 до 0.02 mg/ml инхибитор, 

получена чрез последователни двукратни разреждания. След 72 часа инкубация, средата 

беше отлята, добавена беше свежа среда, съдържаща 10% FBS и ефектът на GH беше 

отчетен чрез МТТ–тест. 

За оценка на ефекта на стандартния цитостатик оксалиплатина, към културалната 

среда на клетките от линията MCF-10A беше добавян цитостатик чрез двукратно падащи 

разреждания (от 10 mg/ml до 0.075 mg/ml). Инкубацията продължаваше 72 ч на 37ºС. След 

това, хранителната среда, съдържаща цитостатик, беше аспирирана и се добавяше свежа 
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среда, съдържаща 10% FBS. Следваше отчитане на антипролиферативния ефект, чрез 

МТТ–теста. 

За оценка на комбинирания ефект на инхибитора GH и оксалиплатината, клетки от 

линията MCF-10A бяха подложени на действието на GH в концентрация 0.25 mg/ml в 

продължение на 2 часа, след което беше добавена оксалиплатина в концентрация 2 µM. 

След 72 часа инкубация, клетките бяха третирани както по-горе. 

Резултатите са средни стойности от три независими експеримента. Определена е 

концентрацията на полу-инхибиране (IC50) или съответно концентрацията, при която се 

наблюдава 50% активиране (ЕС50) на клетките, чрез нелинеен регресионен анализ 

(софтуер OriginPro8). При сравняване на получените стойности, доверителния интервал 

беше определян чрез one-way ANOVA – Bonferroni’s post hoc test (софтуер GraphPad 

Prizm5). 

II.B.14. Получаване на препарати, оцветени с акридин оранж / пропидиев 

йодид. 

Клетки от трите човешки клетъчни линии бяха култивирани върху покривни 

стъкла. Прилагането на различни инкубационни среди съответства напълно на това в 

точка III.B.13. Бяха приготвени 1 mM сток-разтвори на АО и PI в PBS, които бяха 

смесвани в съотношение 1:1 непосредствено преди оцветяването. Смесеният разтвор беше 

накапван върху препаратите. След 1-2 минути той беше отливан, препаратите бяха 

промивани с дест. вода и включвани в глицерол/желатина 1:1. Препаратите бяха проучени 

под флуоресцентен микроскоп  Leica DM 5000 B, при използване на филтърна комбинация 

I3 (BP 450-490, LP 515). 

II.B.15. Определяне на ензимната активност на фибробласт активиращ 

протеин α (FAP) в хомогенати от клетъчната линия MCF-10A. 

Ензимната активност в клетъчните хомогенати от линията MCF-10A (нетретирани 

клетки, клетки, третирани само с оксалиплатина и клетки, последователно третирани с 

инхибитор на АРА и оксалиплатина) беше измервана в 0.1 М фосфатен буфер (рН 7.4), 

съдържащ 0.1 М NaCl и 1 mM EDTA при използване на селективния за FAP  хромогенен 

субстрат β-Ala-D-Ala-Pro-pNA с концентрация 1 mM при 37°С. Към 140 μl от всеки от 

хомогенатите бяха добавени 60 μl от разтвора на субстрата. Ензимните реакции бяха 

проведени в 96-ямкови плаки, в мултифункционален спектрофлуориметър Varioscan 

Fluorescence при 410 nm и отчитане на всеки 4 минути за два часа. Ензимната активност 

беше определена от началните скорости на реакциите. За обработка на данни беше 

използвана софтуерната програма EnzFitter V2. 

II.B.16. Определяне на нивото на апоптоза чрез активността на каспаза-3. 

Ензимната активност в клетъчните хомогенати от линията MCF-10A (нетретирани 

клетки, клетки, третирани само с оксалиплатина и клетки, последователно третирани с 

инхибитор на АРА и оксалиплатина) беше измервана в каспазен буфер (20 mM HEPES с 
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pH 7.4, съдържащ 2 mM EDTA, 0.1% CHAPS и 5 mM дитиотреитол) при използване на 

флуорогенния субстрат Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AMC при 37°С. Работния разтвор на 

субстрата беше приготвен като 7 μl от изходния разтвор на субстрата с концентрация 4 

mM в диметилсулфоксид бяха добавени към 700 μl буфер.  От него бяха взети 60 μl и 

добавени към 60 μl от всеки от хомогенатите. Ензимните реакции бяха проведени в 96-

ямкови плаки, в мултифункционален спектрофлуориметър Varioscan Fluorescence при 360 

nm възбуждане и 460 nm емисия и отчитане на всеки 4 минути за 1.5 часа. Ензимната 

активност беше определена от началните скорости на реакциите. За обработка на данни 

беше използвана софтуерната програма EnzFitter V2. 

 

III. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ 

III.1. Флуорогенен субстрат за цито- и хистохимично локализиране на АРА 

Glu-HHNI. 

Проучванията върху участието на АРА в механизмите на туморогенезата и 

туморната прогресия изисква прилагане на високо специфични и чувствителни методи за 

визуализация на ензима in situ (в препарати от култивирани клетки, оперативни биопсии и 

експериментални модели на туморни заболявания). Досега не е разработен флуорогенен 

хистохимичен субстрат за АРА, което е несъмнен недостатък по отношение изследването 

на АРА при патологични процеси, защото флуоресцентната визуализация дава по-добри 

възможности: 1/ по-висока чувствителност, което позволява визуализиране на области с 

ниска ензимна активност; 2/ възможност за използване на конфокална микроскопия; 3/ 

възможност за прилагане на съвременен софтуер за количествена оценка в зависимост от 

силата на флуоресцентния сигнал; 4/ възможност за доказване на ко-локализация с други 

молекули чрез различни по цвят флуорохроми. 

За изследване на ензимната активност на АРА досега са използвани синтетични 

субстрати, които са амиди на глутамовата киселина с 4-нитроанилин, 2-нафтиламин и 7-

амино-4-метилкумарин. Новосинтезираният хистохимичен субстрат за АРА Glu-HHNI, 

има различна структура на напускащата група и е хидразид на глутамовата киселина. 

Нафталимидният остатък, включващ и хексилната верига, е значително по-обемист от 

напускащите групи на използваните досега изкуствени субстрати (Фиг. 1).  
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Фигура 1. Структура на субстрата за цито- и хистохимично локализиране на 

АРА Glu-HHNI. 

Това е причината предварително да моделираме ензим-субстратния комплекс, като 

използваме кристалната структура на човешка аминопептидаза А в комплекс с глутамат 

(Protein Data Bank code 4KXD) с помощта на програмата DS ViewerPro 6.0  и силово поле 

на Драйдинг (61) за оптимизация (Фиг. 2).  

 

 

Фигура 2. Молекулен модел на свързване на субстрата Glu-HHNI в активния 

център на човешка аминопептидаза А. Аминокиселинните остатъци от активния 

център на ензима са представени чрез пръчков модел, а субстратът – с пръчки и топки. 

Молекулният модел на комплекса показва, че γ-карбоксилатният остатък на Glu 

комплексообразува с Ca2+ и формира водородна връзка с гуанидино групата на Arg887. От 

друга страна, протонираната α-аминогрупа на глутамовата киселина от субстрата образува 

водородни връзки с Glu223, Glu360 и Glu416 (не е показано тук). Водната молекула в 

координационната сфера на Zn2+, която изпълнява ролята на нуклеофил, образува  

водородни връзки с Glu394 и е на разстояние 2.9 Å от карбонилния въглероден атом на 

субстрата, благоприятно разположена за нуклеофилна атака. Нафталимидният остатък и 

хексилната верига са разположени в големия по обем и приличащ на пещера подцентър, 

свързващ напускащата група. Един от карбонилните кислородни атоми от нафталимида 

формира водородна връзка с Arg891. От този модел се вижда, че са налице всички условия 

Glu-HHNI да бъде добър субстрат за аминопептидаза А. 

На фигура 3 е показан принципа на действие на новосинтезирания флуорогенен 

хистохимичен субстрат Glu-HHNI. Ензимът хидролизира хидразидната връзка при α-

карбоксилната група на субстрата, при което се отделя N-хексил-нафталимид. Той 

взаимодейства бързо с присъстващ в средата ароматен алдехид – пиперонал. При това се 

получава неразтворим флуоресцентен продукт – хидразон, който се отлага на местата с 

ензимна активност и ги маркира с ярка оранжево-червена до червена флуоресценция при 

облъчване със зелена светлина (с дължина на вълната 520-580 nm). Получените препарати 

могат да се наблюдават и на светлинен микроскоп, където крайният продукт на реакцията 

е жълто-оранжев до червен на цвят в зависимост от неговото количество. 
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Фигура 3. Принцип на хистохимично действие на субстрата Glu-HHNI. 

 

Този субстрат беше тестиран за приложение в криостатни срези и препарати от 

култивирани клетки за локализиране на активността на АРА. 

Бяха тестирани различни начини за предварителна обработка на тъканите като 

фиксация или директно замразяване в течен азот, покриване на препаратите с различни 

концентрации разтвор на колодион за предотвратяване на делокализацията на крайния 

реакционен продукт (т. е. на хидразона). Също така, бяха тестирани различни видове 

буферни разтвори с рН 7.4, което е оптимално за ензима, различни концентрации на 

субстрата и спомагателния реактив (алдехида пиперонал) и на активиращите калциеви 

йони, както и времето на инкубация. Така бяха подбрани най-подходящите условия за 

провеждане на хистохимичната локализация на АРА, които са дадени в точка II.B.7.  

На Фигура 4 е показан резултат за хистохимично доказване на АРА със субстрата 

Glu-HHNI в бъбрек на лабораторни мишки, който съответства на локализацията, получена 

със стандартните хромогенни субстрати на базата на 1- и 2-нафтиламин (56). 

 

 

Фигура 4. Активност на АРА в епитела на извитите каналчета на бъбречна кора 

от мишка със субстрат Glu-HHNI. А-светлинна микроскопия, В-флуоресцентна 

микроскопия. Х200 

По описания по-горе начин беше проведена и оптимизация на условията за 

цитохимично визуализиране на АРА в препарати от култивирани клетки, които са дадени 

в точка II.B.8.   Резултати за локализацията на ензима в препарати от клетки от линията 
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SK-MES-1 (сквамозен карцином на бял дроб при човек), култивирани върху предметни 

стъкла са показани на Фигура 5. При предварително инкубиране на препаратите с 0.1 mM 

от специфичния инхибитор на АРА GH за 45 минути на стайна температура, реакцията на 

ензимна хидролиза беше напълно потисната (Фиг. 5С). 

 

 

Фигура 5. Визуализация на активността на АРА в клетки от линията SK-MES-1 

(сквамозен карцином на бял дроб при човек). А-флуоресцентна ензимна реакция;В-

оцветяване на ядрата на клетките с Hoechst 33342; С – отсъствие на ензимна реакция 

при предварително инкубиране с инхибитора на АРА GH. Х400 

Субстратът Glu-HHNI е първият флуорогенен субстрат, използван за визуализация 

на ензимната активност на АРА. Хидразонът е цветен и флуоресциращ продукт, което 

дава възможност визуализацията на ензимната активност да става и чрез светлинна и чрез 

флуоресцентна микроскопия. Той е стабилно вещество, много малко разтворимо във 

водна среда и формира микрокристални отлагания, което е причина за получените ясни и 

трайни изображения. Друго съществено достойнство на този метод е, че хидразонът 

флуоресцира в червената област на видимия спектър, където не се наблюдава 

автофлуоресценцията на тъканите. 

III.2. Флуоресцентен субстрат за биохимично изследване на АРА Glu-AMAC. 

За целите на настоящия труд беше синтезиран и флуоресцентен биохимичен 

субстрат α-глутамил-2-акридониламид (Glu-AMAC).  

Хромогенните и флуорогенните субстрати се използват широко за биомедицински 

изследвания. Причини за това са тяхната достъпност, високата чувствителност на 

методите с тяхно участие и лесен инструментален контрол. Използването на специфични 

синтетични субстрати дава възможност ефективно да се изучават редица биохимични 

процеси. Те са приложими и при диагностиката на различни заболявания. Хромогенните и 

флуорогенните субстрати включват съответно хромофор или флуорофор, които се 

освобождават в резултат на ензимната реакция и генерират сигнал, използван за 

измерване на ензимната активност. Стандартни търговски субстрати за определяне на 

активността на АРА са хромогенния Glu-pNA (pNA - пара-нитроанилин) и флуорогенния 

Glu-AMC (AMC - 7-амино-4-метилкумарин). 

Ацилираните производни на 2-аминоакридона имат интензивна флуоресценция. 

При протичане на ензимна реакция се хидролизира връзката между ацилния остатък и 2-

аминоакридона, което води до намаляване интензивността на флуоресценцията. Това дава 

възможност за реализирането на подход за измерване на ензимната активност, базиран на 

понижаването на флуоресценцията в резултат на изчерпването на субстрата (58, 77). 
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Химичната структура на флуоресцентния субстрат за АРА α-L-глутамил N-(2-

акридонил)амид (Glu-AMAC) е представена на фигура 6. 

 

Фигура 6. Химическа структура на флуоресцентен субстрат за АРА Glu-AMAC. 

 

На фигура 7 е показан начина на свързване на този субстрат в активния център на 

АРА. Вижда се, че карбонилната група на субстрата влиза в координационната сфера на 

каталитичния цинк заедно с една молекула вода, свързана с Glu394. Същевременно, 

субстратът образува водородна връзка с хидроксилната група на Tyr479, което спомага за 

правилното му ориентиране в активния център на ензима. 

 

Фигура 7. Принцип на свързване на Glu-AMAC в активния център на АРА. A –

кислородът от водната молекула, координирана от Glu394 и Zn2+ осъществява 

нуклеофилната атака при карбонилния кислород на субстрата. За правилната 

ориентация на субстрата спомага и Tyr479. B - същите структури, визуализирани в 

молекулния модел. 

 

На фигура 8 е показан принципа на действие на бихомичния субстрат Glu-AMAC. 

Разтворите на този субстрат флуоресцират ярко в синята област. При ензимната хидролиза 

се отделя 2-аминоакридон, който има значително по-слаба флуоресценция от субстрата и 

тя е в друга област на видимия спектър. Така, по намаляването на флуоресценцията на 

разтвора може да се определи степента на ензимна хидролиза и оттам – активността на 

ензима.  
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Фигура 8. Принцип на действие на флуоресцентния субстрат Glu-AMAC.  

 

Кинетичните константи на  Glu-AMAC бяха определени в хомогенат от бъбрек на 

мишка. Реакцията бе проведена в 0.1 М какодилатен буфер с рН 7.4, съдържащ 1 mM 

CaCl2. Хидролизата на субстрата във времето бе проследена спектрофлуориметрично по 

намаляването на флуоресценцията (λem = 456 nm, λex = 290 nm). Кинетичните константи са 

изчислени на базата на измерените начални скорости на ензимната реакция при различни 

концентрации на субстрата. Построена бе зависимостта на началните скорости от 

концентрацията на субстрата (Фиг. 9). От получената зависимост бяха определени 

стойностите на Vmax и Km на база уравнението на Михаелис и Ментен чрез нелинеен 

регресионен анализ. Всички кинетични изчисления са осъществени на база трикратни 

измервания, като скоростите, съответстващи на всяка субстратна концентрация, също са 

определени посредством трикратни повторения. Изчислените кинетичните константи на 

реакцията на хидролиза на Glu-AMAC катализирана от АРА са: Кm = 0.1±0.01 mМ и Vmax = 

14.9±0.7 nmol/min/mg. 

 

Фигура 9. Зависимост на началните скорости на реакцията на хидролиза на Glu-

AMAC катализирана от АРА, като функция на концентрацията на субстрата. 
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Този метод е много по-чувствителен от хромогенните биохимични методи и има 

редица предимства пред флуорогенните по следните причини: 

- Glu-AMAC е химически по-стабилен от известните флуорогенни субстрати;  

- гасенето на флуоресценцията от тъканни компоненти се отчита още в началото на 

измерването и така резултатите не се влияят от природни гасители на флуоресценцията; 

- Glu-AMAC има по-високо сродство към ензима от другите субстрати, което се 

вижда от константата на Михаелис в таблица 1;  

- Glu-AMAC има висок квантов добив, което позволява да се измерват и ниски 

активности на АРА. 

Субстрат KM [M] 

Glu-pNA 9.10-4 

Glu-MCA 5.10-4 

Glu-AMAC 2.10-5 

Таблица 1. Сравнение между константите на Михаелис на 

хромогенния субстрат Glu-pNA, флуорогенния субстрат α-глутамил-

метилкумариламид (Glu-MCА) и новия флуоресцентен субстрат Glu-

АМАС. 

 

III.3. Специфичен инхибитор за APA 

Специфичните инхибитори на APA са интересни не само от биохимична гледна 

точка, но те са потенциални антихипертензивни средства (11, 12) и потенциални 

антитуморни агенти за потискане на васкуларизацията при солидни тумори (59). 

Предложени са ефективни специфични инхибитори за ензима, представляващи 

аминотиоли, най-известен от които е Е33 (11, 12). Многоетапните синтези на тези 

съединения и високата им цена, ограничават широкото им използване. От друга страна, за 

изследването на маркерната роля на АРА при различни заболявания е необходим и 

специфичен инхибитор. Това определя интереса към търсенето на нови ефективни и 

специфични инхибитори за APA. 

Ние се насочихме към друг тип съединения - N-хидроксиамидите (хидроксамови 

киселини). Справката показа, че до този момент не е предложен инхибитор за АРА от 

групата на хидроксаматите, въпреки, че те са известни инхибитори на металопротеинази. 

Съгласно специфичността на ензима, такъв потенциален инхибитор е α-L-глутамил-N-

хидроксиамид (GH; Фиг. 10). 
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Фигура 10. Химична структура на α-глутамил хидроксамат (GH). 

Ние моделирахме ензим-инхибиторния комплекс, като използвахме кристалната 

структура на човешка аминопептидаза А в комплекс с глутамат и  съответните програми. 

Молекулният модел на комплекса, представен на Фигура 11, показва предполагаемия 

начин на свързване на GH като конкурентен инхибитор. Свързването на инхибитора с 

каталитичния Zn2+, става чрез карбонилния кислороден атом и кислородния атом от 

хидроксаматния остатък. Така, инхибиторът се проявява като бидентатен лигант в 

координационната сфера на каталитичния цинков йон, което е причина за относително 

високата стабилност на този комплекс. Свързването на инхибитора е съпроводено с 

отделяне на молекула вода от координационната сфера на Zn2+, която има каталитична 

функция. Това води до блокиране на S1–подцентъра на ензима и ефективно инхибиране. 

По отношение на неконкурентния тип инхибиране, нашето предположение e, че GH може 

да се свързва в S’1–подцентъра на ензима, формирайки водородни връзки с Arg386 и 

Arg891.  

 

Фигура 11. Модел на свързване на GH в активния център на АРА. 

Беше определена константата на полу-инхибиране  IC50 за GH на АРА в бъбречен 

хомогенат от мишка (Фиг. 12). От фигурата се вижда, че степента на инхибиране е 

концентрационно зависима, т.е. с повишаване на концентрацията на инхибитора се 
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повишава степента на потискане на ензима. От тази графика беше определена IC50, която е 

0,4 mM.  

 

Фигура 12. Зависимост на степента на инхибиране на АРА от концентрацията на GH. 

 

Инхибиторната константа Кi на GH беше определена чрез построяване графиката 

на Диксън, която показва зависимостта на скоростта на ензимно-катализираната реакция 

от концентрацията на субстрата при различни концентрации на инхибитора (Фиг. 13), и тя 

е 0.3 mM. От фигурата се вижда, че правите не се пресичат върху осите на координатната 

система, което означава, че типът на инхибиране на АРА от GH е смесен конкурентен – 

неконкурентен. 

 

Фигура 13. Графика на Диксън за GH в хомогенат от бъбрек на мишка.  

 

Специфичността на субстратите Glu-HHNI и Glu-АМАС и на инхибитора GH се 

доказва от наличието в молекулите на остатък от ɑ-глутамова киселина, към който АРА е 

специфичен, както и от молекулните модели, които показват взаимодействията на тези 

съединения с аминокиселинните остатъци в активния център на ензима и правилното 

разположение на подлежащата на хидролиза връзка спрямо каталитичния цинк. Също 

така, опитите показаха, че ензимната хидролиза е зависима от присъствието на калциеви 
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йони, което е характерно за АРА по отношение на кисели субстрати и инхибитори  (20, 21, 

31). 

 

Поради изброените предимства, новосинтезираните субстрати и инхибитор 

бяха използвани при нашите експериментите за изследване на маркерната роля на 

АРА при рак на млечна жлеза.  

 

III.4. Експерименти in vivo върху модел на карцином на млечна жлеза при 

мишки – асцитна и солидна форма на тумор на Ерлих.  

Данните показват, че N-метил-нитрозоуреа-индуцираният тумор на гърдата при 

плъхове не е подходящ модел за изследване ролята на АРА при карцином на млечна жлеза 

поради междувидовите различия във функционирането на локалната  tRAS (18). Затова, 

ние потърсихме друг модел на рак на гърдата при друг животински вид. 

Карциномът на Ерлих е един от често използваните животински модели на рак на 

гърдата, тъй като наподобява най-бързо растящите недиференцирани, но податливи на 

химиотерапия тумори при човека (74). Той е получен от спонтанно възникнал 

аденокарцином на млечна жлеза при мишка и се поддържа in vivo чрез интраперитонеални 

пасажи. Солидната форма се получава чрез подкожно инжектиране на туморни клетки в 

областта на млечните жлези. Моделът се използва за проучване на алтернативни подходи 

в терапията на рака, както и за оценка на терапевтичния потенциал на природни екстракти 

и синтетични съединения (49).  

В нашите експерименти бяха използвани полово зрели бели мишки най-малко 10 

дни след отбиване, когато млечната жлеза е инволюирала практически напълно след 

лактацията (Фиг. 14). На фигурата се вижда възстановената структура на каналчетата на 

жлезата. 

 

Фигура 14. Криостатен срез от млечна жлеза на мишка, 10 дни след лактация. 

Оцветяване с H&E. Х200 

 

Както беше описано по-горе, бяха получени асцитна и солидна форма на тумор на 

Ерлих. Активността на АРА беше изследвана с използване на флуорогенния субстрат Glu-

HHNI в криостатни срези от солидните тумори и в натривки от клетъчен аспират от 
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перитонеална кухина (асцитна форма на тумора на Ерлих) в сравнение с тази при млечна 

жлеза на мишки, третирани само с разтворител (PBS).  

Наблюдавана беше висока активност на АРА в секреторния епител на млечните 

жлези на здравите мишки (Фиг. 15). 

В солидната форма на тумор на Ерлих морфологично се наблюдават клетки в 

различни фази на митоза, пикнотични ядра и клетки с вакуолизирана цитоплазма (Фиг. 

16А). От флуоресцентната фотография се вижда ниска активност на АРА (Фиг. 16В). 

Асцитните клетки, оцветени с хематоксилин-еозин, показват същите морфологични 

изменения, както при солидната форма на тумора (Фиг. 16С). Активността на АРА се 

визуализира близко до фоновата, т.е. тя е практически нулева (Фиг. 16D).  

 

  

  

Фигура 15. Активност на АРА в млечна жлеза на здрава мишка. А, С – светлинна 

микроскопия. В, D – флуоресцентна микроскопия. Х200 
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Фиг.16. Визуализиране на АРА (А, С) в солидна (А) и асцитна (C) форма на тумор 

на Ерлих при мишки. Дясно – оцветяване с H&E на клетки от солидна (В) и асцитна (D) 

форма на тумора. При оцветяването с H&E се наблюдават митотични фигури 

(стрелки), пикнотични ядра (глави на стрелки) и клетки с вакуолизирана цитоплазма 

(звезди). Х400 

И двете форми на тумора на Ерлих са получени от една и съща клетъчна линия - 

ЕАС, култивирана in vivo. Клетките в асцитната форма обаче, се размножават по-бързо, 

поради лесния достъп до хранителни вещества и по-голямото свободно пространство за 

нарастване. Затова, асцитната форма може да се определи като по-агресивна (49). 

Съгласно получените от нас резултати, активността на АРА е по-ниска в по-бързо 

делящите се клетки от асцитната форма. Това заключение беше потвърдено и чрез 

биохимичен анализ на активността на ензима в хомогенати от двете форми на тумора на 

Ерлих в сравнение с тази в млечната жлеза при нетретирани мишки (Фиг. 17 и 18). 

Биохимично бяха определени константата на Михаелис (КМ) и константата на 

ефективност (Vmax/KM) на ензима спрямо субстрата Glu-АМАС при активиране с различни 

йони на алкалоземни метали – калциеви (с които се активира нативния ензим), стронциеви 

и бариеви (Фиг. 17 и 18). Изследването с различни йони може да даде представа за 

потенциални изменения в структурата на Ca2+-свързващия център на ензима при 

патологични състояния. 

Както е добре известно, константата на Михаелис дава представа за сродството на 

ензима към субстрата. Колкото по-ниско е КМ, толкова по-стабилен е ензим-субстратният 

комплекс и съответно, толкова по-голямо е сродството на ензима към дадения субстрат 

(Фиг. 17). На фигурата  не е представено КМ за Ca2+, защото тя е в пъти по-висока от тази 

със Sr2+ и Ba2+ и не може да се измери. Вижда се, че при млечна жлеза на здрави мишки 

сродството на ензима със субстрата намалява в реда Ba2+ > Sr2+ > Ca2+. При солидната 

форма на тумора, този ред е същия, но с тази разлика, че при активиране с Вa2+ и Sr2+ 

разликата в КМ не е статистически значима. 

На фигура 23 е показана константата на специфичност на ензима към субстрата 

Glu-АМАС Vmax/KM. Колкото е по-голямо това съотношение, толкова по-активен е ензима 

спрямо този субстрат. Вижда се, че в норма най-ниска е ефективността при активиране с 

Ca2+, следва със Sr2+ и най-висока с Вa2+, което е потвърждение на полученото в първата 

графика. При солидната форма на тумора се получава много ниска ефективност при 

активиране и с трите йона. Понеже ефективността зависи от Vmax, която пък зависи 

линейно от концентрацията на ензима, това означава, че при този тумор АРА е с много 

ниска концентрация. Данни за асцитната форма няма, защото там не се регистрира 

ензимна активност. 
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Фиг. 17. Константа на Михаелис (KM) за АРА в млечна жлеза на здрави полово 

зрели мишки и в модел на тумор на Ерлих при активиране на АРА с йони на алкалоземни 

метали. 

 

Фиг. 18. Определяне на константата на ефективност на АРА (Vmax/KM) при 

субстрат Glu-АМАС в млечна жлеза на здрави полово зрели мишки и в модел на тумор на 

Ерлих при активиране на ензима с йони на алкалоземни метали. 

 

Проведените кинетични изследвания при млечна жлеза на полово зрели мишки 

показват, че както сродството на АРА към субстрата Glu-АМАС, така и ефективността на 

хидролиза на този субстрат зависят от радиуса на активиращия йон (Табл. 2). 

 

Ca2+ Sr2+ Ba2+ 

1.00 1.18 1.35 

Таблица 2. Йонни радиуси на металните йони за координационно число 6 (Å).(по 

Shannon, 1976) 
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Колкото по-голям е йонния радиус, толкова по-благоприятно е свързването на 

субстрата и по-ефективна е ензимната катализа. Този резултат е неочакван, защото Ca2+ са 

природни активатори на ензима. От друга страна, такава зависимост не е ясно изразена 

при модела на тумор на Ерлих, което позволява да се допусне, че Ca2+-свързващият център 

при туморните клетки има различна структура. 

Получените резултати съответстват на хистохимичните данни по-горе и показват, 

че при този експериментален модел активността на АРА намалява драстично в туморните 

клетки и зависи от агресивността на тумора, т.е. колкото е по-агресивен, толкова по-ниска 

е активността на АРА. Това показва също, че моделът на тумор на млечна жлеза при 

мишки е близък до туморите на гърдата при човека по отношение измененията в 

активността на АРА (60, 81) и съответно, е по-полезен от MNU-индуцираният карцином 

на жлезата при плъхове. 

III.5. Активност на АРА при нормални и туморни фибробласти от мишка. 

Тъй като фибробластите имат решаваща роля при развитието на солидните тумори, 

беше проведено цитохимично изследване на активността на АРА със субстрат Glu-HHNI в 

туморни фибробласти от фибросарком при мишка (линия Meth А sarcoma) в сравнение с 

тази в нормални ембрионални фибробласти на мишка от линията BALB/3Т3 clone A31 

(Фиг. 19). В отсъствие на метални йони, ензимът не е активен към субстрата Glu-HHNI, 

което съответства на данните от молекулните изследвания върху субстратната 

специфичност на АРА (31). При активиране с Са2+, се наблюдава ензимна активност и в 

двата вида клетки, но в туморните флуоресцентният сигнал е видимо по-силен, т.е. 

активността е по-висока. Интерес предизвиква резултата при активиране със Sr2+ и Ва2+, 

където се наблюдава силна ензимна реакция само в туморните фибробласти. Това показва, 

че Са2+-свързващия мотив (а вероятно и активният център) на АРА при туморните 

фибробласти има различна структура в сравнение с този при нормалните, което може да е 

причинено от мутации в гена, кодиращ АРА. 

Тази разлика предоставя възможност за експериментално разграничаване на 

нормални от туморни фибробласти в модели на онкологични заболявания при мишки в 

криостатни срези, като при доказване на АРА се използват за активатори различни йони 

на алкалоземни метали. Така, нарастването на активността на ензима в присъствие на Sr2+ 

и Ва2+ би показало наличие на туморни фибробласти. 
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Фигура 19. Цитохимична локализация на АРА в нормални и туморни фибробласти 

от мишка при активиране с йони на алкалоземни метали. Х400 

Получените данни за карцином на млечна жлеза при мишки показват драстично 

понижаване на активността на АРА в туморната паренхима. От друга страна е възможно 

АРА от фибробластите в туморната строма да действа синергично с матриксни и други 

протеази за осигуряване на оптимална среда за разпространение на туморните клетки. 

III.6. Изследване на активността на АРА в моделна система от три човешки 

клетъчни линии. 

За да получим данни за маркерната роля на АРА при човешки тумори на гърдата, 

използвахме моделна система от три човешки клетъчни линии – епителни клетки от 

млечна жлеза (MCF-10A), и две туморни линии с различна степен на инвазивност – MCF-7 

и MDA-MB-231. И двете туморни линии се характеризират с висока пролиферативна 

активност, но MCF-7 е изолирана от луминален карцином тип А, докато MDA-MB-231 е 

получена от най-агресивния тип рак на млечна жлеза – тройно негативен. 

Цитохимичният анализ на активността на АРА беше проведен в препарати от трите 

клетъчни линии със субстрат Glu-HHNI, в присъствие на различни активатори на ензима 

(Са2+, Sr2+ и Ва2+) (Фиг. 20). В линията MCF-10A се наблюдава висока активност на АРА 

при активиране и с трите вида йони. В линията MCF-7 активността на ензима е ниска при 

активиране с Са2+ и нараства при активиране със Sr2+ и Ва2+. И при трите типа йони обаче, 

активността остава по-ниска от тази в линията MCF-10A. Активността на АРА в линията 

MDA-MB-231 е много ниска и при трите вида активация. 
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Фигура 20. Цитохимична локализация на АРА в три човешки клетъчни линии със 

субстрат Glu-HHNI, в присъствие на йони на алкалоземни метали. Х400 

 

За количествена оценка на активността на АРА, ние определихме биохимично 

нивата на активност на ензима чрез измерване на началните скорости на реакцията на 

хидролиза на субстрата Glu-pNA в хомогенати от трите клетъчни линии, в присъствие на 

Ca2+, Sr2+ и Ba2+ йони (Фиг. 21). При линията MCF-10A активността на ензима е висока и 

постепенно се покачва с увеличаване на йонния радиус на активиращите йони (Табл. 2). 

При линията MCF-7 активността е много по-ниска от тази при нормалните клетки в 

присъствие на калциеви йони, но нараства в присъствие на стронциеви и бариеви йони, 

което потвърждава данните от цитохимичния експеримент. Активността на АРА в 

линията MDA-MB-231 е много ниска, по ниска от тази при първите 2 клетъчни линии и не 

се променя независимо от активиращия йон. 
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Фигура 21. Начални скорости на реакцията на хидролиза на Glu-pNA, катализирана от 

АРА в хомогенати от три клетъчни линии, в присъствие на 1 mM концентрации от Ca2+, 

Sr2+ или Ba2+ .  Данните са средните стойности от три експеримента (SD < 6%). 

 

Тези резултатите показват, че активността на АРА е много по-ниска в туморните 

линии в сравнение с нормалната при прилагане на природния активатор на ензима (Ca2+), 

което съответства на данните, получени от други автори при изследване на оперативни 

биопсии (60, 81). Вижда се и съответствие с цитохимичните резултати, тъй като ензимът в 

линията MCF-7 се активира значително в присъствие на Sr2+ и Ba2+, а този в MDA-MB-231 

има ниска активност независимо от вида на активиращия йон. Ясно изразена е и 

тенденцията за намаляване на активността на ензима с нарастване на пролиферативната 

активност (инвазивния потенциал) на клетките. Тези резултати са в унисон с полученото 

при модел на тумора на Ерлих при мишки и отново показват ползите от прилагането на 

този модел за изследване функциите на отделните компоненти на tRAS при рак на млечна 

жлеза, тъй като той в голяма степен съответства на туморните заболявания при човека. 

Също така, отнасянето на линията MCF-7 към Sr2+ и Ba2+ йони показва възможност 

за определяне на пролиферативния потенциал на туморните клетки на криостатен срез по 

покачването на активността на АРА в присъствие на тези йони. 

В хомогенати от три човешки клетъчни линии (MCF-10A, MCF-7 MDA-MB-231) в 

присъствие на йони на алкалоземни метали (Ca2+, Sr2+ и Ba2+) с концентрация 1 mM, бяха 

определени кинетичните параметри на реакцията на хидролиза на флуоресцентния 

субстрат Glu-AMAC от АРА. Реакцията бе проведена в 0.1 М какодилатен буфер с рН 7.4 

при 37°С. От получените начални скорости на реакцията при различни концентрации на 

субстрата и използване на уравнението на Михаелис и Ментен, чрез нелинеен регресионен 

анализ бяха определени максималната скорост (Vmax), константата на Михаелис (KМ) и 

константата на специфичност (Vmax/KМ) в присъствие на Ca2+, Sr2+ и Ba2+ йони. 

Получените резултати за KМ са представени на Фигура 22. 

Получените данни показват, че и при трите клетъчни линии KМ е най-ниска при 

използване на калциеви йони, в сравнение с йоните на другите алкалоземни метали. При 

линията MDA-MB-231, KМ в присъствие на Sr2+ и Ba2+ е над един порядък по-висока от 

тази в присъствие на Ca2+
 и на практика не може да се измери. Тези резултати дават 

основание да се заключи, че бариевите и стронциевите йони, водят до влошаване на 

свързването на субстрата Glu-AMAC в активния център на АРА, като ефектът е най-силен 

при клетките от линията MDA-MB-231. Това заключение е в съгласие с факта, че 

свързващия алкалоземните йони център в молекулата на ензима е конструиран да свързва 

най-ефективно калциеви йони. То се подкрепя и от получената при клетъчната линия 

MCF-10А линейна зависимост на стойностите на KМ (r = 0.9994) от йонния радиус на 

алкалоземните метали (Фиг. 23). С нарастване на йонния радиус се наблюдава влошаване 

на свързването на субстрата, дължащо се вероятно на структурни промени в калций-

свързващия център. При двете туморни клетъчни линии такава зависимост не се 

установява, което вероятно се дължи на изменения в този център на ензима. 
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Фигура 22. Сравняване на константата на Михаелис Км в трите човешки клетъчни 

линии, в присъствие на различни активиращи йони. 

 

 

Фигура 23. Линейна зависимост на Км от йонния радиус на активиращия метал при 

линията MCF-10A. 

 

Резултатите от изследването на константата на ефективност (специфичност) на 

АРА в трите вида клетки в присъствие на различни активиращи йони са показани на 

фигура 24. Константата на специфичност (Vmax/KМ) на използване на флуоресцентния 

субстрат Glu-AMAC спрямо АРА в присъствие на калциеви йони, нараства в реда MCF-7 

< MCF-10А < MDA-МВ-231. При активиране с бариеви йони се наблюдава нарастване на 

Vmax/KМ в реда  MCF-10 < MCF-7 < MDA-МВ-231. Това показва, че ефективността на 

ензима към Glu-AMAC в присъствие на Ва2+ нараства с увеличаване на пролиферативната 

активност (инвазивността) на клетъчната линия. При използване на стронциеви йони, се 

установява обратната зависимост - Vmax/KМ нараства в реда MDA-МВ-231 <  MCF-7 < 

MCF-10.  
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Фигура 24. Определяне на константата на ефективност на АРА (Vmax/KM) за АРА 

в трите клетъчни линии при активиране с йони на алкалоземни метали. 

Отношението на константите на специфичност при линиите MDA-МВ-231 и MCF-

10A в присъствие както на Ca2+, така и на Ba2+ йони  е изчислена на 1.4. Като се вземат 

предвид по-високите стойности на KМ за линията MDA-МВ-231, особено в присъствие на 

Ba2+, може да се предположи, че каталитичната константа kcat в този случай е значимо по-

висока. Това означава, че Ca2+-свързващият участък и активният център на АРА в линията 

с по-висок метастатичен потенциал се изменят по такъв начин, че да се осъществява по-

ефективен катализ. Тези изменения може да се дължат на мутации в гена, кодиращ 

ензима. 

Трябва да се отбележи, че както при нетуморогенната клетъчна линия MCF-10A, 

така и при по-слабо инвазивната туморна клетъчна линия MCF-7 се наблюдава едно и 

също увеличение (1.4 пъти) на kcat при прехода от Ca2+ към Ba2+ йони. Тези данни и 

казаното по-горе, дават основание да се направи заключението, че АРА в трите клетъчни 

линии осъществява по-ефективен катализ в присъствие на бариеви йони. 

Влиянието на стронциевите йони при клетъчните линии MCF-10A и MCF-7 е 

различно. При MCF-10A каталитичните константи в присъствие на Ca2+ и Sr2+ йони са 

практически еднакви. При клетъчната линия MCF-7, в присъствие на Sr2+ kcat е 3.5 пъти 

по-висока отколкото в присъствие на калциеви йони. Следователно, АРА в клетъчната 

линия MCF-7 осъществява по-ефективен катализ при активиране със Sr2+. 

Този резултат съответства на видимото покачване на активността на АРА в MCF-7 

в присъствие на Sr2+, установено при цитохимичното визуализиране на ензима със 

субстрата Glu-HHNI (Фиг. 20). Той показва една възможност за оценяване на инвазивния 

потенциал на туморните клетки in situ в криостатни срези от биопсии. Така, при 

активиране на ензима със Sr2+, засилването на флуоресцентния сигнал би означавало 

сравнително нисък потенциал за разпространение на туморните клетки, докато фонова 

флуоресценция при активиране с кой да е от 3-те йона би показало висок потенциал за 

прогресиране на тумора и лоша прогноза. 
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Представените резултати доказват, че регистрираната при туморните линии ниска 

активност на АРА не се дължи на неспособност на ензима да разгражда субстратите си, а 

на потисната синтеза и експресия. 

Резултатите при човешките клетъчни линии са интересни и от друга гледна точка – 

те показват различно отнасяне на мишия и на човешкия ензим към трите вида йони както 

в норма, така и в туморни клетки от млечна жлеза. Мишият ензим в норма се активира 

най-ефективно от Ba2+ и най-слабо от Ca2+, докато при човешкия ензим е обратното. 

Данните от сравняването на амино-киселинната последователност на АРА при двата вида 

показват над 70% идентичност (35). Нашите резултати обаче, предполагат наличие на 

съществени разлики в калций-свързващия мотив. 

III.7. Действие на специфичен инхибитор на АРА GH върху човешки 

клетъчни линии. 

Във връзка с представените по-горе резултати за намалена активност на АРА при 

клетки от рак на млечна жлеза, ние решихме да проучим въздействието на специфичния 

инхибитор на ензима GH върху преживяемостта, пролиферативната активност и 

апоптотичния потенциал на клетките от линията MCF-10А. Първоначално, изследвахме 

цитотоксичните свойства на инхибитора в трите човешки клетъчни линии чрез МТТ-тест 

(Фиг. 25 и 26). На фигурите е показана зависимостта на клетъчната преживяемост в 

проценти от логаритъм от концентрацията на инхибитора, като преживяемостта на 

контролните нетретирани клетки е приета за 100%. Бяха определени константите на полу-

инхибиране на клетъчния растеж IC50 (Табл. 3). От фигурите и от високите стойности на  

IC50, показани в таблицата, ясно се вижда, че GH не е токсичен за нито една от клетъчните 

линии. При нормалните клетки от линията MCF-10А се оказа, че GH в концентрации от 

0.3 до 1.25 mg/ml ускорява пролиферацията на клетките с ≈30% (Фиг. 26). Беше 

определена концентрацията на активиране с 50% - ЕС50 = 0.15 mg/ml. Механизмът на това 

въздействие на инхибитора in vitro не е ясен на този етап. Възможно е АРА да участва в 

механизмите за регулиране на клетъчното делене. От друга страна, потискането на АРА in 

vivo води до натрупване на AngII. Известно е, че AngII има митогенен ефект върху 

клетките, медииран от АТ1-рецепторите (1, 68, 95). Свързването на AngII с АТ1R стартира 

вътреклетъчни сигнални пътища, които водят до експресия на онкогени с пролиферативен 

ефект (71) и растежни фактори (24). Намаленият катаболизъм на AngII и увеличената 

концентрация на АТ1-рецепторите при рака на млечната жлеза (91) могат да доведат до 

драстично нарастване в митогенната активност на туморните клетки. 
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Фигура 25. Определяне цитотоксичността на инхибитора на АРА GH за туморни 

клетки от линиите MCF-7 (А) и MDA-MB-231 (В) с помощта на МТТ-тест. 

 

Фигура 26. Определяне цитотоксичността на инхибитора на АРА GH за клетки 

от линията MCF-10А с МТТ-тест. 

 

Клетъчна линия MCF-10А MCF-7 MDA-MB-231 

IC50 [mg/ml] 6.0 9.0 6.5 

Таблица 3. Константи на полу-инхибиране на клетъчния растеж на трите 

човешки клетъчни линии от инхибитора на АРА GH. 

 

За проучване на възможни ефекти на инхибитора GH върху клетките от линията 

MCF-10А, използвахме следната моделна система: клетки от линията бяха третирани за 72 

часа със стандартния цитостатик оксалиплатина в концентрация 2 µM, която съответства 

на IC10 (определена при предварителни експерименти за тази клетъчна линия). Освен това, 

към клетки, предварително третирани за 2 часа с GH в концентрация 1.5 µM, която 

съответства на ЕС80, беше добавена оксалиплатина, както по-горе. За контроли бяха 

използвани нетретирани клетки MCF-10А.  

За визуализиране на резултатите, бяха подготвени препарати от клетки, оцветени 

със смес акридин оранж (AO) : пропидиев йодид (PI) 1:1 и проучвани под флуоресцентен 

микроскоп. При това оцветяване, ядрата на интактните клетки се маркират с АО и 

флуоресцират в зелено. При клетки с нарушена цялост на мембраната (некротични или в 

късна апоптоза) ядрата се оцветяват от PI (червена флуоресценция) (72). Оцветяването 

позволява да се наблюдават и митотични фигури. Резултатите  са показани на Фиг. 32. 

При контролите се установява нормална морфология на клетките; незначителен брой 

клетки са с червено оцветени ядра (некроза или късна апоптоза), а митотичните фигури са 

1-2 на зрително поле при увеличение х200 (Фиг. 27А, В). При клетките, третирани с 

оксалиплатина се виждат както интактни клетки, така и клетъчни ядра с оранжево-червена 

до ярко червена флуоресценция, което показва значителен брой некротични клетки (или в 

късна апоптоза) (Фиг. 27С, D). При клетките, предварително третирани с инхибитор, 

прави впечатление големият брой митотични фигури – 7-9 на зрително поле, което 
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съответства на получения по-горе резултат за митогенно действие на инхибитора на АРА. 

Некротичните клетки са малко, както при нетретираните контроли (Фиг. 27Е, F).  

Оцветяването с АО/PI е въведено за бърза оценка на преживяемостта на клетки, 

третирани със цитостатици (8) и се прилага широко и до днес в комбинация с поточна 

цитометрия или цитохимично за определяне на съотношението живи/мъртви клетки (42). 

То не дава пълна представа за нивата на апоптозата, защото в ранните й етапи  клетъчната 

мембрана е интактна и не може да се получи оцветяване на ядрата с PI. Също така, 

различни морфологични изменения като вакуолизация на цитоплазмата, образуване на 

апоптотични мехурчета, промени в структурата на ядрата (пикноза, кариорексис) не се 

документират достатъчно ясно, за да бъдат оценени количествено. 

За количествена оценка на нивото на апоптозата, от трите групи клетки бяха 

приготвени хомогенати, в които беше определена активността на каспаза 3 по стандартен 

метод с комерсиален флуорогенен субстрат на базата на 7-амино-4-метилкумарин -  Ac-

Asp-Glu-Val-Asp-AMC (Фиг. 28). 

 

 

Фигура 27. Оцветяване на препарати от клетки  MCF-10А с АО/PI. Ляво (А, С, Е) 

Х200; Дясно (B, D, F) X400. А, В – контролни (нетретирани клетки) – нормална 

морфология на клетките с 1-2 митотични фигури на зрително поле; С, D – клетки, 

третирани само с оксалиплатина – апоптотични клетки (глави на стрелки), по 1 митоза 

на 2-3 зрителни полета; Е, F – клетки, третирани с инхибитора на АРА GH и след това с 

оксалиплатина – апоптотични клетки (глави на стрелки), 8-10 митотични фигури на 

зрително поле. 
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Фигура 28. Начални скорости на реакцията на хидролиза на Ac-Asp-Glu-Val-Asp-

AMC, катализирана от каспаза-3 в хомогенати от клетъчната линия MCF-10A: MCF10A 

– нетретирани клетки; MCF10A-O – клетки, третирани с оксалиплатина; MCF10A-OI – 

клетки, третирани с GH и оксалиплатина. 

 

Резултатите показват ниска активност на каспаза 3 в нетретираните клетки MCF-

10A. При прилагането на цитостатика, очаквано активността на ензима нараства двойно. 

При клетките, предварително третирани с инхибитор, нивото на апоптозата е малко по-

високо, но разликата не е статистически значима, което означава, че инхибиторът на АРА 

не оказва влияние върху този процес. 

Каспазите са вътреклетъчни цистеинови ендопептидази, които хидролизират 

пептидна връзка при карбоксилната група на аспартова киселина. Част от тях формират 

протеолитична каскада, която хидролизира последователно вътреклетъчни протеини. В 

резултат на тези процеси клетката придобива характерна морфология – формиране на 

мехурчета по клетъчната мембрана, свиване, кондензиране на хроматина и фрагментиране 

на ДНК и крайният резултат е програмирана клетъчна смърт (апоптоза). Каспазите се 

активират при рецептор-зависимата и при митохондриално-зависимата апоптоза (Morgan 

et al., 2014). Съществуват и каспазно-независими апоптотични пътища (26). Каспазата 3 е 

най-често активирания ензим при апоптоза и се използва за количествена оценка на този 

процес (78). Каспаза 3 принадлежи към ефекторните каспази и има отношение към 

стартирането на апоптотичните промени в клетката (103). Има обаче, клетъчни типове, 

при които тя не се активира (26, 78). 

Двойното нарастване на активността на каспаза 3 в клетъчната линия MCF-10A при 

третиране с оксалиплатина при нашите опити показва, че каспаза 3 има отношение към 

апоптотичния процес при тази клетъчна линия.  

Изследванията ни в тази моделна система включиха и определяне на нивата на 

активност на Фибробласт активиращия протеин α. 

Фибробласт активиращия протеин α (FAP; EC 3.4.21.B28) е мембранно-свързана 

серинова протеаза от фамилия S9b (пролин-специфични пептидази). Ензимът практически 

не се експресира във възрастни тъкани и органи. Той е характерен главно за ембрионални 

клетки и активирани фибробласти, но е намерен и в някои типове туморни клетки (29, 47). 

Този ензим се свързва с етиологията на голям брой туморни заболявания. При много 

онкологични заболявания той е активатор на туморната прогресия. Има обаче, и редица 
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малигнени заболявания, при които FAP е туморен супресор (81). Например, отсъствието 

на експресия на FAP по мембраната на клетки от малигнена меланома и недребноклетъчен 

карцином на белия дроб при човека се счита за част от туморния фенотип (108, 109).  

Показано е, че FAP се експресира и е активен в клетки от линията MCF-10A (45). 

От друга страна, клетките от линиите MCF-7 и MDA-MB-231 се използват като 

отрицателни контроли за отсъствие на експресия на FAP (42). Ролята на ензима при тумор 

на млечна жлеза не е добре изяснена. Повечето автори приемат, че FAP е характерен за 

туморните фибробласти, но не и за самите туморни клетки (47) и нивата му във 

фибробластите могат да имат диагностична стойност (36).  

Ние изследвахме нивата на активност на фибробласт активиращия протеин α (FAP) 

в хомогенати от трите групи клетки с прилагане на хромогенния биохимичен субстрат β-

Ala-D-Ala-Pro-pNA (Фиг. 29). 

 

 

Фигура 29. Начални скорости на реакцията на хидролиза на β-Ala-D-Ala-Pro-pNA 

катализирана от FAP в хомогенати от клетъчната линия MCF-10A: MCF10A – 

нетретирани клетки; MCF10A-O – клетки, третирани с оксалиплатина; MCF10A-OI – 

клетки, третирани с GH и оксалиплатина. 

От фигурата се вижда, че ензимът е активен в нетретираните клетки от линията 

MCF-10A, което съответства на литературните данни (45). При клетките, третирани само с 

оксалиплатина, нивата на активност на ензима са малко по-високи, но разликата не е 

статистически значима. При клетките, третирани предварително с инхибитор обаче, се 

наблюдава рязък спад на активността на FAP. Както бе описано по-горе, отсъствието на 

този ензим е характерно за туморните клетки от млечна жлеза. 

От горните изследвания се вижда, че третирането на нормалните клетки от млечна 

жлеза MCF-10A с инхибитор на АРА води до съществено нарастване на тяхната 

пролиферативна активност и потискане на експресията на FAP, т.е. техният фенотип се 

променя и се доближава до този на туморните клетки от карцином на млечна жлеза. Тези 

резултати ни дават основание да допуснем, че понижената активност на АРА при рак на 

гърдата не е страничен ефект, а напротив – тя е част от туморния фенотип на клетките. 

III.8. Изследване на локализацията и активността на АРА в криостатни срези 

от оперативни биопсии при тумори на млечна жлеза. 
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Като част от нашите изследвания и за проверка на резултатите, получени при 

човешки клетъчни линии, ние направихме проучване на нивата на активност на АРА в 

криостатни срези от туморни образования при човек с помощта на флуорогенния субстрат 

Glu-HHNI. Криостатните срези бяха анонимни, от пациенти на средна възраст 53 години и 

бяха предоставени от Специализирана болница за активно лечение по онкология ЕАД, 

София. Те са диагностицирани от патолога на болницата като инфилтриращ дуктален 

карцином и смесен дукто-лобуларен карцином на млечна жлеза. 

На фигура 30 е представен участък от резекционната линия с нормална морфология 

на жлезата. Вижда се каналче с активна АРА в секреторния епител. 

 

Фигура 30. Резекционна линия. Млечно каналче с положителна реакция за АРА. 

Х200 

 

На фигура 31 са представени туморен кръвоносен съд, положителен за АРА (Фиг. 

31А, В) и каналчета, изпълнени с туморни клетки, в които не се наблюдава активност на 

АРА (Фиг.31C, D, E). Високата активност на ензима в туморните кръвоносни съдове 

съответства на данните, получени от други автори (84) и на установената роля на ензима в 

неоваскуларизацията (59). Отсъствието на ензимна активност в туморните клетки е в 

унисон с получените резултати за туморните клетъчни линии. 

 

Фигура 31. Тумор на млечна жлеза при човек. Туморен кръвоносен съд, положителен за 

АРА (А, В); каналчета, изпълнени с туморни клетки, отрицателни за  АРА (C, D, E). Х200 
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Получените резултати показват, че в туморни образувания на млечната жлеза при 

човека, изменените секреторни клетки на млечните каналчета не експресират АРА, поне 

при инфилтриращ дуктален/дуктолобуларен карцином. Тези данни дават основание да 

бъдат предължени изследванията на маркерната роля на ензима в оперативни биопсии от 

рак на млечна жлеза. 

 

IV. ИЗВОДИ 

Въз основа на получените резултати бяха направени следните изводи: 

1. На базата на новосинтезирани съединения са разработени: 

 Флуорогенен метод за цито- и хистохимично локализиране на АРА (субстрат - 

ɑ-Glu-HHNI); 

 Флуоресцентен метод за определяне на активността на АРА (субстрат - ɑ-Glu-

AMAC); 

 Тестирано е приложението на нов специфичен инхибитор на АРА - ɑ-Glu-

хидроксамат, 

      с което значително е подобрен „инструментариума“ за изследване маркерната 

роля на  ензима при различни заболявания. 

2. Показано е, че при експериментален модел на тумор на Ерлих активността на 

АРА в  туморните клетки намалява в сравнение с тази здрави млечни жлези и с нарастване 

агресивността на тумора.  

3. Доказано е, че активността на АРА нараства в туморните фибробласти от 

мишка като се модифицира структурата на Ca2+-свързващия мотив. Намерен е начин за 

маркиране на туморни фибробласти in situ по повишаването на активността на ензима в 

присъствие на стронциеви и бариеви йони. 

4. Показано е, че в експериментална моделна система от една трайна нормална и 

две туморни клетъчни линии от рак на млечна жлеза при човек с различна степен на 

инвазивност активността на АРА намалява паралелно с нарастване на метастатичния 

потенциал. 

5. Трите типа клетки от млечна жлеза при човек реагират различно на трите вида 

йони – активатори на ензима, което показва изменения в Ca2+-свързващия участък и 

активният център на АРА при развитието на тумор на гърдата, вероятно дължащи се на 

мутации в гена, кодиращ ензима. 

6. Промените в молекулата на ензима при карцином на млечна жлеза водят до 

повишаване на каталитичната ефективност. Наблюдаваната по-ниска активност на АРА 

при този тип карциноми се дължи не на намалена способност на ензима да разгражда 

субстратите си, а на намален синтез и експресия на ензимната молекула и вероятно е 

реакция на клетките към потиснатата експресия на ензима. 

7. Предложен е метод за оценка на метастатичния потенциал на туморните клетки 

in situ чрез използване на стронциеви и бариеви йони като активатори на АРА. 
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8. Показано е, че потискането на АРА в нормални епителни клетки от млечна 

жлеза с нетоксичен специфичен инхибитор води до нарастване на пролиферативната 

активност и загуба на експресия на фибробласт активиращ протеин α, т.е. те придобиват 

характерни особености на туморни клетки от млечна жлеза. Този резултат дава основание 

да се допусне, че намалената активност на АРА при този тип тумори не е странично 

явление, а е част от туморния фенотип на клетките. 

9. Доказано е, че потискането на АРА не влияе върху апоптотичния потенциал на 

клетките, както и че каспаза 3 се активира при действието на про-апоптотични агенти 

върху клетки от линията MCF-10A. 

10. Началните изследвания на оперативни биопсии от инфилтриращи дуктални/ 

дуктолобуларни карциноми показват отсъствие на ензимна активност в туморните клетки. 

Обобщение: Съгласно получените резултати, потискането на синтеза и експресията 

на АРА при карцином на млечна жлеза е свързано с преминаването на клетките към 

туморен фенотип. Драстичното намаляване на активността на ензима в туморните клетки 

може да служи като спомагателен биомаркер за лоша прогноза. Прилагането на различни 

активатори на ензима ( йони на алкалоземни метали) може да спомогне за оценка на 

метастатичния потенциал на клетките in situ. 

V.ПРИНОСИ. 

Оригинални приноси: 

1. На базата на новосинтезирани химични съединения са разработени методи за 

изследване на локализацията и активността на АРА, които показват редица предимства 

пред досега използваните: 

Флуорогенен метод за цито- и хистохимично локализиране на АРА със субстрат - 

Glu-HHNI; 

Флуоресцентен метод за определяне на активността и кинетичните параметри на 

АРА със субстрат - Glu-AMAC; 

Специфичен инхибитор на АРА - GН, 

2. Показано е, че експерименталният модел на тумор на Ерлих при мишки е по-

подходящ за изследване ролята на tRAS при рак на млечна жлеза от MNU-индуцирания 

карцином на млечна жлеза при плъхове, защото е по-близък до рака на гърдата при 

човека. 

3. Доказано е, че при карциноми на млечна жлеза се променя структурата на Ca2+-

свързващия център и активния център на АРА, което може да се дължи на мутации в гена, 

кодиращ ензима или на епигенетични промени. При човека тези изменения водят до 

повишаване на каталитичната ефективност на ензима. 

4. Показано е, че потискането на АРА със специфичен инхибитор в нормални 

епителни клетки от млечна жлеза на човек води до придобиване на фенотипни промени, 

характерни за туморните клетки, т.е. ниските нива на ензима при рака на гърдата са част 

от туморния фенотип на клетките. 
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5. Предложен е метод за оценка на инвазивния потенциал на туморни клетки от 

млечна жлеза in situ, основан на отнасянето на АРА към активиране с Sr2+ и Ba2+йони. 

Потвърдителен принос: 

Доказано е, че активността на АРА при рак на гърдата е по-ниска от тази в 

съседните здрави тъкани и намалява с повишаване на агресивността на тумора. 
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