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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Аналіз динаміки захворюваності населення України на злоякісні новоутворення свідчить про зростання за останнє десятиріччя рівня цього показника від 307,4 до 325,0 на 100 тис. населення, або на 5,7 % а смертність від цієї патології займає друге місце після серцево-судинних хвороб [Федоренко З.П., 2001; Онкологічні захворювання в Україні, Київ, 2004]. Тому проблема підвищення ефективності комплексного, в тому числі, хіміотерапевтичного лікування онкологічних хворих є однією з основних проблем теоретичної та клінічної онкології, але, не дивлячись на певні успіхи, вона все ще далека від остаточного вирішення.

За ступенем поширеності використання в різних схемах хіміотерапії одне з провідних місць посідають антрациклінові антибіотики, зокрема доксорубіцин (DOX), який, на жаль, як і деякі інші протипухлинні препарати, має низьку вибірковість дії та високу кардіо- та мієлотоксичність [Булкіна З.П., 1991; Schimmel K.J. et al., 2004]. Крім того, пухлини можуть мати природну або набуту в результаті хіміотерапії резистентність до DOX [Курпешев О.К. и др., 2002; Nielsen D. et al., 1996]. Зокрема втрата чутливості пухлинних клітин до дії DOX може бути обумовлена не тільки змінами на рівні геному, але й появою чисельних епігеномних реакцій на рівні функціонального протеому, які розвиваються з перших хвилин після взаємодії клітин з цитостатиком [Poulaki V. et al., 2001; Pakunlu R.I. et al., 2003].

Дослідження останніх років в області молекулярної біології та теоретичної онкології привели до створення молекулярно-генетичної концепції дії цитостатиків, згідно з якою фармакологічний ефект розглядається як результат складної взаємодії між лікарським засобом і біомакромолекулами. Зміна властивостей клітинної поверхні, зокрема її плазматичної мембрани (ПМ), може значною мірою визначати трансмембранний транспорт та біологічну активність протипухлинних препаратів, в тому числі DOX [Чехун В.Ф., 1994; Cruz Silva M.M. et al., 2001; Konig S.A. et al., 2003]. Показано, що виникнення резистентності пухлин до DOX найчастіше обумовлене зменшенням накопичення препарату всередині пухлинних клітин, що корелює з підвищенням експресії або активності трансмембранного енергозалежного транспортного білка Р-глікопротеїну, який здійснює активний транспорт цитостатиків з клітини назовні [Ambudkar S.V. et al., 1999]. Необхідною умовою для нормального функціонування Р-глікопротеїну за лікарської резистентності є проникнення цитостатиків всередину ліпідного бішару плазматичної мембрани клітини [Romsicki Y., Sharom F.J., 1999]. В свою чергу, активність Р-глікопротеїну та дифузія DOX через мембрану значною мірою залежить від її фізико-хімічного стану [Pallares-Trujillo J. et al., 2000; Gattoni M., Boffi A., 2003]. Отже, чутливість пухлинних клітин до DOX значною мірою визначається структурно-функціональним станом плазматичної мембрани клітин.

Однак, існуючих даних щодо визначення мембранних ефектів DOX, механізмів розвитку резистентності пухлинних клітин до нього та окреслення шляхів її подолання на даний час все ще недостатньо. Тому широкий спектр комплексних експериментальних досліджень по вивченню епігеномного механізму дії DOX та розвитку резистентності до нього на рівні плазматичної мембрани є актуальним і має принципове значення для подолання лікарської резистентності пухлин при хіміотерапії онкологічних захворювань.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами інституту. Робота виконана у відповідності до плану науково-дослідних робіт Інституту експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України в рамках НДР за темами „Моделювання та дослідження процесу виникнення резистентності пухлини з метою пошуку позапухлинних маркерів їх резистентності” (РК0196U008369) та „Вивчення біологічних особливостей пухлинного процесу при формуванні фенотипу лікарської резистентності” (0101U000670).
Метою дослідження є встановлення ролі структурно-функціональних змін плазматичної мембрани пухлинних клітин в механізмі резистентності до дії доксорубіцину.
Задачі дослідження:
1. Вивчити кінетику росту карциноми Герена та популяційний склад клітин карциноми Герена при формуванні резистентності до DOX.

2. Встановити фізико-хімічні особливості плазматичних мембран клітин карциноми Герена з різним ступенем чутливості до DOX. Дослідити вплив DOX на параметри зв’язування флуоресцентних зондів з ПМ клітин вихідного та резистентного до DOX штамів карциноми Герена.

3. Вивчити особливості складу ліпідів та вміст поліамінів у ПМ вихідного та резистентного до DOX штамів карциноми Герена.

4. Дослідити трансмембранний транспорт DOX у чутливому та резистентному до DOX штамах карциноми Герена.

5. Дослідити вплив мембраноактивних агентів на чутливість до дії DOX карциноми Герена.

Об’єкт дослідження: щури лінії Вістар з перещепленою карциномою Герена вихідного та резистентного до DOX штамів; суспензія ПМ пухлинних клітин та тканина карциноми Герена, клітини первинної культури карциноми Герена вихідного та резистентного штамів.
Предмет дослідження. Індукована лікарська резистентність до доксорубіцину, структурно-функціональний стан плазматичних мембран клітин карциноми Герена.
Методи дослідження: експериментальної онкології in vivo, фізико-хімічні, біофізичні, біохімічні, ЯМР- і ІЧ-спектроскопія, електронно-мікроскопічні, статистичні.
Наукова новизна. Вперше in vivo показані зміни ліпідного складу та просторових співвідношень між ліпідами та білками у плазматичних мембранах пухлинних клітин з фенотипом резистентності до DOX. Встановлено, що збільшення мікров’язкості ПМ пухлинних клітин, резистентних до DOX, обумовлено підвищеним вмістом холестеролу та поліамінів, меншим рівнем ненасиченості ліпідів порівняно з ПМ чутливих до дії DOX клітин. Показано, що зміна ліпідного складу ПМ клітин резистентних пухлин призводить до зменшення інтенсивності перебігу процесів перекисного окислення ліпідів під впливом DOX. Вперше доведено, що одним з механізмів виникнення резистентності до дії DOX є збільшення мікров’язкості ПМ пухлинних клітин із одночасним зменшенням пасивної дифузії DOX через мембрану без суттєвих змін активного транспорту даного цитостатика назовні. Вперше in vivo показано, що застосування мембраноактивних речовин, які збільшують проникність плазматичних мембран пухлинних клітин, підвищує чутливість резистентних пухлин до дії доксорубіцину.
Практичне значення. Застосування комплексного підходу до вивчення біохімічного складу та структурних властивостей плазматичної мембрани клітин при формуванні лікарської резистентності пухлин до дії DOX дозволило встановити причини втрати чутливості до дії цитостатиків антрациклінового ряду. Встановлені зміни структурно-функціонального стану плазматичних мембран клітин пухлин з індукованою резистентністю визначають можливість застосування мембраноактивних агентів, як специфічних модуляторів резистентності пухлин до DOX з метою покращання результатів лікування онкологічних хворих.

Особистий внесок здобувача. При виконанні дисертаційної роботи здобувачем була зібрана та проаналізована література за темою дисертації, самостійно проведені експерименти in vivo та in vitro, спектрофлуориметричні дослідження ПМ пухлинних клітин, визначення кількісного та якісного ліпідного складу ПМ, виділення ДНК, дослідження чутливості пухлин до дії DOX з визначенням ступеня гальмування росту пухлини, визначення активності окисного фосфорилювання у мітохондріях пухлинних клітин, запис та обробка 31Р-NMR спектрів ліпідів ПМ і визначення їх індексу ненасиченості. Самостійно проведена статистична обробка, теоретичне узагальнення результатів досліджень, формулювання основних положень та висновків роботи. 
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації були представлені на: ІV науково-практичній конференції молодих онкологів України (Київ, 2001); XV Міжнародній школі-семінарі „Спектроскопія молекул та кристалів” (Чернігів, 2001); Міжнародному симпозіумі „Внутрішньоклітинні системи сигнальної трансдукції у рослин та тварин” (Київ, 2001); X з’їзді онкологів України (Ялта, 2001); 6 Міжнародному медичному конгресі студентів і молодих учених (Тернопіль, 2002); VIII Українському біохімічному з’їзді (Чернівці, 2002); V конференції молодих онкологів України (Київ, 2002); 52ND Riga Stradins university’s students conference in medicine (Riga, 2003).
Публікації. За темою дисертації опубліковано 17 наукових робіт, в тому числі, 8 статей у провідних фахових журналах, 9 тез у матеріалах вітчизняних та міжнародних конференцій та з’їздів.
Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 162 сторінках друкованого тексту та складається з вступу, огляду літератури, трьох розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення досліджень, висновків, списку літератури. Робота ілюстрована 11 таблицями, 29 рисунками. Список літератури містить 258 першоджерел, з них третина за останні 5 років.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи дослідження. Дослідження проведені на 756 щурах-самцях лінії Вістар масою 150-200 г розведення експериментальної бази Інституту експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є.Кавецького НАН України. При проведенні експериментальних досліджень керувались міжнародно прийнятими правилами проведення робіт з експериментальними тваринами. В роботі був застосований препарат доксорубіцин („Doxorubicin-Ebewe”, Австрія), дозволений для клінічного застосування.

Дослідження були проведені на вихідному (чутливому) і резистентному до DOX варіантах штаму карциноми Герена. Вивчення впливу DOX були проведені на плазматичних мембранах пухлинних клітин карциноми Герена та клітинах первинної культури цього штаму.

Формування резистентності карциноми Герена до DOX проводили шляхом послідовних перещеплень пухлинних клітин, які отримували від щурів після курсового введення DOX. При першому пасажі 20 тваринам перевивали під шкіру стегна по 2х106 клітин карциноми Герена. Ці тварини були розподілені на дві групи: контрольну і дослідну. Щурам дослідної групи на 7-9 добу після перещеплення пухлини 5 разів вводили DOX в дозі 1,5 мг/кг внутрішньоочеревинно (в/о) через день. Тварин з рецидивами пухлин після закінчення курсу хіміотерапії на 22-25 добу забивали шляхом декапітації під легким ефірним наркозом. З пухлин готували суспензію клітин, яку перещеплювали під шкіру щурам другого пасажу. Тварин ділили на контрольну і дослідну групи. Введення препарату в дослідній групі проводили за описаною вище схемою. Третій пасаж пухлин був аналогічний попередньому. На кожному етапі досліду у тварин визначали об'єм пухлини за трьома лінійними розмірами.

Для аналізу фізико-хімічних властивостей ПМ пухлинних клітин карциноми Герена тварини були розділені на групи: І група – щури з вихідною карциномою Герена, яким вводили фізіологічний розчин; IІ група – щури з вихідною карциномою Герена, яким вводили DOX в/о у максимально переносимій дозі 9,5 мг/кг; ІІІ група – щури з резистентним варіантом карциноми Герена, яким вводили фізіологічний розчин; ІV група – щури з резистентним варіантом карциноми Герена, яким в/о вводили DOX в дозі 9,5 мг/кг.

Оцінку змін стану мембран проводили в динаміці після однократного в/о введення DOX в дозі 9,5 мг/кг маси через 15 хвилин, 1, 4, 24, і 96 годин. Вибір такого періоду досліджень був визначений, з одного боку, тривалістю життя мембранних структур (рециклізація мембранного самовідновлення становить 10-100 годин), а з другого – особливостями фармакокінетики DOX [Губский Ю.И. и соавт., 1998]. Після отримання тканин, що досліджувались, всі наступні операції, для яких потрібна низька температура, проводились на холоді. Забір матеріалу у тварин проводився одночасно для всіх методів досліджень, що дозволило отримати порівнянні результати в межах кожної групи.

Для дослідження модифікуючого впливу тритону Х-100 („Sigma”, США) та 2,4-динітрофенолу („Sigma”, США) на чутливість карциноми Герена до дії DOX тваринам було перещеплено резистентний до DOX штам карциноми Герена. Щури з перещепленою пухлиною були розподілені на 6 дослідних груп. І групу склали контрольні тварини з інтратуморальним введенням фізіологічного розчину в кількості 0,3 мл, що починали з 9-10 доби після перещеплення. До ІІ групи увійшли щури, котрим вводили лише DOX. Тварини, яким вводили інтратуморально тритон Х-100, склали ІІІ групу. Щурам ІV групи вводили DOX на фоні інтратуморального введення тритону Х-100. До V та VІ груп відповідно увійшли  щури з вихідним штамом карциноми Герена та щури з вихідним штамом карциноми Герена, яким вводили DOX. Схема введення препаратів в усіх групах була однаковою: DOX вводили в/о п’ятикратно в дозі 1,5 мг/кг маси тіла, тритон Х-100 – інтратуморально п’ятикратно по 0,3 мл 0,01 % розчину. 
Аналіз кінетики пухлинного росту на всіх етапах дослідження проводили за допомогою математичної моделі росту гетерогенних пухлин Вейбула [Weibull W., Sweden S., 1951]:

	
	V=V0 x ехр((а(t-tlag))β),
	(1)


де: V0 - початковий об’єм пухлини, що прищеплюється.

Параметр „а” відображає швидкість росту цілісної пухлини в експоненціальній фазі росту і обернено-пропорційний тривалості мітотичного циклу окремих пухлинних клітин. Параметр „β” є просторовим чинником, який характеризує у зворотно-пропорційній залежності швидкість гальмування росту пухлини за рахунок просторової упаковки клітин. β=1 відповідає експоненціальному збільшенню кількості пухлинних клітин, що асинхронно діляться, у вигляді клітинної суспензії. tlag – латентний період росту перещепленої пухлини, обумовлений часом адаптації пухлинних клітин з подальшим формуванням агрегату цих клітин, здатного до росту в організмі; який визначається часом від моменту перещеплення пухлини до виявлення пальпованого вузла.

Кінетичні параметри росту пухлини а, β, tlag визначали для кожної тварини контрольної групи по кінетичних кривих росту, які розраховували експериментально методом нелінійної регресії за допомогою спеціально розроблених програм.

Протипухлинний ефект DOX визначали за показником гальмування росту пухлини. Для характеристики чутливості пухлини до впливу цитостатика використовували коефіцієнт гальмування росту пухлини (K), який розраховували за формулою:
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де: Vk - середній об’єм пухлини в контрольній групі; V∂ - середній об’єм пухлини в дослідній групі.

Для цього з моменту появи пухлини визначали її об'єм за трьома лінійними розмірами на протязі всього досліду. Об’єм пухлини (V) визначали за формулою:
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де: I1, I2, I3 – ортогональні розміри пухлини.

Електрокінетичний потенціал (ЕКП) клітин карциноми Герена, як один з опосередкованих показників стану плазматичної мембрани, визначали згідно з методикою [Яніш Ю.В. та ін., 2001]. Лінійну швидкість руху клітин в електричному полі вимірювали за допомогою приладу оригінальної конструкції проф. В.О. Шляховенка, що дає змогу використовувати дуже малі об'єми досліджуваних клітинних суспензій та зводить до мінімуму сторонні впливи на електрофоретичну рухомість клітин.

Виділення плазматичних мембран клітин з пухлинних клітин щурів проводили за методом диференційного ультрацентрифугування у градієнті щільності сахарози. Концентрацію білка в суспензії плазматичних мембран визначали за методом Лоурі.

Чистоту мембранного препарату контролювали за активністю маркерних ферментів Na+, К+-АТФази і 5'-нуклеотидази та аналізували електронно-мікроскопічним методом негативного контрастування [Маtlieb M.A., 1974]. Активність Na+, К+-АТФази у препараті ПМ була в 11 разів більшою порівняно з гомогенатом, а 5'-нуклеотидази – в 15 разів. Показники окисного фосфорилювання мітохондрій досліджували полярографічним методом з використанням закритого платинового електрода типу електрода Кларка [Todor I.N., Chekhun V.F., 1995].

Ліпідний склад ПМ пухлинних клітин оцінювали за вмістом фосфоліпідів і холестеролу. Фосфоліпіди з ПМ екстрагували методом двофазної екстракції [Tyagi R.K. et al., 1996]. Якісний і кількісний склад фосфоліпідів ПМ визначали за допомогою 31Р-ЯМР-спектроскопії [Merchant T.E. et al., 1993]. 31Р-спектри записували на ЯМР-спектрометрі „Mercury-300BB” (Varian, США) на частоті 121,46 МГц. Аналіз вмісту загального холестеролу у ПМ проводили методом газо-рідинної хроматографії на хроматографі „Carlo Erba” (Італія), на скляних колонках (0,5 м) з носієм 1,5 % OV-1 на фазі Chimalite W (80(100 меш) („Shimadzu seikashu”, Японія) при 250 ОC.

Дослідження інфрачервоних (ІЧ) спектрів фосфоліпідів проводили на серійному спектрометрі IFS-48 („Bruker”, Німеччина) з використанням приставки на відбивання. В якості підкладки були використані скляні пластинки з напиленим шаром золота товщиною 200(500 Å [Кейтс М., 1973; Chekhun V.F. et al., 2002].

Загальний вміст та склад поліамінів (ПА) в ПМ пухлинних клітин визначали методом тонкошарової хроматографії з використанням флуориметрії [Abdel-Monem M.M., Ohno K., 1973]. Активність орнітиндекарбоксилази (ОДК) в гомогенаті тканини пухлин визначали радіометричним методом [Russell D.H., Snyder S., 1968], диаміноксидази (ДАО) – за [Larsen P.M., Kemp A., 1964].

Індекс ненасиченості ліпідів ПМ пухлинних клітин визначали в екстракті ліпідів ПМ на аналізаторі подвійних зв’язків („AMMO”, Росія) із розрахунком кількості озону, яка витрачається при окисленні подвійних зв’язків поліненасичених жирних кислот за методом УФ-спектроскопії при довжині хвилі 250-310 нм [Тітов В.Н. та ін., 2002].

Хемілюмінесцентні показники перебігу процесів перекисного окислення ліпідів (ПОЛ) в пухлині вихідного та резистентного штамів карциноми Герена визначали у динаміці через 0,25; 1; 4; 24 та 48 год після введення тваринам препарату [Владимиров Ю.А., Арчаков А.И., 1972]. Активність каталази у гомогенаті тканини пухлин визначали спектрофотометричним методом [Королюк М.А. та ін., 1988].

Флуоресцентне визначення інтегральних показників структурно-функціонального стану плазматичних мембран пухлинних клітин (зміна в’язкості, структурних перебудов, поверхневого заряду, трансмембранного потенціалу, концентрації води і т.п.) проводили за допомогою зондів – магнієвої солі 1-аніліно-8-нафталін сульфонату (АНС) та пірену („Sigma”, США). [Владимиров Ю.А., Добрецов Г.Е., 1980]. Визначали константу зв’язування АНС, концентрацію місць зв’язування АНС на мембрані, індекс полярності та ступінь ексимеризації пірену в мембрані. Зміни цих величин обумовлені змінами величини заряду і ступеня упорядкованості ділянок мембрани, в які вбудовуються молекули зонду. При аналізі структурних змін в ПМ використовували також параметри власної білкової флуоресценції, індукованої при довжині хвилі 280 нм та 296 нм [Бурштейн Э.А., 1977], і ефективності індуктивно-резонансного переносу енергії (ІРПЕ) між донорно-акцепторними парами (ДАП).

Ультраструктуру пухлинних клітин та їх плазматичних мембран досліджували за допомогою загальноприйнятих методів електронної мікроскопії.

Дифузію DOX та його накопичення всередині пухлинних клітин вивчали на первинній культурі карциноми Герена вихідного та резистентного до DOX штамів, яку отримували за [Stampfer, M.R., 1985]. Активність дифузії DOX та його накопичення всередині пухлинних клітин визначали за зміною величини флуоресценції DOX в інкубаційному середовищі, яку визначали на спектрофлуриметрі „LS-3B” („Perkin Elmer”, Англія).

Математичну обробку результатів проводили з використанням t-критерію Стьюдента за допомогою пакету прикладних програм. Результати аналізу вважали достовірними при Р<0,05.

Результати досліджень та їх обговорення. Відсоток гальмування росту пухлини вихідного штаму при курсовому лікуванні тварин препаратом у максимально переносимій дозі складав 60-65 %, тоді як резистентного штаму, отриманого шляхом послідовних перещеплень карциноми Герена від тварин, що отримували курс ін’єкцій DOX – 7-9 %. В процесі розвитку резистентності до DOX спостерігалась затримка виходу пухлин, зменшення кількості тварин з „повільним” типом росту карциноми Герена і збільшення кількості тварин з „швидким” типом росту пухлини. Ці монотонні зміни достовірно (R=0,98) корелюють із змінами чутливості пухлини до дії DOX. „Швидкий” тип росту карциноми Герена виступає як маркер резистентності пухлини до DOX, тоді як „повільний” тип росту пов’язаний з більшою чутливістю карциноми до цього препарату. Субпопуляція клітин із „швидким” типом росту, на відміну від „повільного”, характеризувалась меншою тривалістю клітинного циклу та більшим ступенем пригнічення проліферації на пізніх стадіях росту пухлини за рахунок щільної просторової упаковки клітин. Відомо, що гальмування росту як нормальних, так і пухлинних клітинних популяцій, обумовлено існуванням саме клітинних механізмів інгібування проліферації за рахунок більш щільної упаковки клітин [Durand RE., 1990]. Найважливішу роль в цьому механізмі відіграє структура плазматичної мембрани, яка значною мірою залежить від складу ліпідів, білків, глікопротеїдів, гліколіпідів, мікрофіламентів і мікротрубочок [Лебедь О.І. та ін., 1997; Narita T. et al., 1998; Damiano J.S. et al., 1999].

Результати кінетичних досліджень щодо гетерогенності популяційного складу карциноми Герена підтверджуються даними електрокінетичних досліджень та морфології пухлини. Вихідний та резистентний до дії DOX штами карциноми Герена мають якісно відмінний характер розподілу клітин за значенням їх (-потенціалу. Клітини чутливого штаму мають тримодальний розподіл з медіанами мод, що дорівнюють 17, 25 та 31 мВ, тоді як клітини резистентного штаму мають бімодальний розподіл з максимумами, що дорівнюють 24 та 31 мВ.

Отримані результати дають підставу апроксимувати отриману варіабельність кінетики росту карциноми Герена з гетерогенністю самої пухлини і припустити існування в ній принаймні двох клітинних субпопуляцій, які відрізняються як за розподілом рівня (-потенціалу та показниками кінетики росту пухлини, так і чутливістю до дії DOX. Цей висновок добре узгоджується з даними літератури щодо структури клітинних популяцій карциноми Герена, які відрізнялися за кінетичними характеристиками росту і різною чутливістю до дії цисплатину, тіофосфаміду і опромінення [Казьмин С.Д., Колосов Е.В., 1980; Соляник Г.И. и др., 1992; Зінченко В.А. та ін., 1995].

При морфологічному дослідженні нами було встановлено, що клітини пухлини вихідного штаму специфічних міжклітинних контактів не утворювали. Проте, поодинокі високодиференційовані клітини вихідної пухлини, які зустрічались між основними масами низькодиференційованих клітин, поєднувалися у групи з 3-6 клітин, що контактували між собою лише незначною частиною своєї поверхні, утворюючи щільні контакти. Субстрат пухлин резистентного штаму карциноми Герена представлений більш високоорганізованими клітинами, в цитоплазмі яких міститься велика кількість внутрішньоклітинних органел. Клітини резистентної пухлини Герена розташовані не дуже щільно, з утворенням проміжків, де плазматичні мембрани клітин не контактують між собою. Але в місцях з’єднання мембран сусідніх клітин спостерігаються щільні міжклітинні контакти з утворенням складок на поверхні суміжних клітин. Такі специфічні утворення можуть виникати в результаті кластеризації мембранних глікопротеїнів за участю холестеролу та/або сфінголіпідів. Отримані дані вказують на високу гетерогенність популяційного складу клітин вихідного штаму карциноми Герена, в якому зустрічаються популяції клітин з властивостями, характерними для клітин резистентного до DOX штаму. Це свідчить про наявність селективного механізму формування резистентності карциноми Герена [Bradford R. et al., 1997; Richardson M.E., Siemann D.W., 1997].

Таким чином, в процесі виникнення резистентності до дії DOX співвідношення між двома клітинними субпопуляціями змінюється у напрямку зменшення чутливої до DOX субпопуляції і збільшення резистентної. Ці зміни носять монотонний характер і знаходяться в прямій кореляції із зниженням загальної чутливості пухлини, що узгоджується з клонально-селективною концепцією резистентності [Bradford R. et al., 1997].

Отримані нами феноменологічні зміни у резистентному штамі карциноми Герена обумовлені змінами структурно-функціонального стану плазматичних мембран клітин цього штаму. За допомогою спектрально-флуоресцентних методів досліджень нами були показані відмінності фізико-хімічних властивостей між плазматичними мембранами клітин вихідного та резистентного до DOX штамів карциноми Герена. Зокрема, у ПМ клітин резистентного до дії DOX штаму карциноми Герена відмічається достовірне зниження ступеня ексимеризації пірену на 29 % та ефективності ІРПЕ між люмінофорами білків та піреном на 19-14 % порівняно з ПМ клітин вихідного штаму (табл. 1.). Ймовірність ексимеризації знижувалась внаслідок зменшення рухомості жирно-кислотних ланцюгів ліпідів, тобто збільшення мікров’язкості гідрофобних зон ліпідного матриксу. Отже гідрофобні ділянки ліпідного матриксу мембран резистентних клітин мають більшу мікров’язкість, що може призводити до зменшення дифузії цитостатиків, через мембрану. Нижча ефективність ІРПЕ між люмінофорами білків та піреном у ПМ клітин резистентного штаму свідчить про менший, порівняно з ПМ вихідного штаму, рівень занурення білків у ліпідний матрикс. Було показано зменшення ІРПЕ між люмінофорами білків та АНС у ПМ резистентних клітин на 24 % і збільшення кількості місць зв’язування АНС у 1,9 рази порівняно з ПМ клітин вихідного штаму. Ці дані вказують на те, що АНС на поверхні мембран резистентного штаму зв’язується з іншими, не білковими групами молекул. 

Таблиця 1.

Зміни структурної організації плазматичних мембран клітин карциноми Герена

з фенотипом резистенності до доксорубіцину

	Об’єкт вимірювання
	Довжина хвилі збудження (нм)
	Спектральний показник
	Відношення значення спектрального показника у ПМ клітин резистентного штаму до значення у ПМ клітин вихідного штаму

	АНС
	380
	Кількість місць зв’язування
	1,92 ( 0,08*

	ДАП:

білок-АНС
	280
	Ефективність ІРПЕ
	0,76 ( 0,07*

	Пірен
	340
	Ступінь ексимеризації (Iе/Iм)
	0,71 ( 0,035*

	ДАП:

білок-пірен
	280
	Ефективність ІРПЕ
	0,86 ( 0,05*


Примітка. * – p<0,05.

При вивченні впливу DOX на структуру ПМ пухлинних клітин in vivo було встановлено достовірне збільшення мікров’язкості гідрофобних ділянок ліпідного матриксу ПМ клітин вихідної карциноми Герена після одноразового введення препарату. Отже вже після однієї ін’єкції DOX клітини карциноми Герена можуть формувати резистентність до нього. Таке припущення підтверджується і тим, що через 15 хв після введення DOX структурні характеристики ПМ клітин вихідної пухлини дуже схожі на показники структурних властивостей ПМ резистентних клітин. Однак у більш віддалені терміни досліджень такі особливості структури ПМ, як конформація мембранних білків, побудова ліпід-білкових комплексів та заряд мембранної поверхні, змінювались навіть у протилежному напрямку, по відношенню до тих, які реєструвалися до введення препарату. З тих же позицій можна інтерпретувати підвищення після дії препарату мікров’язкості ліпідного бішару ПМ резистентних до DOX клітин та відмінності між характером впливу DOX на побудову ліпід-білкових комплексів у ПМ чутливих та резистентних клітин. 

Таким чином, отримані дані дають підстави вважати, що в механізмі феномену резистентності пухлинних клітин до DOX, крім добре вивченого шляху, пов’язаного з гіперекспресією транспортного білка Р-глікопротеїну, суттєва роль належить змінам структурних властивостей ПМ.

Методом ЯМР-спектроскопії були показані відмінності у ПМ за вмістом холестеролу та деяких фосфоліпідів між клітинами чутливої та резистентної до DOX карциноми Герена. Рівень фосфатидилсерину на 25 %, а сфінгомієліну – на 26,1 % більшим у ПМ резистентних клітин порівняно з ПМ вихідного штаму, а відзначене збільшення вмісту сфінгомієліну обумовлює вірогідне зменшення відношення фосфатидилхолін/сфінгомієлін у ПМ резистентних клітин. Зменшення на 24,4 % індексу ненасиченості загальних ліпідів ПМ клітин резистентної до DOX карциноми Герена, збільшення вмісту холестеролу, зменшення відношення фосфатидилхолін/сфінгомієлін та індексу ненасиченості ліпідів, зокрема (-, (-ненасичених жирних кислот, призводить до збільшення мікров’язкості ПМ резистентних клітин. Це супроводжується уповільненням пасивної дифузії цитостатика через мембрану та зменшенням його накопичення всередині пухлинних клітин (рис. 1.). Крім того, зафіксоване збільшення вмісту фосфатидилсерину у ПМ клітин резистентного штаму карциноми Герена може опосередковано свідчити про активацію Р-глікопротеїну в результаті фосфорилювання цього білка фосфатидилсерин-залежною протеїнкіназою С [Pajeva I.K. et al., 1996].

Утворення специфічних ущільнених ділянок на поверхні клітин резистентного штаму карциноми Герена та збільшення вмісту сфінголіпідів і холестеролу може вказувати на появу так званих кавеол, які, за даними літератури, утворюються в резистентних пухлинних лініях клітин у відповідь на дію цитостатиків та чітко відмежовуються від інших фосфоліпідів ПМ з утворенням мікродоменів [Masserini M., Ravasi D., 2001]. Припускається, що саме кавеоли беруть участь у транспорті мембранних ліпідів та у системі сигнальної трансдукції клітини [Ikonen E., 2001]. Також вважається, що білки, які приймають участь у механізмах резистентності, зокрема, Р-глікопротеїн, переважно локалізуються у кавеолах [Bandorowicz-Pikula J., 2000].
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	Рис. 1. Кількість холестеролу (a) та індекс ненасиченості ліпідів (б) у ПМ клітин вихідного та резистентного до доксорубіцину штамів карциноми Герена ([image: image5.wmf] – ПМ клітин вихідного штаму,   – ПМ клітин резистентного штаму)


Ініціація вільнорадикального окислення ліпідів DOX розглядається як опосередкований мембранозв’язаний механізм цитотоксичної дії цього цитостатика [Tritton T.R., 1991]. В наших дослідженнях під впливом DOX спостерігалось вірогідне, порівняно з контролем, збільшення на 62 % світлосуми хемілюмінесценції ПМ клітин вихідного штаму з максимумом на 4 год після введення препарату. На відміну від вихідного, у пухлині резистентного штаму протягом усього терміну спостереження не було зафіксовано достовірних змін світлосуми хемілюмінесценції пухлини під впливом DOX. Крім того, активність каталази була на 31 % більшою порівняно з вихідним штамом, що вказує на активацію антиоксидантного захисту у клітинах резистентного штаму карциноми Герена. Відсутність ініціації процесів вільно-радикального окислення в клітинах резистентного штаму карциноми Герена під впливом DOX обумовлена більшою захищеністю мембран від негативної дії активних радикалів, тобто збільшенням мікров’язкості мембран, зменшенням індексу ненасиченості ліпідів та вищою активністю каталази.

Відомо, що поліаміни є необхідною структурною одиницею ПМ клітин та беруть участь в процесах регуляції проліферації клітин [Thomas T.J., 2003; Wallace H.M., 2003]. Було показано, що в плазматичних мембранах вихідного і резистентного до DOX штамах карциноми Герена вміст зв’язаних форм ПА значно перевищував концентрацію їх вільних форм (в ПМ клітин вихідного штаму – у 8,5 рази, а в ПМ резистентних клітин – у 4,4 рази). Крім того, в мембранах резистентного штаму вміст обох форм ПА перевищував такий в чутливих пухлинах. Зокрема, у ПМ клітин резистентного штаму вміст вільної форми спермідину у 4 рази та сумарних поліамінів у 2,7 рази, а зв’язаних форм путресцину – у 2,3 рази та сумарних поліамінів – у 1,4 рази більший порівняно з ПМ клітин вихідного штаму. Збільшення вмісту зв’язаних форм поліамінів вказує на підвищення впорядкованості структури ПМ резистентних клітин, що, в свою чергу, може впливати на проникність мембран, зокрема, для цитостатиків [Залеток С.П., Бердинских Н.К., 1987; Casero R.A.Jr. et al., 2003]. В резистентному до DOX штамі карциноми Герена має місце збільшення активності орнітиндекарбоксилази на 56 % та зниження активності диамінооксидази на 41 % порівняно з чутливим до цього препарату штамом. 

Отже, в результаті дослідження ПМ карциноми Герена нами було показано збільшення мікров’язкості та впорядкованості її структури при виникненні резистентності до дії DOX, що може призводити до порушення проникнення цитостатиків всередину пухлинних клітин. 

Дослідження клітинної фармакокінетики DOX у вихідному та резистентному штамах карциноми Герена підтвердили гіпотетичний висновок досліджень структури МП та показали зменшення проникнення DOX всередину клітин резистентного штаму порівняно з вихідним. При вивченні внеску пасивної дифузії DOX в клітини та активного транспорту цього цитостатика з клітин вихідного та резистентного штамів карциноми Герена було встановлено, що за 1,5 год інкубації при 4оС (за таких умов активний транспорт цитостатиків з клітини назовні зводиться до мінімуму, а DOX потрапляє в клітину виключно за рахунок пасивної дифузії) в клітинах резистентного штаму накопичується в 2 рази менше DOX порівняно з вихідним. 

Після інкубації цих клітин при 37оС (за таких умов забезпечується нормальне функціонування мембранозв’язаних транспортних білків) не було достовірних змін у кількості препарату в інкубаційному середовищі клітин вихідного та резистентного до DOX штамів, що вказує на однакову інтенсивність активного транспорту DOX в клітинах обох штамів. 

Таким чином, показано, що зменшення накопичення DOX в клітинах резистентного штаму карциноми Герена обумовлено зниженням пасивної дифузії препарату через ПМ, а не елімінацією з клітини за рахунок активного транспорту. На користь даного твердження свідчить також відсутність вірогідних змін енергопродуктивності окислювального фосфорилювання в мітохондріях резистентного штаму карциноми Герена порівняно з вихідним, оскільки саме окислювальне фосфорилювання є потужним енергопродуктивним механізмом в клітинах, які потребують великої кількості АТФ для повноцінного функціонування системи активного транспорту цитостатиків через ПМ.
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	Рис.2. Гальмування росту карциноми Герена під впливом доксорубіцину (1), тритону Х-100 (2) та їх сумісної дії (3) через 23 доби після перещеплення тваринам пухлини


Отже, зміни стану ПМ клітин карциноми Герена при виникненні резистентності до DOX обумовлюють зменшення накопичення DOX всередині клітин та зниження цитостатичної дії препарату за рахунок зменшення пасивної дифузії DOX через мембрану , що може розглядатися як один з механізмів розвитку  резистентності пухлин до DOX.

Доказом такого висновку є вірогідне підвищення чутливості резистентного штаму карциноми Герена до DOX під впливом тритону Х-100. Тритон Х-100 є неіонним детергентом, який збільшує проникність ПМ клітин за рахунок зменшення мікров’язкості та впорядкованості ліпідного бішару мембран. Нами було показано, що при одночасному застосуванні DOX і тритону Х-100 спостерігається вірогідне гальмування росту пухлин резистентного штаму на 53 % порівняно з тваринами, яким вводили лише DOX (рис. 2.). При цьому тритон Х-100 не викликав гальмування росту резистентної карциноми Герена. Отже отримані нами дані підтверджують формування резистентності пухлин до DOX за механізмом, який пов’язаний саме із зменшенням проникності ПМ пухлинних клітин для цього цитостатика.

Таким чином, нами доведено, що зміни структурно-функціонального стану плазматичної мембрани пухлинних клітин, зокрема її проникності, відіграють ключову роль у формуванні резистентності пухлин до дії DOX.

Крім того, застосування речовин або інших факторів, які здатні змінювати властивості ПМ пухлинних клітин, збільшуючи їх проникність, може бути перспективним напрямком у пошуку модифікаторів лікарської резистентності при хіміотерапії злоякісних новоутворень.

Висновки

В роботі за допомогою широкого спектру комплексних експериментальних досліджень показано, що зміни структурно-функціонального стану плазматичної мембрани пухлинних клітин відіграють суттєву роль у феномені резистентності пухлин до дії доксорубіцину.

1. Пухлини резистентного штаму карциноми Герена до доксорубіцину характеризуються більшою швидкістю росту в експоненціальній фазі, уповільненням темпів росту у термінальній фазі, більшою гомогенністю популяційного складу пухлини порівняно з вихідним. Для клітин резистентних пухлин характерним є наявність незначних ділянок плазматичних мембран сусідніх клітин, які утворюють щільні міжклітинні контакти.

2. Плазматичні мембрани клітин резистентної до доксорубіцину карциноми Герена за структурним станом відрізняються від плазматичних мембран вихідної пухлини більш поверхневим розташуванням триптофанових та тирозинових залишків амінокислот білків, меншим рівнем занурення білків у ліпідний матрикс та його більшою мікров’язкістю.

3. Встановлено, що зміна структурного стану плазматичних мембран клітин резистентної пухлини обумовлена високим вмістом холестеролу, зменшенням відношення фосфатидилхолін/сфінгомієлін, меншим рівнем ненасиченості ліпідів мембран та більшим вмістом зв’язаних форм поліамінів у мембрані клітин.

4. Ступінь пошкодження плазматичних мембран пухлинних клітин доксорубіцином, що мають різну чутливість до дії цього препарату, залежить від стану текучості їх ліпідної компоненти, яка обумовлює швидкість перебігу процесів перекисного окислення ліпідів.

5. Суттєвим механізмом зменшення накопичення доксорубіцину всередині клітин резистентного штаму карциноми Герена є уповільнення пасивної дифузії цитостатиків в клітину через мембрану за рахунок підвищення мікров’язкості та впорядкованості ліпідного бішару плазматичної мембрани.

6. Доведено, що речовини, які впливають на фізико-хімічні властивості плазматичних мембран, підвищуючи їх проникність, збільшують чутливість резистентних пухлин до дії доксорубіцину.
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АНОТАЦІЯ

Триндяк В.П. Особливості структурно-функціонального стану плазматичних мембран пухлинних клітин, резистентних до доксорубіцину. – Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 14.01.07-онкологія. – Інститут експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є.Кавецького НАН України, Київ, 2004.

В експериментальних дослідженнях встановлено, що при розвитку резистентності до DOX у клітинах карциноми Герена відбуваються значні структурні зміни ПМ, достовірно збільшується мікров’язкість ПМ пухлинних клітин. Встановлено, що збільшення мікров’язкості ПМ резистентних пухлинних клітин обумовлено підвищеним вмістом холестеролу та поліамінів, меншим рівнем ненасиченості ліпідів порівняно з ПМ чутливих до дії DOX клітин, що призводить до зменшення інтенсивності перебігу процесів перекисного окислення ліпідів, індукованого DOX. Доведено, що збільшення мікров’язкості ПМ пухлинних клітин резистентного штаму карциноми Герена супроводжується зменшенням пасивної дифузії DOX через ПМ при відсутності суттєвих змін активного транспорту даного цитостатика. Застосування мембраноактивних речовин, які змінюють фізико-хімічні властивості ПМ пухлинних клітин, призводить до збільшення  мембранної проникності, що, в свою чергу, підвищує чутливість резистентних пухлин до дії DOX.
Ключові слова: індукована резистентність пухлин, доксорубіцин, карцинома Герена, плазматична мембрана.

АННОТАЦИЯ

Трындяк В.П. Особенности структурно-функционального состояния плазматических мембран опухолевых клеток, резистентных к доксорубицину. – Рукопись.

Диссертация на соискание научной степени кандидата биологических наук по специальности 14.01.07-онкология. – Институт экспериментальной патологии, онкологии и радиобиологии им. Р.Е.Кавецкого НАН Украины, Киев, 2004.

Диссертация посвящена актуальному вопросу онкологии – повышению эффективности применения доксорубицина при лечении опухолей с индуцированной резистентностью путем модификации проницаемости плазматических мембран опухолевых клеток.

Целью исследования является установление роли структурно-функциональных изменений плазматической мембраны опухолевых клеток в механизме резистентности к действию доксорубицина. Для достижения цели были поставлены следующие задачи: изучить кинетику роста карциномы Герена и популяционного состава клеток карциномы Герена при формировании резистентности к DOX; установить физико-химические особенности плазматических мембран клеток карциномы Герена с разной степенью чувствительности к DOX; исследовать влияние DOX на параметры связывания флуоресцентных зондов с ПМ клеток исходного и резистентного к DOX штаммов карциномы Герена; изучить особенности состава липидов и содержание полиаминов в ПМ исходного и резистентного к DOX штаммов карциномы Герена; исследовать трансмембранный транспорт DOX в исходном и резистентном к DOX штаммах карциномы Герена; исследовать влияние мембраноактивных агентов на чувствительность к действию DOX карциномы Герена.

В работе применены методы экспериментальной онкологии, физико-химические, биофизические, биохимические, ЯМР- и ИК-спектроскопия, электронно-микроскопические, статистические.

Для изучения механизмов формирования лекарственной резистентности опухолей в эксперименте был получен резистентный к действию DOX штамм карциномы Герена. Торможение роста исходного штамма опухоли составляет 57-65 %, тогда как резистентного – лишь 7-9 %. Резистентный штамм характеризуется большей гомогенностью популяционного состава клеток и более быстрой динамикой роста опухоли. При возникновении резистентности карциномы Герена к DOX наблюдается повышение структурной организации опухолевых клеток. 
В экспериментах на животных установлено, что при развитии резистентности к DOX в клетках опухолей происходят значительные структурно-функциональные изменения ПМ. При возникновении резистентности опухолей к DOX достоверно увеличивается микровязкость ПМ опухолевых клеток, что обусловлено повышенным содержанием холестерола и полиаминов, меньшим уровнем ненасыщенности липидов по сравнению с ПМ чувствительных к действию DOX клеток. Показано, что изменение липидного состава в ПМ резистентных клеток приводит к уменьшению интенсивности протекания процессов перекисного окисления липидов, индуцируемого DOX. Доказано, что увеличение микровязкости ПМ опухолевых клеток приводит к уменьшению пассивной диффузии DOX через мембрану, при этом существенных изменений активного транспорта данного цитостатика через ПМ опухолевых клеток не наблюдается. Іn vivo показано, что применение мембраноактивних веществ, которые изменяют физико-химические свойства ПМ, приводит к увеличению проницаемости мембран опухолевых клеток, что, в свою очередь, повышает чувствительность резистентных опухолей к действию DOX.

Применение комплексного подхода к изучению свойств плазматических мембран клеток при формировании резистентности опухолей к DOX позволило установить причины потери чувствительности к действию цитостатиков антрациклинового ряда. Экспериментально доказано, что повышение транспорта DOX в клетку за счет изменений физико-химических свойств плазматической мембраны опухолевых клеток при применении мембраноактивных веществ приводит к повышению эффективности действия препарата и открывает возможности поиска новых путей снижения лекарственной резистентности опухолей.

Ключевые слова: индуцированная резистентность опухолей, доксорубицин, карцинома Герена, плазматическая мембрана.
Summary

Tryndyak V.P. Peculiarities of structural-functional status of plasma membranes of tumor cells, resistant to doxorubicin. – Manuscript.

Thesis for the degree of candidate of biologic sciences on speciality 14.01.07-oncology. – R.E.Kavetsky Institute of Experimental Pathology, Oncology and Radiobiology, National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2004.

Experimental studies revealed that in the development of resistance to doxorubicin essential structural changes of plasma membrane occur in tumor cells, microviscosity of plasma membrane of tumor cells reliably increases. It is found that increase of microviscosity of plasma membrane of tumor cells is caused by increased content of cholesterol and polyamines, lower level of lipid unsaturation as compared with plasma membrane of sensitive to doxorubicin cells that results in decrease of intensity of lipid peroxidation induced by doxorubicin. It is proved that increase of microviscosity of plasma membrane of tumor cells in resistant strain of Guerin carcinoma is accompanied by decrease of passive doxorubicin diffusion via plasma membrane under absence of essential changes of active transport of this cytostatics. Use of membranoactive substances that change physico-chemical properties of plasma membrane of tumor cells results in increase of membrane penetration that enhance the sensitivity of resistant tumors to doxorubicin.

Key words: induced drug resistance of tumors, doxorubicin, Guerin’s carcinoma, plasma membrane.
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														6.096344086		6.8383333333		5.5404678363		6.06125		5.6807471264

		Вихідні дані								Доопрацьовано								5.6059064327

		Чутливий до доксорубіцину підштам карциноми Герена								Чутливий до доксорубіцину підштам карциноми Герена

				M=		m=				S		M=		m=

		N								Контроль		8.2		0.11

		15'								0,25 год		6.7		0.1

		1 год								1 год		6.5		0.09

		4 год								4 год		5.9		0.07

		24 год								24 год		6.1		0.08

		96 год								96 год		6.3		0.09

		Резистентний до доксорубіцину підштам карциноми Герена								Резистентний до доксорубіцину підштам карциноми Герена

		N		6.197		0.081				N		6.2		0.081

		15'		6.935		0.06				15'		5.5		0.06

		1 год								1 год		5.7		0.09

		4 год		5.66		0.072				4 год		5.66		0.072

		24 год		6.094		0.017				24 год		6.094		0.017

		96 год		5.478		0.114				96 год		5.478		0.114

										R

		15,03,2001				Плазм. мембр. Герена, виміряно у Лебедя

		Пірен

		Група		Вихідний Герен		S		Резист. до доксорубіцину

				Ie/Im				Ie/Im		R, (DOX)

				M		m		M		m

		Control		0.17		0.007		0.12		0.007

		15'		0.14		0.01		0.1		0.006

		1h		0.14		0.016		0.115		0.009

		4h		0.11		0.004		0.1		0.005

		24h		0.11		0.006		0.09		0.004

		96h		0.13		0.01		0.1		0.01






_1342422943.xls
Dpg+PtdSer

		Кардіоліпін		Кардіоліпін		1.1891179749		1.4596895035

		Фосфатидилсерин		Фосфатидилсерин		5.716211627		6.0744603266



S, N

S, DOX

R-D, N

R-D, DOX

%

1.9215917128

3.7789702021

4.8108227823

7.1050728774



PtdEtn+PtdCho

		Плазмалоген фосфатидилетаноламіну		Плазмалоген фосфатидилетаноламіну		18.8820833862		16.5029202885

		Фосфатидилетаноламін		Фосфатидилетаноламін		17.9450547322		17.7665595445

		Фосфатидилхолін		Фосфатидилхолін		50.3725256181		53.6180028672



S, N

S, DOX

R-D, N

R-D, DOX

%

17.5902467854

13.8371960269

19.6431732193

18.8035163831

51.0917912702

51.7981504738



SPH

		S, N		0.5726012586		0.5726012586

		S, DOX		0		0

		S, Pt		0.1224293382		0.1224293382

		R-D, N		0.0062294129		0.0062294129

		R-D, DOX		0.1701668395		0.1701668395

		R-D, Pt		0.17253283		0.17253283

		R-Pt, N		0.3419642841		0.3419642841

		R-Pt, DOX		0.2379298453		0.2379298453

		R-Pt, Pt		0.3710845471		0.3710845471



Сфінгомієлін

%

4.1830537802

2.9150968528

2.7451015421

5.2572014106

2.9823778081

4.6765596697

2.3366478111

2.7420006339

2.9056526585



PtdIns

		S, N		0.7593204499		0.7593204499

		S, DOX		0		0

		S, Pt		0.7147111235		0.7147111235

		R-D, N		0.637805251		0.637805251

		R-D, DOX		0.1621711095		0.1621711095

		R-D, Pt		0		0

		R-Pt, N		0.1824171625		0.1824171625

		R-Pt, DOX		0.3272676657		0.3272676657

		R-Pt, Pt		0.6149711485		0.6149711485



PtdIns

%

0.7593204499

1.7619971838

1.3450128511

0.637805251

1.5959896616

0

1.4418712397

1.7502083949

0.6149711485



PtdCho-SPH

		PtdCho/SPH		PtdCho/SPH		PtdCho/SPH		PtdCho/SPH



S, N

S, DOX

R-D, N

R-D, DOX

Відношення фосфатидилхолін/сфінгомієлін

12.67115605

17.7689295039

9.5815270936

18.0930604442



Холестерин

		1.93		0.2		0.2

		2.85		0.3		0.3



ПМ клітин вихідного підштаму карциноми Герена;

мг холестеролу/мг білка



Tabl

		Вміст індивідуальних фосфоліпідів у ПМ клітин карциноми Герена (мкМоль)

				Кардіоліпін				PlasmPtdEtn				PtdEtn				PtdSer				SPH				PtdIns				PtdCho				Summ of Ptd								Кардіоліпін				PlasmPtdEtn				PtdEtn				PtdSer				SPH				PtdIns				PtdCho				Summ of Ptd						Кардіоліпін				PlasmPtdEtn				PtdEtn				PtdSer				SPH				PtdIns				PtdCho				Summ of Ptd

		Зразок		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		PtdCho/SPH				Зразок		мкМоль		PtdCho/DpG		мкМоль		PtdCho/PlasmPtdEtn		мкМоль		PtdCho/PtdEtn		мкМоль		PtdCho/PtdSer		мкМоль		PtdCho/SPH		мкМоль		PtdCho/PtdIns		мкМоль		PtdCho/PtdCho		мкМоль				Зразок		мкМоль		DpG/PtdCho*100		мкМоль		PlasmPtdEtn/PtdCho*100		мкМоль		PtdEtn/PtdCho*100		мкМоль		PtdSer/PtdCho*100		мкМоль		SPH/PtdCho*100		мкМоль		PtdInsPtdCho*100		мкМоль		PtdCho/PtdCho		мкМоль

		S,N,1		0.262		1.5		3.3		18.4		3.663		20.4		0.84		4.7		0.949		5.3				0.0		8.96		49.8		17.974		9.4				S,N,1		0.262		34.2		3.3		2.7		3.663		2.4		0.84		10.7		0.949		9.4				0.0		8.96		1.0		17.974				S,N,1		0.262		2.9		3.3		36.8		3.663		40.9		0.84		9.4		0.949		10.6				0.0		8.96		1.0		17.974

		S,N,2		0.517		2.2		3.45		14.9		4.907		21.2		1.073		4.6		0.907		3.9				0.0		12.284		53.1		23.138		13.5				S,N,2		0.517		23.8		3.45		3.6		4.907		2.5		1.073		11.4		0.907		13.5				0.0		12.284		1.0		23.138				S,N,2		0.517		4.2		3.45		28.1		4.907		39.9		1.073		8.7		0.907		7.4				0.0		12.284		1.0		23.138

		S,N,3		0.414		2.1		3.895		19.5		3.464		17.3		1.023		5.1		0.669		3.3		0.455		2.3		10.054		50.3		19.974		15.0				S,N,3		0.414		24.3		3.895		2.6		3.464		2.9		1.023		9.8		0.669		15.0		0.455		22.1		10.054		1.0		19.974				S,N,3		0.414		4.1		3.895		38.7		3.464		34.5		1.023		10.2		0.669		6.7		0.455		4.5		10.054		1.0		19.974

		S, DOX,2		0.993		3.8		3.636		13.8		4.941		18.8		1.867		7.1		0.766		2.9		0.463		1.8		13.611		51.8		26.277		17.8				S, DOX,2		0.993		13.7		3.636		3.7		4.941		2.8		1.867		7.3		0.766		17.8		0.463		29.4		13.611		1.0		26.277				S, DOX,2		0.993		7.3		3.636		26.7		4.941		36.3		1.867		13.7		0.766		5.6		0.463		3.4		13.611		1.0		26.277

		S,Pt,1		0.77		2.5		3.85		12.7		5.63		18.5		2.15		7.1		0.9		3.0		0.74		2.4		16.33		53.8		30.37		18.1				S,Pt,1		0.77		21.2		3.85		4.2		5.63		2.9		2.15		7.6		0.9		18.1		0.74		22.1		16.33		1.0		30.37				S,Pt,1		0.77		4.7		3.85		23.6		5.63		34.5		2.15		13.2		0.9		5.5		0.74		4.5		16.33		1.0		30.37

		S,Pt,2		1.51		4.8		5.08		16.1		5.62		17.9		1.95		6.2		0.86		2.7				0.0		16.46		52.3		31.48		19.1				S,Pt,2		1.51		10.9		5.08		3.2		5.62		2.9		1.95		8.4		0.86		19.1				0.0		16.46		1.0		31.48				S,Pt,2		1.51		9.2		5.08		30.9		5.62		34.1		1.95		11.8		0.86		5.2				0.0		16.46		1.0		31.48

		S,Pt,3		0.93		2.0		7.04		15.4		7.6		16.6		3.12		6.8		1.16		2.5		0.73		1.6		25.09		54.9		45.67		21.6				S,Pt,3		0.93		27.0		7.04		3.6		7.6		3.3		3.12		8.0		1.16		21.6		0.73		34.4		25.09		1.0		45.67				S,Pt,3		0.93		3.7		7.04		28.1		7.6		30.3		3.12		12.4		1.16		4.6		0.73		2.9		25.09		1.0		45.67

		R-D,N,1		0.216		1.1		3.922		20.3		3.35		17.4		0.973		5.0		1.015		5.3				0.0		9.808		50.9		19.284		9.7				R-D,N,1		0.216		45.4		3.922		2.5		3.35		2.9		0.973		10.1		1.015		9.7				0.0		9.808		1.0		19.284				R-D,N,1		0.216		2.2		3.922		40.0		3.35		34.2		0.973		9.9		1.015		10.3				0.0		9.808		1.0		19.284

		R-D,N,2		0.288		1.3		3.989		17.4		4.239		18.5		1.462		6.4		1.202		5.3		0.292		1.3		11.419		49.9		22.891		9.5				R-D,N,2		0.288		39.6		3.989		2.9		4.239		2.7		1.462		7.8		1.202		9.5		0.292		39.1		11.419		1.0		22.891				R-D,N,2		0.288		2.5		3.989		34.9		4.239		37.1		1.462		12.8		1.202		10.5		0.292		2.6		11.419		1.0		22.891

		R-D,DOX,1		0.175		1.2		2.12		14.6		2.768		19.1		0.943		6.5		0.476		3.3		0.225		1.5		7.816		53.8		14.523		16.4				R-D,DOX,1		0.175		44.7		2.12		3.7		2.768		2.8		0.943		8.3		0.476		16.4		0.225		34.7		7.816		1.0		14.523				R-D,DOX,1		0.175		2.2		2.12		27.1		2.768		35.4		0.943		12.1		0.476		6.1		0.225		2.9		7.816		1.0		14.523

		R-D,DOX,2		0.207		1.1		3.256		16.7		3.328		17.0		1.342		6.9		0.583		3.0		0.371		1.9		10.467		53.5		19.554		18.0				R-D,DOX,2		0.207		50.6		3.256		3.2		3.328		3.1		1.342		7.8		0.583		18.0		0.371		28.2		10.467		1.0		19.554				R-D,DOX,2		0.207		2.0		3.256		31.1		3.328		31.8		1.342		12.8		0.583		5.6		0.371		3.5		10.467		1.0		19.554

		R-D,DOX,3		0.399		2.1		3.444		18.3		3.248		17.2		0.918		4.9		0.507		2.7		0.253		1.3		10.092		53.5		18.861		19.9				R-D,DOX,3		0.399		25.3		3.444		2.9		3.248		3.1		0.918		11.0		0.507		19.9		0.253		39.9		10.092		1.0		18.861				R-D,DOX,3		0.399		4.0		3.444		34.1		3.248		32.2		0.918		9.1		0.507		5.0		0.253		2.5		10.092		1.0		18.861

		R-D,Pt,1		0.49		1.8		4.08		15.4		3.53		13.3		3.71		14.0		1.33		5.0				0.0		13.39		50.5		26.53		10.1				R-D,Pt,1		0.49		27.3		4.08		3.3		3.53		3.8		3.71		3.6		1.33		10.1		0.225		59.5		13.39		1.0		13.39				R-D,Pt,1		0.49		3.7		4.08		30.5		3.53		26.4		3.71		27.7		1.33		9.9		0.225		1.7		13.39		1.0		13.39

		R-D,Pt,2		0.2		1.0		3.53		17.0		3.76		18.1		1.78		8.6		0.95		4.6				0.0		10.55		50.8		20.77		11.1				R-D,Pt,2		0.2		52.8		3.53		3.0		3.76		2.8		1.78		5.9		0.95		11.1		0.371		28.4		10.55		1.0		10.55				R-D,Pt,2		0.2		1.9		3.53		33.5		3.76		35.6		1.78		16.9		0.95		9.0		0.371		3.5		10.55		1.0		10.55

		R-D,Pt,3		0.62		2.6		3.71		15.5		4.32		18.1		1.57		6.6		1.06		4.4				0.0		12.58		52.7		23.86		11.9				R-D,Pt,3		0.62		20.3		3.71		3.4		4.32		2.9		1.57		8.0		1.06		11.9		0.253		49.7		12.58		1.0		12.58				R-D,Pt,3		0.62		4.9		3.71		29.5		4.32		34.3		1.57		12.5		1.06		8.4		0.253		2.0		12.58		1.0		12.58

		R-Pt,N,1		0.127		0.8		2.866		17.1		2.792		16.6		0.655		3.9		0.507		3.0		0.297		1.8		9.547		56.9		16.791		18.8				R-Pt,N,1		0.127		75.2		2.866		3.3		2.792		3.4		0.655		14.6		0.507		18.8		0.297		32.1		9.547		1.0		16.791				R-Pt,N,1		0.127		1.3		2.866		30.0		2.792		29.2		0.655		6.9		0.507		5.3		0.297		3.1		9.547		1.0		16.791

		R-Pt,N,2		0.76		3.3		5.037		21.7		3.685		15.9		0.664		2.9		0.455		2.0		0.264		1.1		12.33		53.2		23.195		27.1				R-Pt,N,2		0.76		16.2		5.037		2.4		3.685		3.3		0.664		18.6		0.455		27.1		0.264		46.7		12.33		1.0		23.195				R-Pt,N,2		0.76		6.2		5.037		40.9		3.685		29.9		0.664		5.4		0.455		3.7		0.264		2.1		12.33		1.0		23.195

		R-Pt,N,3		1.104		4.3		4.668		18.1		4.27		16.6		0.753		2.9		0.522		2.0		0.365		1.4		14.047		54.6		25.729		26.9				R-Pt,N,3		1.104		12.7		4.668		3.0		4.27		3.3		0.753		18.7		0.522		26.9		0.365		38.5		14.047		1.0		25.729				R-Pt,N,3		1.104		7.9		4.668		33.2		4.27		30.4		0.753		5.4		0.522		3.7		0.365		2.6		14.047		1.0		25.729

		R-Pt,DOX,1		0.141		0.9		2.667		17.5		2.152		14.1		0.639		4.2		0.487		3.2		0.209		1.4		8.947		58.7		15.242		18.4				R-Pt,DOX,1		0.141		63.5		2.667		3.4		2.152		4.2		0.639		14.0		0.487		18.4		0.209		42.8		8.947		1.0		15.242				R-Pt,DOX,1		0.141		1.6		2.667		29.8		2.152		24.1		0.639		7.1		0.487		5.4		0.209		2.3		8.947		1.0		15.242

		R-Pt,DOX,2		0.298		2.2		2.558		18.6		1.543		11.2		0.561		4.1		0.364		2.6		0.331		2.4		8.126		59.0		13.781		22.3				R-Pt,DOX,2		0.298		27.3		2.558		3.2		1.543		5.3		0.561		14.5		0.364		22.3		0.331		24.5		8.126		1.0		13.781				R-Pt,DOX,2		0.298		3.7		2.558		31.5		1.543		19.0		0.561		6.9		0.364		4.5		0.331		4.1		8.126		1.0		13.781

		R-Pt,DOX,3		0.232		1.2		3.124		15.9		2.952		15.0		0.924		4.7		0.469		2.4		0.29		1.5		11.636		59.3		19.627		24.8				R-Pt,DOX,3		0.232		50.2		3.124		3.7		2.952		3.9		0.924		12.6		0.469		24.8		0.29		40.1		11.636		1.0		19.627				R-Pt,DOX,3		0.232		2.0		3.124		26.8		2.952		25.4		0.924		7.9		0.469		4.0		0.29		2.5		11.636		1.0		19.627

		R-Pt,Pt,1				0.0		3.273		18.9		1.997		11.5		0.818		4.7		0.556		3.2				0.0		10.684		61.7		17.328		19.2				R-Pt,Pt,1				0.0		3.273		3.3		1.997		5.4		0.818		13.1		0.556		19.2				0.0		10.684		1.0		17.328				R-Pt,Pt,1				0.0		3.273		30.6		1.997		18.7		0.818		7.7		0.556		5.2				0.0		10.684		1.0		17.328

		R-Pt,Pt,2		0.429		2.0		4.253		20.2		2.77		13.1		0.747		3.5		0.457		2.2		0.389		1.8		12.04		57.1		21.085		26.3				R-Pt,Pt,2		0.429		28.1		4.253		2.8		2.77		4.3		0.747		16.1		0.457		26.3		0.389		31.0		12.04		1.0		21.085				R-Pt,Pt,2		0.429		3.6		4.253		35.3		2.77		23.0		0.747		6.2		0.457		3.8		0.389		3.2		12.04		1.0		21.085

		R-Pt,Pt,3		0.053		0.4		2.427		16.1		2.444		16.2		0.614		4.1		0.503		3.3				0.0		9.015		59.9		15.056		17.9				R-Pt,Pt,3		0.053		170.1		2.427		3.7		2.444		3.7		0.614		14.7		0.503		17.9				0.0		9.015		1.0		15.056				R-Pt,Pt,3		0.053		0.6		2.427		26.9		2.444		27.1		0.614		6.8		0.503		5.6				0.0		9.015		1.0		15.056

		Середні значення вмісту фосфоліпідів																																						Кардіоліпін				PlasmPtdEtn				PtdEtn				PtdSer				SPH				PtdIns				PtdCho				Summ of Ptd						Кардіоліпін				PlasmPtdEtn				PtdEtn				PtdSer				SPH				PtdIns				PtdCho				Summ of Ptd

				Кардіоліпін				Плазмалоген фосфатидилетаноламіну				Фосфатидилетаноламін				Фосфатидилсерин				Сфінгомієлін				PtdIns				Фосфатидилхолін				Summ of Ptd						Зразок		мкМоль		PtdCho/DpG		мкМоль		PtdCho/PlasmPtdEtn		мкМоль		PtdCho/PtdEtn		мкМоль		PtdCho/PtdSer		мкМоль		PtdCho/SPH		мкМоль		PtdCho/PtdIns		мкМоль		PtdCho/PtdCho		мкМоль				Зразок		мкМоль		DpG/PtdCho*100		мкМоль		PlasmPtdEtn/PtdCho*100		мкМоль		PtdEtn/PtdCho*100		мкМоль		PtdSer/PtdCho*100		мкМоль		SPH/PtdCho*100		мкМоль		PtdInsPtdCho*100		мкМоль		PtdCho/PtdCho		мкМоль

		Зразок		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		% від суми		мкМоль		PtdCho/SPH				S, N		0.398		27.4		3.548		3.0		4.011		2.6		0.979		10.6		0.842		12.7		0.455		0.0		10.433		1.0		20.362				S, N		0.398		3.8		3.548		34.6		4.011		38.4		0.979		9.4		0.842		8.2		0.455		1.5		10.433		1.0		20.362

		S, N		0.398		1.9		3.548		17.6		4.011		19.6		0.979		4.8		0.842		4.2		0.455		0.8		10.433		51.1		20.362		12.7						0.105		4.8		0.253		0.4		0.639		0.2		0.100		0.7		0.123		2.4		0.000		0.0		1.383		0.0		2.126						0.105		0.6		0.253		4.6		0.639		2.8		0.100		0.6		0.123		1.7		0.000		2.1		1.383		0.0		2.126

				0.105		0.3		0.253		2.0		0.639		1.7		0.100		0.2		0.123		0.8		0.000		1.1		1.383		1.4		2.126		2.4				m		0.074		3.4		0.179		0.3		0.452		0.1		0.071		0.5		0.087		1.7		0.000		0.0		0.978		0.0		1.503				m		0.074		0.4		0.179		3.3		0.452		2.0		0.071		0.4		0.087		1.2		0.000		1.5		0.978		0.0		1.503

		m		0.074		0.2		0.179		1.4		0.452		1.2		0.071		0.2		0.087		0.6		0.000		0.8		0.978		1.0		1.503		1.7				S, DOX		0.993		13.7		3.636		3.7		4.941		2.8		1.867		7.3		0.766		17.8		0.463		29.4		13.611		1.0		26.277				S, DOX		0.993		7.3		3.636		26.7		4.941		36.3		1.867		13.7		0.766		5.6		0.463		3.4		13.611		1.0		26.277

		S, DOX		0.993		3.8		3.636		13.8		4.941		18.8		1.867		7.1		0.766		2.9		0.463		1.8		13.611		51.8		26.277		17.8

																																						m		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000				m		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000

		m		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0		0.000		0.0				S, Pt		1.070		19.7		5.323		3.7		6.283		3.0		2.407		8.0		0.973		19.6		0.735		0.0		19.293		1.0		35.840				S, Pt		1.070		5.9		5.323		27.5		6.283		33.0		2.407		12.5		0.973		5.1		0.735		2.5		19.293		1.0		35.840

		S, Pt		1.070		3.1		5.323		14.7		6.283		17.7		2.407		6.7		0.973		2.7		0.735		1.3		19.293		53.7		35.840		19.6						0.318		6.7		1.314		0.4		0.931		0.2		0.511		0.3		0.133		1.5		0.005		0.0		4.099		0.0		6.966						0.318		2.4		1.314		3.0		0.931		1.9		0.511		0.5		0.133		0.4		0.005		1.9		4.099		0.0		6.966

				0.318		1.2		1.314		1.5		0.931		0.8		0.511		0.4		0.133		0.2		0.005		1.0		4.099		1.1		6.966		1.5				m		0.225		4.7		0.929		0.3		0.658		0.1		0.361		0.2		0.094		1.0		0.004		0.0		2.899		0.0		4.925				m		0.225		1.7		0.929		2.1		0.658		1.3		0.361		0.4		0.094		0.3		0.004		1.3		2.899		0.0		4.925

		m		0.225		0.8		0.929		1.1		0.658		0.6		0.361		0.3		0.094		0.1		0.004		0.7		2.899		0.8		4.925		1.0				R-D, N		0.252		42.5		3.956		2.7		3.795		2.8		1.218		8.9		1.109		9.6		0.292		0.0		10.614		1.0		21.088				R-D, N		0.252		2.4		3.956		37.5		3.795		35.6		1.218		11.4		1.109		10.4		0.292		1.3		10.614		1.0		21.088

		R-D, N		0.252		1.2		3.956		18.9		3.795		17.9		1.218		5.7		1.109		5.3		0.292		0.6		10.614		50.4		21.088		9.6						0.036		2.9		0.033		0.2		0.444		0.1		0.244		1.1		0.094		0.1		0.000		0.0		0.805		0.0		1.803						0.036		0.2		0.033		2.5		0.444		1.5		0.244		1.4		0.094		0.1		0.000		1.3		0.805		0.0		1.803

				0.036		0.1		0.033		1.5		0.444		0.6		0.244		0.7		0.094		0.0		0.000		0.6		0.805		0.5		1.803		0.1				m		0.036		2.9		0.033		0.2		0.444		0.1		0.244		1.1		0.094		0.1		0.000		0.0		0.805		0.0		1.803				m		0.036		0.2		0.033		2.5		0.444		1.5		0.244		1.4		0.094		0.1		0.000		1.3		0.805		0.0		1.803

		m		0.036		0.1		0.033		1.5		0.444		0.6		0.244		0.7		0.094		0.0		0.000		0.6		0.805		0.5		1.803		0.1				R-D, DOX		0.260		40.2		2.940		3.3		3.115		3.0		1.068		9.0		0.522		18.1		0.283		34.3		9.458		1.0		17.646				R-D, DOX		0.260		2.7		2.940		30.8		3.115		33.1		1.068		11.3		0.522		5.6		0.283		3.0		9.458		1.0		17.646

		R-D, DOX		0.260		1.5		2.940		16.5		3.115		17.8		1.068		6.1		0.522		3.0		0.283		1.6		9.458		53.6		17.646		18.1						0.099		10.8		0.585		0.3		0.247		0.1		0.194		1.4		0.045		1.4		0.063		4.8		1.171		0.0		2.226						0.099		0.9		0.585		2.9		0.247		1.6		0.194		1.6		0.045		0.4		0.063		0.4		1.171		0.0		2.226

				0.099		0.5		0.585		1.5		0.247		0.9		0.194		0.9		0.045		0.2		0.063		0.2		1.171		0.1		2.226		1.4				m		0.070		7.6		0.414		0.2		0.175		0.1		0.137		1.0		0.032		1.0		0.045		3.4		0.828		0.0		1.574				m		0.070		0.6		0.414		2.0		0.175		1.1		0.137		1.1		0.032		0.3		0.045		0.3		0.828		0.0		1.574

		m		0.070		0.3		0.414		1.1		0.175		0.6		0.137		0.6		0.032		0.2		0.045		0.2		0.828		0.1		1.574		1.0				R-D, Pt		0.437		33.5		3.773		3.2		3.870		3.2		2.353		5.8		1.113		11.0		0.283		45.9		12.173		1.0		12.173				R-D, Pt		0.437		3.5		3.773		31.1		3.870		32.1		2.353		19.0		1.113		9.1		0.283		2.4		12.173		1.0		12.173

		R-D, Pt		0.437		1.8		3.773		16.0		3.870		16.5		2.353		9.7		1.113		4.7		0.000		0.0		12.173		51.3		23.720		11.0						0.176		13.9		0.229		0.2		0.332		0.4		0.963		1.8		0.160		0.7		0.063		13.0		1.195		0.0		1.195						0.176		1.2		0.229		1.7		0.332		4.1		0.963		6.4		0.160		0.6		0.063		0.8		1.195		0.0		1.195

				0.176		0.7		0.229		0.7		0.332		2.3		0.963		3.1		0.160		0.2		0.000		0.0		1.195		1.0		2.354		0.7				m		0.124		9.9		0.162		0.1		0.235		0.3		0.681		1.3		0.113		0.5		0.045		9.2		0.845		0.0		0.845				m		0.124		0.9		0.162		1.2		0.235		2.9		0.681		4.5		0.113		0.4		0.045		0.6		0.845		0.0		0.845

		m		0.124		0.5		0.162		0.5		0.235		1.6		0.681		2.2		0.113		0.2		0.000		0.0		0.845		0.7		1.664		0.5				R-Pt, N		0.664		34.7		4.190		2.9		3.582		3.4		0.691		17.3		0.495		24.3		0.309		39.1		11.975		1.0		21.905				R-Pt, N		0.664		5.1		4.190		34.7		3.582		29.8		0.691		5.9		0.495		4.2		0.309		2.6		11.975		1.0		21.905

		R-Pt, N		0.664		2.8		4.190		19.0		3.582		16.4		0.691		3.2		0.495		2.3		0.309		1.4		11.975		54.9		21.905		24.3						0.405		28.6		0.948		0.4		0.608		0.1		0.044		1.9		0.029		3.9		0.042		6.0		1.854		0.0		3.761						0.405		2.8		0.948		4.5		0.608		0.5		0.044		0.7		0.029		0.8		0.042		0.4		1.854		0.0		3.761

				0.405		1.5		0.948		2.0		0.608		0.3		0.044		0.5		0.029		0.5		0.042		0.3		1.854		1.5		3.761		3.9				m		0.286		20.3		0.671		0.3		0.430		0.0		0.031		1.3		0.020		2.7		0.030		4.2		1.311		0.0		2.660				m		0.286		2.0		0.671		3.2		0.430		0.3		0.031		0.5		0.020		0.5		0.030		0.3		1.311		0.0		2.660

		m		0.286		1.1		0.671		1.4		0.430		0.2		0.031		0.3		0.020		0.3		0.030		0.2		1.311		1.1		2.660		2.7				R-Pt, DOX		0.224		47.0		2.783		3.4		2.216		4.5		0.708		13.7		0.440		21.8		0.277		35.8		9.570		1.0		16.217				R-Pt, DOX		0.224		2.4		2.783		29.4		2.216		22.8		0.708		7.3		0.440		4.7		0.277		3.0		9.570		1.0		16.217

		R-Pt, DOX		0.224		1.4		2.783		17.3		2.216		13.5		0.708		4.3		0.440		2.7		0.277		1.8		9.570		59.0		16.217		21.8						0.064		14.9		0.245		0.2		0.577		0.6		0.156		0.8		0.054		2.7		0.051		8.0		1.499		0.0		2.484						0.064		0.9		0.245		1.9		0.577		2.8		0.156		0.4		0.054		0.6		0.051		0.8		1.499		0.0		2.484

				0.064		0.5		0.245		1.1		0.577		1.6		0.156		0.3		0.054		0.3		0.051		0.5		1.499		0.2		2.484		2.7				m		0.046		10.6		0.173		0.2		0.408		0.4		0.110		0.6		0.038		1.9		0.036		5.7		1.060		0.0		1.757				m		0.046		0.6		0.173		1.4		0.408		1.9		0.110		0.3		0.038		0.4		0.036		0.6		1.060		0.0		1.757

		m		0.046		0.4		0.173		0.8		0.408		1.2		0.110		0.2		0.038		0.2		0.036		0.3		1.060		0.2		1.757		1.9				R-Pt, Pt		0.241		0.0		3.318		3.3		2.404		4.5		0.726		14.6		0.505		21.2		0.389		0.0		10.580		1.0		17.823				R-Pt, Pt		0.241		1.4		3.318		31.0		2.404		22.9		0.726		6.9		0.505		4.9		0.389		1.1		10.580		1.0		17.823

		R-Pt, Pt		0.241		0.8		3.318		18.4		2.404		13.6		0.726		4.1		0.505		2.9		0.389		0.6		10.580		59.5		17.823		21.2						0.188		0.0		0.746		0.4		0.317		0.7		0.085		1.2		0.040		3.7		0.000		0.0		1.237		0.0		2.486						0.188		1.6		0.746		3.4		0.317		3.4		0.085		0.6		0.040		0.8		0.000		1.5		1.237		0.0		2.486

				0.188		0.9		0.746		1.7		0.317		2.0		0.085		0.5		0.040		0.5		0.000		0.9		1.237		1.9		2.486		3.7				m		0.133		0.0		0.528		0.3		0.224		0.5		0.060		0.9		0.029		2.6		0.000		0.0		0.875		0.0		1.758				m		0.133		1.1		0.528		2.4		0.224		2.4		0.060		0.4		0.029		0.5		0.000		1.1		0.875		0.0		1.758

		m		0.133		0.6		0.528		1.2		0.224		1.4		0.060		0.3		0.029		0.4		0.000		0.6		0.875		1.3		1.758		2.6

		Вміст холестерину у ПМ клітин карциноми Герена

		мг хол/мг білку		M		m

		ПМ клітин вихідного підштаму карциноми Герена;		1.930		0.7		0.200

		ПМ клітин резистентного до доксорубіцину підштаму карциноми Герена.		2.850		0.3		0.300

		R-Pt, N		2.090		0.3
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Диаграмма

		9		9		9		9		0.434		0.434		0.674		0.674		1.036		1.036		0.753		0.753

		12		12		12		12		0.965		0.965		2.471		2.471		2.537		2.537		1.837		1.837

		14		14		14		14		1.637		1.637		4.279		4.279		3.35		3.35		2.541		2.541

		16		16		16		16		2.729		2.729		5.804		5.804		3.94		3.94		2.834		2.834

		19		19		19		19		2.228		2.228		9.856		9.856		6.852		6.852		3.675		3.675

		20		20		20		20		1.634		1.634		12.986		12.986		6.489		6.489		4.898		4.898

		21		21		21		21		1.738		1.738		16.046		16.046		3.824		3.824		5.177		5.177



Контроль

DOX

Triton X-100

DOX+Triton X-100

Дні після перещеплення

Об'єм, см3

1.781

2.235

2.106

2.11

6.654

7.207

7.747

6.846

13.478

12.216

12.897

10.311

20.276

19.266

18.373

12.559

31.75

23.517

27.248

14.57

36.544

23.627

25.489

11.201

40.826

25.186

33.449

14.165



Вихідні дані

		Вплив Triton X-100 на динаміку росту рез. до доксорубіцину карциному Герена																		36		25		35		16485		21378

		Пухлину перещеплено 3.07.02.																		22		25		17		4893

		12.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100										День після перещеплення		Контроль				DOX				Triton X-100				DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V						M		m		M		m		M		m		M		m

		1		18		15		10		1413		25		23		14		4213		20		27		15		4098		16		8		7		435				9		1.78		0.43		2.24		1.04		2.11		0.67		2.11		0.75

		2		15		24		9		1696		21		12		10		1319		22		12		11		1520		22		16		9		1606				12		6.65		0.97		7.21		2.54		7.75		2.47		6.85		1.84

		3		10		19		7		696		19		13		10		1293		20		16		11		1842		24		20		13		3140				14		13.48		1.64		12.22		3.35		12.90		4.28		10.31		2.54

		4		17		24		12		2562		28		20		14		4030		24		17		11		2349		30		19		13		3878				16		20.28		2.73		19.27		3.94		18.37		5.80		12.56		2.83

		5		16		24		10		2010		13		7		3		143		21		13		11		1572		22		17		13		2447				19		31.75		2.23		23.52		6.85		27.25		9.86		14.57		3.68

		6		16		23		12		2311		дві пухлини						1385		12		20		10		1256		14		10		28		1879				20		36.54		1.63		23.63		6.49		25.49		12.99		11.20		4.90

		7										30		16		13		3266										20		12		11		1382				21		40.83		1.74		25.19		3.82		33.45		16.05		14.17		5.18

		Серю знач.								1781								2235								2106								2110				23		44.72		0.79		27.99		4.63		31.7		21.4		14.403		4.74

										614								1465								953								1065

		м								434								1036								674								753

		15.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		30		25		16		6084		32		19		15		4647		33		24		17		7046		38		26		22		11375

		2		39		17		12		4164		33		30		22		11398		33		26		17		7633		36		21		18		7122

		3		25		34		15		6673		34		21		15		5605		30		24		19		7159		35		23		18		7372

		4		36		24		17		7580		40		30		20		12560		40		25		20		10467		дві пухлини						3538

		5		38		24		18		8591		дві пухлини						1630		44		27		21		13056		36		27		18		9156

		6		32		24		17		6833		30		23		17		5958		38		24		17		8114		26		20		15		4082

		7										34		27		18		8648		15		12		8		754		30		21		16		5275

		Серю знач.								6654								7207								7747								6846

										1364								3587								3494								2598

		м								965								2537								2471								1837

		17.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		42		27		23		13650		40		33		24		16579		47		32		21		16529		41		28		21		12617

		2		43		30		26		17215		46		26		16		10015		41		28		22		13217		26		22		15		4490

		3		44		33		20		15198		40		27		21		11869		52		34		24		22206		дві пухлини						7332

		4		30		38		21		12529		40		30		21		13188		16		14		6		703		40		30		21		13188

		5		45		22		19		9844		47		35		23		19800		27		36		21		10682		39		33		22		14818

		6		36		30		22		12434		33		20		11		3799		42		30		22		14507		40		25		18		9420

		7										43		24		19		10262		40		27		22		12434

		Серю знач.								13478								12216								12897								10311

										2315								4738								6052								3593

		м								1637								3350								4279								2541

		19.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		47		35		24		20661		46		20		20		9629		53		32		28		24852		дві пухлини						8635

		2		49		35		26		23335		56		40		24		28134		45		30		26		18369		44		31		24		17132

		3		54		28		18		14243		48		35		22		19342		46		30		24		17333		29		22		18		6010

		4		41		35		23		17273		51		28		24		17936		17		15		12		1601		41		31		23		15299

		5		50		37		27		26141		43		40		28		25204		47		36		24		21252		37		31		21		12606

		6		42		35		26		20002		53		31		21		18057		58		34		26		26832		42		31		23		15672

		7										43		32		23		16562

		Серю знач.								20276								19266								18373								12559

										3860								5572								8208								4008

		м								2729								3940								5804								2834

		22.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		53		43		25		29817		54		37		25		26141		17		15		9		1201								12617

		2		55		40		24		27632		58		32		22		21369		58		40		28		33996		46		32		25		19259

		3		52		50		27		36738		47		45		29		32099		55		33		26		24696		45		33		24		18652

		4		54		41		29		33601		41		24		11		5665		65		42		26		37146		42		32		23		16177

		5		51		40		29		30960		60		42		29		38245		63		41		29		39201		43		31		24		16742

		6										57		33		24		23625										23		22		15		3972

		7										44		33		23		17477

		Серю знач.								31750								23517								27248								14570

										3150								9690								13938								5197

		м								2228								6852								9856								3675

		23.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		57		45		25		33559		42		58		27		34421		67		44		29		44741		49		32		18		14771

		2		58		42		29		36970		39		23		13		6103		63		44		23		33366		46		33		22		17477

		3		47		56		29		39945		47		49		29		34952		17		17		9		1361		33		24		17		7046

		4		52		41		32		35704		43		36		23		18633										24		20		15		3768

		5										57		32		23		21955										46		35		25		21064

		6										55		37		25		26625										21		20		14		3077

		7										58		34		22		22704

		Серю знач.								36544								23627								26489								11201

										2311								9176								18365								6927

		м								1634								6489								12986								4898

		24.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		62		46		29		43284		40		51		27		28825										48		35		22		19342

		2		55		43		31		38368		57		32		24		22909		50		63		30		49455		53		24		19		12648

		3										47		44		30		32468		68		48		29		49537		45		37		25		21784

		4										43		35		21		16540		18		16		9		1356		21		21		13		2885

		5										55		35		25		25185

		6

		7

		Серю знач.								40826								25186								33449								14165

										2458								5407								22693								7321

		м								1738								3824								16046								5177

		26.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		62		48		28		43608.32		60		37		24		27883.2		74		50		32		61962.6666666667		дві пухлини						20000

		2		56		46		34		45835.6266666667		45		32		23		17332.8		17		18		9		1441.26		43		30		18		12151.8

		3										59		36		30		33346.8										46		38		23		21040.0933333333

		4										55		40		29		33388.6666666667										24		22		16		4421.12

		5

		6

		7

		Серю знач.								44721.973								27987.867								31701.963								14403.253

										1113.653								6546.530								30260.703								6709.755

		м								787.472								4629.096								21397.549								4744.513

		29.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		62		46		38		56716.7733333333		55		45		34		44038.5		23		18		11		2383.26

		2										59		41		29		36712.3566666667										52		42		21		24002.16

		3										62		36		25		29202										24		22		16		4421.12

		4

		5

		6

		7

		Серю знач.								56716.773								36650.952								2383.260								14211.640

										0.000								6057.131								0.000								9790.520

		м								0.000								4283.039								0.000								6922.943

		31.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		63		52		41		70292.04		57		49		33		48235.11		24		24		13		3918.72

		2										58		44		30		40066.4										24		22		15		4144.8

		3										63		43		30		42531.3

		4

		5

		6

		7

		Серю знач.								70292.040								43610.937								3918.720								4144.800

										0.000								3421.127								0.000								0.000

		м								0.000								2419.102								0.000								0.000
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Диаграмма3
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Кореговані дані

		Вплив Triton X-100 на динаміку росту рез. до доксорубіцину карциному Герена																		36		25		35		16485		21378

		Пухлину перещеплено 3.07.02.																		22		25		17		4893														Контроль				DOX				Triton X-100				DOX+Triton X-100

		12.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100										День після перещеплення		Рез. кГ (І група)				Рез. кГ (ІІ група)				Рез. кГ (ІІІ група)				Рез. кГ (ІV група)

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V						M		m		M		m		M		m		M		m

		1		18		15		10		1413		25		23		14		4213		20		27		15		4098		16		8		7		435				9		1.78		0.43		2.24		1.04		2.11		0.67		2.11		0.75

		2		15		24		9		1696		21		12		10		1319		22		12		11		1520		22		16		9		1606				12		6.65		0.97		7.21		2.54		8.91		1.54		6.85		1.84

		3		10		19		7		696		19		13		10		1293		20		16		11		1842		24		20		13		3140				14		13.48		1.64		12.22		3.35		14.93		2.63		10.31		2.54

		4		17		24		12		2562		28		20		14		4030		24		17		11		2349		30		19		13		3878				16		20.28		2.73		19.27		3.94		21.73		2.58		12.56		2.83

		5		16		24		10		2010		13		7		3		143		21		13		11		1572		22		17		13		2447				19		31.75		2.23		27.00		6.85		33.76		3.93		14.57		3.68

		6		16		23		12		2311		дві пухлини						1385		12		20		10		1256		14		10		28		1879				20		36.54		1.63		29.50		6.49		39.05		4.02		14.30		4.90

		7										30		16		13		3266										20		12		11		1382				21		40.83		1.74		32.00		3.82		42.50		0.03		14.17		5.18

		Серю знач.								1781								2235								2106								2110				23		45.5		0.79		41		4.63		49.5		0		14.403		4.74

										614								1465								953								1065				26		58		0		50		4.28		62.00				14.21		6.92

		м								434								1036								674								753				28		70.29		0		43.61		2.42

		15.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		30		25		16		6084		32		19		15		4647		33		24		17		7046		38		26		22		11375

		2		39		17		12		4164		33		30		22		11398		33		26		17		7633		36		21		18		7122

		3		25		34		15		6673		34		21		15		5605		30		24		19		7159		35		23		18		7372

		4		36		24		17		7580		40		30		20		12560		40		25		20		10467		дві пухлини						3538						Динаміка росту вихідного підштаму карциноми Герена під впливом DOX

		5		38		24		18		8591		дві пухлини						1630		44		27		21		13056		36		27		18		9156

		6		32		24		17		6833		30		23		17		5958		38		24		17		8114		26		20		15		4082						Перещепили 7.06.2000

		7										34		27		18		8648		15		12		8				30		21		16		5275						Дата		12.06		14.06		16.06		18.06		19.06		20.06		22.06		24.06		26.06		28.06		30.06

		Серю знач.								6654								7207								8913								6846						День після перещеплення		5		7		9		11		12		13		15		17		19		21		23

										1364								3587								2176								2598				S		Вихідний підштам Герена		32		322		1983		8645		11133		17023		22500		33100		39548		47443		41496

		м								965								2537								1539								1837								21.7127714593		175.419497206		643.3813237714		1684.1095570063		2614.5751301332		2740.2194762058		3412.692229018		4214.3016918583		4367.1645708502		8875.0270281279						Процент гальмування росту пухлин (на 23 добу після перещеплення)

																																						S_DOX		Вихідний підштам Герена після ін"єкції DOX		42		217		2124		5759		7421		10179		13433		19508		21424		29170		21747				48		%

		17.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100														24		58.0662935311		344.8884280137		619.2422789184		371.5020562228		1688.4389322027		1812.4724135832		3134.0502149774		4570.0476413758		8665.4642178657		4499.7126574927

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		42		27		23		13650		40		33		24		16579		47		32		21		16529		41		28		21		12617																						Динаміка росту рез. до DOX карциноми Герена (за Тодором)

		2		43		30		26		17215		46		26		16		10015		41		28		22		13217		26		22		15		4490

		3		44		33		20		15198		40		27		21		11869		52		34		24		22206		дві пухлини						7332						Тодор				cm3		1ін"єкція		2		4		5				Доба після перещеплення				10				13				15				19				22

		4		30		38		21		12529		40		30		21		13188		16		14		6				40		30		21		13188						Перещепили 26,10,98				4,11,98		6,11,98		9,11,98		13,11,98		17,11,98								M(см3)		m		M(см3)		m		M(см3)		m		M(см3)		m		M(см3)		m

		5		45		22		19		9844		47		35		23		19800		27		36		21		10682		39		33		22		14818						День після перещеплення				9		11		14		18		22		26		Контроль				2.1		0.3		20.2		1.7		33.1		2.7		43.1		4.4		59.8		6.7

		6		36		30		22		12434		33		20		11		3799		42		30		22		14507		40		25		18		9420						Contr		Вих. кГ (V група)		0.111		0.482		5.62		23.93		37		45		Тварини, які отримували доксорубіцин;				2.4		0.2		22.7		2.4		28.8		3.3		39.2		4.7		51.2		6.6

		7										43		24		19		10262		40		27		22		12434														DOX		Вих. кГ (VІ група)		0.138		0.642		2.69		11.71		15.73		21.5

		Серю знач.								13478								12216								14929								10311						Contr		R_DOX_5pasazh		0.378		1.698		6.4		24.94		40.2

										2315								4738								3717								3593						DOX				0.357		1.451		5.45		21.12		34

		м								1637								3350								2628								2541

		19.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100												Процент гальмування росту пухлин (S за Тодором)

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V										%		на 22 добу після перещеплення

		1		47		35		24		20661		46		20		20		9629		53		32		28		24852		дві пухлини						8635						S+DOX		Вих. кГ (VІ група)		57.6		За Тодором

		2		49		35		26		23335		56		40		24		28134		45		30		26		18369		44		31		24		17132						R+DOX		1		14.4		За Тодором				37.2		Мої дані

		3		54		28		18		14243		48		35		22		19342		46		30		24		17333		29		22		18		6010						R+Triton X-100		2		-3

		4		41		35		23		17273		51		28		24		17936		17		15		12				41		31		23		15299						R+DOX+Triton X-100		3		67

		5		50		37		27		26141		43		40		28		25204		47		36		24		21252		37		31		21		12606						R+DOX+2,4 DNP				45.8

		6		42		35		26		20002		53		31		21		18057		58		34		26		26832		42		31		23		15672

		7										43		32		23		16562

		Серю знач.								20276								19266								21728								12559

										3860								5572								3651								4008

		м								2729								3940								2582								2834

		22.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		53		43		25		29817		54		37		25		26141		17		15		9										12617

		2		55		40		24		27632		58		32		22		21369		58		40		28		33996		46		32		25		19259

		3		52		50		27		36738		47		45		29		32099		55		33		26		24696		45		33		24		18652

		4		54		41		29		33601		41		24		11		5665		65		42		26		37146		42		32		23		16177

		5		51		40		29		30960		60		42		29		38245		63		41		29		39201		43		31		24		16742

		6										57		33		24		23625										23		22		15		3972

		7										44		33		23		17477

		Серю знач.								31750								23517								33760								14570

										3150								9690								5552								5197

		м								2228								6852								3926								3675

		23.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		57		45		25		33559		42		58		27		34421		67		44		29		44741		49		32		18		14771

		2		58		42		29		36970		39		23		13		6103		63		44		23		33366		46		33		22		17477

		3		47		56		29		39945		47		49		29		34952		17		17		9				33		24		17		7046

		4		52		41		32		35704		43		36		23		18633										24		20		15		3768

		5										57		32		23		21955										46		35		25		21064

		6										55		37		25		26625										21		20		14		3077

		7										58		34		22		22704

		Серю знач.								36544								23627								39053								11201

										2311								9176								5688								6927

		м								1634								6489								4022								4898

		24.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		62		46		29		43284		40		51		27		28825										48		35		22		19342

		2		55		43		31		38368		57		32		24		22909		50		63		30		49455		53		24		19		12648

		3										47		44		30		32468		68		48		29		49537		45		37		25		21784

		4										43		35		21		16540		18		16		9				21		21		13		2885

		5										55		35		25		25185

		6

		7

		Серю знач.								40826								25186								49496								14165

										2458								5407								41								7321

		м								1738								3824								29								5177

		26.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		62		48		28		43608.32		60		37		24		27883.2		74		50		32		61962.6666666667		дві пухлини						20000

		2		56		46		34		45835.6266666667		45		32		23		17332.8		17		18		9				43		30		18		12151.8

		3										59		36		30		33346.8										46		38		23		21040.0933333333

		4										55		40		29		33388.6666666667										24		22		16		4421.12

		5

		6

		7

		Серю знач.								44721.973								27987.867								61962.667								14403.253

										1113.653								6546.530								0.000								6709.755

		м								787.472								4629.096								0.000								4744.513

		29.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		62		46		38		56716.7733333333		55		45		34		44038.5		23		18		11		2383.26

		2										59		41		29		36712.3566666667										52		42		21		24002.16

		3										62		36		25		29202										24		22		16		4421.12

		4

		5

		6

		7

		Серю знач.								56716.773								36650.952								2383.260								14211.640

										0.000								6057.131								0.000								9790.520

		м								0.000								4283.039								0.000								6922.943

		31.07.02.		Контроль								DOX								Triton X-100								DOX+Triton X-100

				А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V		А		В		С		Об"єм V

		1		63		52		41		70292.04		57		49		33		48235.11		24		24		13		3918.72

		2										58		44		30		40066.4										24		22		15		4144.8

		3										63		43		30		42531.3

		4

		5

		6

		7

		Серю знач.								70292.040								43610.937								3918.720								4144.800

										0.000								3421.127								0.000								0.000

		м								0.000								2419.102								0.000								0.000
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