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Резюме 
 
Представлена проблема метаболической коррекции гормонально-метаболических нарушений у больных ГПЭ и 

РЭ в сочетании с метаболическим синдромом. Можно предположить, что наряду с традиционным лечением, метаболи-
ческая коррекция, проводимая у больных с ГПЭ и РЭ на фоне метаболического синдрома, будет способствовать сни-
жению риска последующего рецидивирования РЭ. В этом плане эффективна разработка как методов прогнозирования 
течения ГПЭ на фоне метаболического синдрома, так и вариантов метаболической реабилитации таких больных. 

 
Ключевые слова: метаболическая реабилитация, рак эндометрия, гиперпластические процессы эндо-

метрия, метаболический синдром. 
 
 

A.L. Chernyshova, L.A. Kolomiets, N.V. Yunusova, I.V. Kondakova, A.A. Bulanova, E.V. Shanshashvili 
PATHOGENETIC FOUNDATION  
OF METABOLIC SYNDROME CORRECTION  
IN PATIENTS WITH ENDOMETRIAL HYPERPLASIA AND ENDOMETRIAL CANCER 
Research Institute of Oncology, Tomsk 

 
Abstract 
 
The literature review deals with the problem of metabolic correction of hormonal-metabolic disturbances in patients 

with EH and EC with the evidence of metabolic syndrome. Metabolic correction together with conventional treatment in EH 
patients with metabolic syndrome is expected to contribute to the reduction in the risk of EC development. The development 
of new methods for predicting EC outcome as well as options for metabolic rehabilitation of these patients is required. 

 
Key words: metabolic rehabilitation, endometrial cancer, endometrial hyperplasia, metabolic syndrome. 
 
Введение 
 
В течение последних двух десятилетий во 

всем мире отмечается отчетливая тенденция к уве-
личению частоты развития гормонозависимых опу-
холей, что, в первую очередь, относится к раку эн-
дометрия (РЭ) [26]. Заболеваемость раком эндо-
метрия в России увеличилась в 2 раза и составляет 
28,5 случая на 100 тыс. населения [27; 35]. Соглас-
но современным представлениям метаболический 
синдром является независимым фактором риска 
развития гиперпластических процессов и рака эн-
дометрия, что обусловлено рядом патогенетиче-
ских механизмов [7]. В проведенных ранее нами 
исследованиях выявлено, что рак эндометрия в со-
четании с метаболическим синдромом встречается 
в 82,6 % случаев, что согласно теории Я.В. Бохман, 
соответствует I патогенетическому варианту рака 
эндометрия (гормонозависимому) [23; 34]. Высокая 
частота гиперпластических процессов и рака эндо-
метрия у женщин на фоне метаболического син-
дрома диктует необходимость изучения патогене-
тических механизмов и особенностей клинического 
течения заболеваний эндометрия на фоне гормо-
нально-метаболических нарушений. Больные с ме-

таболическим синдромом, в большей степени, чем 
в популяции в целом, предрасположены к развитию 
злокачественных новообразований [15]. При этом 
по данным ряда авторов, риск возникновения рака 
эндометрия в условиях метаболического синдрома 
возрастает в 2–3 раза [1; 19]. Кроме того, необхо-
димо отметить, что у больных с метаболическим 
синдромом повышается риск развития не только 
рака эндометрия, но и таких злокачественных но-
вообразований, как гепатоцеллюлярная карцинома, 
рак поджелудочной железы, рак почки, рак молоч-
ной железы [38; 42–44]. При этом повышается риск 
возникновения первично-множественных злокаче-
ственных новообразований, прежде всего сочета-
ние типа «несемейного» рака эндометрия с раком 
молочной железы, яичников, толстой кишки [6; 8]. 

 
Критерии метаболического синдрома 
МС в настоящее время является актуальной 

медико-социальной проблемой в мире. Это обу-
словлено широким распространением данного сим-
птомокомплекса в популяции [2; 14]. На I Между-
народном конгрессе по предиабету и МС (Берлин, 
2005 г.), оценивая результаты национальных иссле-
дований, австралийский ученый Поль Зиммет на-
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звал МС пандемией XXI века. Предполагается, что 
25–35 % населения в России, западных странах 
страдают от метаболического синдрома. В возрасте 
старше 60 лет доля лиц с МС составляет приблизи-
тельно 43 %[3; 6].  

Следует также отметить, что МС является 
одним из ведущих факторов риска развития сер-
дечно-сосудистых заболеваний, нарушений угле-
водного обмена, патологии репродуктивной систе-
мы. Это приводит к тяжелым сопутствующим забо-
леваниям, снижению трудоспособности и сокраще-
нию продолжительности жизни больных [11; 46]. 

В 1998 г. рабочая группа ВОЗ составляющими 
компонентами МС признала следующий симптомо-
комплекс: висцеральное (абдоминальное) ожирение, 
инсулинорезистентность, гиперинсулинемия, нару-
шение толерантности к глюкозе или ИНСД, артери-
альная гипертензия, дислипидемия, нарушения гемо-
стаза, гиперурикемия, микроальбуминурия. 

В настоящее время понятие МС расширяется. 
В него стали включать гиперандрогению у женщин, 
гиперлептинемию, лептинорезистентность, гипер-
трофию миокарда, повышение уровня свободных 
жирных кислот в крови, синдром апноэ во сне, акти-
визацию симпатической нервной системы, наличие 
оксидативного стресса, провоспалительный статус, 
протромботический статус: повышение содержания 
фибриногена в крови, увеличение адгезивной и агре-
гационной способности тромбоцитов, повышение 
активности ингибитора активатора плазминогена-1 
(PAI-1) [24]. В начале 90-х годов появились данные 
о метаболических нарушениях у женщин, страдаю-
щих СПКЯ. Речь идет о развитии гипергликемии, 
дислипидемии, гипертензии и связанных с ними та-
ких заболеваний, как ИНСД и сердечно-сосудистые 
заболевания [31]. Причем эти заболевания у женщин 
с СПКЯ манифестируют в относительно молодом 
возрасте. В частности, было показано, что СПКЯ 
часто сопутствует инсулинорезистентность и как 
следствие – компенсаторная гиперинсулинемия не-
зависимо от массы тела [5]. 

Ранее существующие критерии постановки 
диагноза МС, предложенные ВОЗ, экспертами обра-
зовательной программы США по холестерину, Аме-
риканской ассоциацией эндокринологов, несколько 
отличались друг от друга в перечне комплекса сим-
птомов МС и показателях. В апреле 2005 г. IDF оп-
ределила единые критерии постановки диагноза 
«метаболический синдром» [34]. Согласно рекомен-
дациям IDF обязательным критерием МС является 
центральное (абдоминальное) ожирение (окруж-
ность талии более 94 см для мужчин и более 80 см 
для женщин – у европеоидной расы) в сочетании как 
минимум с двумя из следующих 4 факторов: 

 повышение ТГ более 1,7 ммоль/л или 
специфическое лечение дислипидемии; 

 снижение ЛПВП менее 1,03 ммоль/л у 
мужчин и менее 1,29 ммоль/л у женщин 
или специфическое лечение; 

 повышение АД: систолического (САД) 
более 130 мм рт. ст. или ДАД более 85 мм 
рт. ст. или антигипертензивная терапия; 

 повышение глюкозы венозной плазмы 
натощак более 5,6 ммоль/л или ранее 
выявленный СД2.  

Помимо исследования основных диагности-
ческих критериев, IDF consensus group рекомендует 
– исследование дополнительных метаболических 
параметров, ассоциированных с МС, включающие: 
оценка нарушения распределения жировой ткани 
(распределение общего жира, распределение цен-

трального жира, биомаркеры жировой ткани: леп-
тин, адипонектин, содержание жира в печени); ате-
рогенная дислипидемия (апопротеин В, не-ЛПВП, 
мелкие частицы липопротеидов низкой плотности), 
дисгликемия (ОГТТ); инсулинорезистентность (уро-
вень инсулина/проинсулина натощак, HOMA-IR, ИР 
по минимальной модели Бергмана, повышенные 
свободных жирных кислот (натощак и при ОГТТ), 
М-объем (клэмп-метод)); сосудистые нарушения, 
связанные с повышением АД (исследование эндоте-
лиальной дисфункции, микроальбуминурия); про-
воспалительный статус (повышенный С-реактивный 
белок, повышенные воспалительные цитокины – 
фактор некроза опухолей, интерлейкин 6); протром-
ботический статус (фибринолитические факторы 
(тканевый активатор плазминогена и т.д.), факторы 
свертывания (фибриноген и т.д.). Исследование этих 
факторов позволит со временем модифицировать 
диагностические критерии МС, а также предоставит 
дополнительные клинические данные по различным 
этническим группам [18]. 

Манифестным звеном патогенеза метаболиче-
ского синдрома, по мнению большинства исследова-
телей, является первичная инсулинорезистентность и 
компенсаторная гиперинсулинемия. Инсулинорези-
стентность – это снижение биологического эффекта 
инсулина. Развивающаяся компенсаторная гиперин-
сулинемия, с одной стороны, вначале поддерживает 
углеводный обмен в норме, с другой – индуцирует 
развитие метаболических, гемодинамических и ор-
ганных нарушений, приводящих в итоге к возникно-
вению сахарного диабета типа 2 и сердечно-
сосудистых заболеваний. В пользу ведущей роли ин-
сулинорезистентности в развитии метаболического 
синдрома и отдельных его компонентов свидетельст-
вуют результаты популяционных исследований, про-
веденных в ряде стран [38; 41]. Было выявлено, что 
инсулинорезистентность имелась у 58 % обследован-
ных с артериальной гипертензией, у 84 % – с гипер-
триглицеридемией, у 42 % – с гиперхолестеринемией, 
у 66 % – с нарушениями к толерантности к глюкозе, у 
95 % – с метаболическим синдромом. Большой тол-
чок в развитии абдоминально-висцерального ожире-
ния и инсулинорезистентности привносят гормональ-
ные нарушения, возникающие особенно на этапе фор-
мирования менопаузального гомеостаза. Развиваю-
щийся гормональный дисбаланс способствует накоп-
лению жира в висцеральных депо и развитию и про-
грессированию инсулинорезистентности. С увеличе-
нием общей жировой массы тела резко возрастает 
тканевой синтез эстрона и его метаболитов. Причем, 
нарушение секреции половых гормонов сопряжено со 
значительным увеличением продукции гонадотропи-
нов и выраженным дефицитом гормона роста. При 
абдоминальном ожирении нарушается и перифериче-
ский метаболизм кортикостероидов: увеличивается 
метаболический клиренс кортизола. В адипоцитах 
сальника вследствие повышения активности 11в-
гидроксистероиддегидрогеназы ускоряется превра-
щение неактивного кортизола в кортизол, который 
оказывает местное действие, стимулируя адипогенез в 
висцеральных депо [13]. 

 
Метаболический синдром: взаимосвязь  
с состоянием репродуктивной системы 
Известно, что жировая ткань выполняет не 

только традиционные физиологические функции, 
направленные на сохранение энергии, регуляцию 
теплообмена и защиту, но и является своеобразной 
эндокринной железой, клетки которой – адипоци-
ты, активно секретирующие разные гормоны (леп-
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тин, резистин, адипонектин и др.), и цитокины 
(фактор некроза опухоли, интерлейкин-6, интер-
лейкин-8 и др.), регулируют ряд физиологических 
процессов [22; 28]. Кроме того, в настоящее время 
ожирение рассматривается в качестве одной из ос-
новных причин нарушений функции репродуктив-
ной системы у женщин. Роль ожирения в генезе 
репродуктивной дисфункции была доказана во 
многих исследованиях [37].  

О тесной взаимосвязи количества жировой 
ткани и функционирования репродуктивной систе-
мы свидетельствует тот факт, что масса тела явля-
ется критическим фактором, регулирующим поло-
вое развитие [9]. У девочек с ожирением наблюда-
ется более раннее наступление первой менструа-
ции, имеется риск преждевременного полового со-
зревания. Объем жировой ткани определяет возраст 
наступления первой менструации [17]. Если проис-
ходит чрезмерное уменьшение количества жировой 
ткани и возникает дефицит массы тела (в результа-
те физических нагрузок или нарушения режима 
питания), возможно исчезновение самостоятельных 
менструаций, т.е. развитие аменореи [33]. Меха-
низмы влияния жировой ткани на репродуктивную 
функцию в настоящее время не получили одно-
значной трактовки [36]. 

Известно, что одним из основных гормонов 
жировой ткани является лептин, который играет 
ключевую роль в гомеостазе энергии, сигнализируя 
головному мозгу о запасах энергии [8; 29]. У боль-
ных с ожирением отмечается повышение уровня 
этого гормона, которое не сопровождается развити-
ем ожидаемого эффекта (снижением потребления 
пищи и увеличением затрат энергии). Так наруше-
ние функции лептина и резистина сопряжено со зна-
чительным увеличением секреции инсулина подже-
лудочной железой. При этом снижается биологиче-
ское действие инсулина, развивается ИР, что ведет к 
развитию сахарного диабета второго типа [10]. На-
рушение биосинтеза и секреции лептина, а также 
утрата им способности оказывать биологическое 
действие могут вызывать репродуктивную дисфунк-
цию. Избыток лептина может оказывать негативное 
влияние на выработку гонадотропинов, в результате 
чего подавляется созревание доминантного фолли-
кула в яичниках и блокируется овуляция [21]. 

Известно, что увеличение массы жировой ткани 
выше нормы на 20 % и более приводит к нарушениям 
функции гипоталамо-гипофизарно-яичниковой систе-
мы [25]. Ожирение, особенно андроидного типа, явля-
ется одним из главных факторов риска развития яич-
никовой гиперандрогении, при этом более чем у 1/3 
женщин может сформироваться СПКЯ. СПКЯ являет-
ся основной причиной нерегулярного ритма менструа-
ций, эндокринного бесплодия, гирсутизма, алопеции, 
себореи и акне, развития гиперпластических измене-
ний в эндометрии [3]. Возникновению поликистозных 
яичников при ожирении, с одной стороны, может спо-
собствовать усиленное превращение эстрогенов в анд-
рогены в стромальных клетках жировой ткани, что 
сопровождается возникновением гиперандрогении 
[20]. С другой стороны, при ожирении развиваются 
инсулинорезистентность и компенсаторная гиперинсу-
линемия. Как известно, инсулин не только регулирует 
уровень глюкозы в сыворотке крови, но и оказывает 
многочисленные эффекты на функцию гипофизарно-
яичниковой системы [45]. Под его влиянием усилива-
ется стероидогенез в яичниках (в меньшей степени – в 
надпочечниках), соответственно, увеличивается про-
дукция мужских половых гормонов. Избыточное коли-
чество инсулина, характерное для женщин с ожирени-

ем, блокирует выработку в печени белков, связываю-
щих половые стероидные гормоны [47]. Вследствие 
этого увеличивается уровень биологически активных 
фракций андрогенов, способных усиливать рост волос, 
что приводит к гирсутизму [28]. 

Частота нарушений менструальной функции у 
женщин с избыточной массой тела достигает 70 %. 
Основой для их формирования служат хроническая 
ановуляция, яичниковая гиперандрогения, часто при-
водящая к формированию синдрома поликистозных 
яичников, а развивающаяся на этом фоне гиперэстроге-
ния – к пролиферативным процессам эндометрия [23]. 

В норме около 95–97 % половых стероидов 
находится в связанном состоянии в комплексе с гло-
булином, связывающим половые стероиды ПССГ 
[7]. В условиях гиперинсулинемии, являющейся ре-
зультатом инсулинорезистентности, в печени сни-
жается синтез белков-переносчиков гормонов, в ча-
стности ПССГ, а также белков, связывающих инсу-
линоподобные факторы роста (ИФР). В результате в 
крови увеличиваются биологически доступные 
фракции андрогенов, в основном тестостерона, эст-
радиола, ИФР, что приводит к повышению их био-
логического воздействия на органы и ткани [22]. 

Обладая сродством к рецепторам ИФР I ти-
па, инсулин, совместно с ИФР-I, в клетках теки и 
стромы яичников способствует усилению ЛГ – за-
висимого синтеза андрогенов в яичниках, повышая 
активность цитохрома Р-450с17a, основного регу-
лятора андрогенеза в яичниках и надпочечниках 
[37]. Повышенные уровни свободного тестостерона 
и андростендиона, активация андрогенеза в яични-
ках приводят к атрезии фолликулов, способствуя 
развитию хронической ановуляции [34]. 

Помимо накопления стероидных гормонов, в 
жировой ткани идет активная их конверсия. Под 
действием ароматазы жировой ткани происходит 
превращение андрогенов в эстрогены, главным об-
разом андростендиона в эстрон. Если у женщин с 
нормальной массой тела лишь около 1% андро-
стендиона конвертируется в эстрон, то при ожире-
нии его конверсия увеличивается в 10 раз [5]. 

Таким образом, при метаболическом синдро-
ме, особенно при абдоминальном фенотипе ожире-
ния, за счет повышения концентрации эстрона и 
фракции биодоступного эстрадиола развивается от-
носительная гиперэстрогения [6]. Длительная гипе-
рэстрогения при дефиците прогестерона и отсутст-
вии его нормальной секреторной трансформации 
способствует развитию пролиферативных процессов 
в эндометрии [10]. В то же время под воздействием 
повышенных концентраций эстрона в эндометрии 
увеличивается экспрессия ИФР-I, а пониженный 
уровень связывающих белков увеличивает биодос-
тупность этого фактора роста. Инсулин и ИФР-I 
способны напрямую, без участия эстрогенов, стиму-
лировать пролиферацию эндометрия [32]. Кроме 
того, и ИФР-I, и эстрогены могут одновременно ак-
тивировать ранние ответы некоторых онкогенов, 
участвующих в регуляции клеточного роста, что 
указывает на синергизм их действия в индукции 
клеточной пролиферации. Таким образом, ИФР-I 
поддерживает эстрогензависимую пролиферацию, а 
в условиях гиперэстрогении участвует в формирова-
нии пролиферативных процессов в эндометрии [23]. 

 
Рак эндометрия на фоне  
метаболического синдрома:  
факторы риска и прогноза 
ГПЭ, являясь пролиферативными заболева-

ниями, при длительном их течении и частом реци-
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дивировании, особенно в сочетании с метаболиче-
ским синдромом, могут быть фоном, на котором 
возможно развитие злокачественного поражения. 
Нами ранее был проведен анализ факторов риска 
развития РЭ у больных с ГПЭ на фоне метаболиче-
ского синдрома с построением формулы для оцен-
ки индивидуального риска. При анализе наиболее 
информативных показателей, вошедших в дискри-
минантную модель, оказалось, что наряду с неко-
торыми антропометрическими параметрами (об-
хват талии и бедер, саггитальный диаметр) для этой 
группы больных значимыми оказались некоторые 
клинико-анамнестические параметры: возраст, воз-
раст появления вторичных половых признаков, 
масса пациентки при рождении, вид вскармливания 
[34]. Известно, что риск развития РЭ повышается с 
возрастом [7], однако у больных ГПЭ с метаболи-
ческим синдромом это параметр должен интерпре-
тироваться, по-видимому, только во взаимосвязи с 
другими важными известными факторами риска, 
так как значительная часть больных с атипичной 
гиперплазией эндометрия и метаболическим син-
дромом в репродуктивном возрасте имеет значи-
тельный риск развития РЭ, особенно при наличии 
бесплодия [33]. При определении факторов, фор-
мирующихся внутриутробно и создающих предис-
позицию к возникновению РЭ выделяют большую 
массу тела при рождении, искусственное вскармли-
вание, более поздний возраст появления вторичных 
половых признаков [23].  

Можно предположить, что избыточные ме-
таболические сигналы (гипергликемия, гиперинсу-
линемия) во время беременности являются одним 
из стимулов к прибавке массы на ранних этапах 
жизни. Принято считать, что гипергликемия у ма-
тери во время беременности приводит к гиперинсу-
линемии у плода. Повышение секреции инсулина 
является одной из причин увеличения массы ново-
рожденного в связи с усилением липосинтеза и жи-
роотложения. Большая, чем в норме, масса плода 
сочетается, как правило, с усилением эстрогенооб-
разования и более высокой гиперэстрогенемией во 
время беременности, а у женщин, родившихся с 
массой свыше 4000 г., в возрасте 15–30 лет имеется 
тенденция к более высокой инсулинемии в глюко-
зотолерантном тесте, а в случае раннего менархе – 
к более высокой концентрации в крови свободного 
эстрадиола [8; 34]. В свою очередь известно, что 
гиперэстрогенемия является значимым фактором 
риска развития РЭ [5]. Кроме того, одним из важ-
ных моментов в развитии метаболических наруше-
ний является характер вскармливания. Искусствен-
ное вскармливание, как известно, в большинстве 
случаев вызывает нарушения углеводного и липид-
ного обменов в условиях сниженного иммунитета 
[6]. Вошедшие в уравнение дискриминантной 
функции гормонально-метаболические показатели 
(ХС-ЛПНП, лептин, тестостерон, прогестерон, уро-
вень гликемии натощак) демонстрируют широкий 
спектр соответствующих нарушений, выраженных 
в наибольшей степени у больных РЭ с метаболиче-
ским синдромом. Наряду с другими показателями 
уровень экспрессии PTEN явился значимым при-
знаком, что согласуется с данными ряда авторов о 
наличии данного белка в большинстве случаев в 
гиперплазированном эндометрии и о постепенной 
утрате экспрессии этого онкосупрессора, в значи-
тельной степени блокирующего проведение сигна-
ла с активированного рецептора инсулиноподобно-
го фактора роста 1 типа, преимущественно в эндо-
метриоидных карциномах [39].  

Выявлено, что факторы, ассоциированные с 
метаболическим синдромом, такие как гиперинсу-
линемия, избыток ИФР, недостаток экспрессии 
белков, связывающих ИФР, гиперлептинемия, ги-
перлипидемия, сочетающиеся часто с гиперэстро-
генемией, способны оказывать модифицирующее 
воздействие на прогноз больных РЭ через связь с 
глубиной инвазии опухоли в миометрий и распро-
странением опухоли на цервикальный канал [9; 34]. 
Полученные собственные данные предварительных 
исследований выявили, что уровень ИФР-I, основ-
ного белка связывающего ИФР (IGFBP-3) и про-
теиназы IGFBP-4 и -5 - PAPP-A в опухолях эндо-
метрия достоверно выше по сравнению с гиперпла-
зированным эндометрием c максимальными значе-
ниями показателей у больных РЭ с метаболическим 
синдромом. Уровень ИФР-I и PAPP-A в опухолях 
эндометрия зависел от экспрессии рецепторов сте-
роидных гормонов и онкосупрессора PTEN и был 
значительно выше в PTEN-негативных и рецептор-
положительных опухолях. Полученные данные 
представляют значительный интерес, поскольку 
PTEN подавляет антиапоптогенные эффекты фос-
фоинозитол-3 киназа/ серин-треонин протеинкина-
за/Akt сигнального пути, который активируется в 
клетке при связывании рецептора ИФР со своими 
лигандами. Получены данные о взаимосвязи между 
уровнем основного белка, связывающего ИФР – 
IGFBP-3 – у больных РЭ с метаболическим син-
дромом и уровнем лептина, инсулина и глюкозы в 
сыворотке крови, что, возможно, свидетельствует о 
наличии регуляции внутриопухолевого уровня 
IGFBP-3 лептином, инсулином и глюкозой [39].  

Анализ наиболее значимых факторов, во-
шедших в дискриминантные прогностические мо-
дели для больных РЭ с метаболическим синдромом 
и без метаболических нарушений, показал, что ста-
тистически значимым фактором в обеих моделях 
является уровень металлопротеиназы PAPP-A в 
опухоли. Исследования показали, данный белок 
обладает свойствами специфической протеиназы 
IGFBP-4 и -5, секретируется не только клетками 
трофобласта, но и обнаруживается в фолликуляр-
ной жидкости, в семенной и простатической жид-
кости, продуцируется стромальными клетками 
нормального, гиперплазированного и малигнизиро-
ванного эндометрия, а также рядом опухолей эпи-
телиального происхождения [34]. Причем в малиг-
низированном эндометрии уровень экспрессии 
PAPP-A был значительно выше по сравнению с ги-
перплазированным (иммуногистохимическое ис-
следование) [23], что созвучно полученным нами 
данным. В тоже время результаты нашего исследо-
вания показали, что в части опухолей PAPP-A не 
продуцируется. В плане прогноза в обеих группах 
высокий уровень PAPP-A в опухоли ассоциировал-
ся с неблагоприятным прогнозом. Учитывая полу-
ченные результаты и имеющиеся данные литерату-
ры можно предположить, что больные с ГПЭ и РЭ 
с метаболическим синдромом имеют собственные 
факторы прогноза, отличные от общей группы 
больных и ассоциированные с системой инсулино-
подобных факторов роста.  

 
Современные методы коррекции  
метаболического синдрома  
у больных с гиперпластическими  
процессами эндометрия 
Известно, что риск опухолевой трансформа-

ции ГПЭ возрастает в 7–9 раз при различных мета-
болических нарушениях гормонального обмена в 
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организме [32]. Вместе с тем нет единой точки зре-
ния на вопрос, каким образом рассматривать в дан-
ном контексте метаболический синдром – как один 
из многих известных модифицирующих факторов 
риска или как фундамент (основа), на котором 
формируются ГПЭ, которые при определенных 
условиях переходят в рак. Традиционные методы 
лечения ГПЭ, в том числе и ГПЭ на фоне метабо-
лического синдрома не включают коррекцию мета-
болических нарушений [31]. Однако имеются при-
меры регрессии атипичной эндометриальной ги-
перплазии, резистентной к прогестинам, у больных 
в сочетании с диабетом, инсулинорезистентностью, 
синдромом поликистозных яичников и бесплодием 
при терапии метформином или метформином в со-
четании с оральными контрацептивами [23]. Мож-
но предположить, что метаболическая коррекция 
гормонально-метаболических нарушений у боль-
ных ГПЭ в сочетании с метаболическим синдромом 
и высоким риском развития РЭ будет способство-
вать снижению риска развития РЭ. В этом плане 
эффективна разработка как методов прогнозирова-
ния течения ГПЭ на фоне метаболического син-
дрома, так и вариантов метаболической реабилита-
ции таких больных. 

 
Современные подходы  
к метаболической реабилитация больных  
раком эндометрия 
Возможность лечения и коррекции метабо-

лического синдрома (а так же отдельных состав-
ляющих этого синдрома) представлена во многих 
исследованиях. В коррекции метаболического син-
дрома важное место занимает изменение образа 
жизни – соблюдение диеты и выполнение умерен-
ных физических упражнений. В литературе имеют-
ся данные трех крупных исследований (Da Qing 
study, 2008; DPP,2009; FDP, 2005), которые показа-
ли, что изменение образа жизни у лиц с метаболи-
ческими нарушениями в течение 3 лет снижает 
риск развития осложнений МС почти на 58 % [3]. 
Доказано, что систематическое соблюдение диеты 
и выполнение физической нагрузки (снижение мас-
сы тела на 5 %, ограничение жиров в суточном ра-
ционе и насыщенных жирных кислот, увеличение 
доли приема клетчатки, физическая нагрузка не 
менее 30 мин в день) с продолжительностью не 
менее 3–6 мес приводит к достоверному снижению 
массы тела на 11%, окружности талии – на 9%, 
уровня холестерина ЛПНП – на 13% и триглицери-
дов – на 24%; это сочетается с улучшением инсу-
линочувствительности – на 15% [4].  

Но несмотря на то, что в последние годы су-
щественно изменились принципы лечения метаболи-
ческого синдрома, ни один из многочисленных пред-
лагаемых способов терапии не обеспечивает длитель-
ного успеха [4,12]. По крайней мере, не менее чем у 
90% пациенток исходная масса тела восстанавливает-
ся в течение первого года после окончания диетотера-
пии [18]. Именно поэтому в литературе данное об-
стоятельство называется «weight cycling» (круговорот 
веса тела) [30]. В лечении основного компонента МС 
– ожирения наиболее эффективным способом являет-
ся сочетание диетотерапии, повышение физической 
нагрузки и поведенческой терапии, при условии дол-
говременного наблюдения и поддержки со стороны 
медицинских работников [40].  

В этом плане весьма перспективными сред-
ствами лечения метаболического синдрома пред-
ставляются диеты, в которых делается акцент на 
полезных для здоровья продуктах, в частности дие-

ты DASH и средиземноморская. Эти диеты богаты 
фруктами, овощами и клетчаткой, содержат мало 
насыщенных жиров и могут включать много моно-
ненасыщенных жиров. В рамках программ по сни-
жению веса такой рацион позволит устранить мно-
гие факторы риска метаболического синдрома, 
включая инсулинорезистентность и воспаление. 
Хороший положительный эффект имеется при при-
соединении физических нагрузок, который обу-
словлен повышением чувствительности к инсулину, 
снижением уровня глюкозы в крови. При этом до-
казано, что улучшение чувствительности к инсули-
ну зависит от степени физических нагрузок: чем 
выше эти нагрузки, тем больше эффект. Кроме того, 
выявлено, что физическая активность, даже в от-
сутствие снижения веса, способствует уменьшению 
жировых отложений в клетчатке внутренних орга-
нов и в подкожной клетчатке живота. Важным мо-
ментом является необходимость индивидуального 
подхода к выбору объема (частота, длительность по 
времени) и типа (статический, динамический) фи-
зических упражнений. 

Отмечается, что наиболее значимым меди-
цинским последствием ожирения является сахар-
ный диабет второго типа, так как ожирение являет-
ся важнейшим среди ведущих факторов риска раз-
вития сахарного диабета [14]. 

При этом следует отметить определенные 
особенности метаболического синдрома у больных 
РЭ. Больные РЭ – соматически отягощенный кон-
тингент больных с длительным анамнезом по ги-
пертонической болезни и сахарному диабету. При-
чем более 40 % больных РЭ получают, как правило, 
до установки основного диагноза систематическую 
антигипертензивную терапию, а 14 % – антидиабе-
тическое лечение [18]. Частота встречаемости диа-
бета у всех больных РЭ по данным литературы со-
ставила от 1,3 до 22 %, причем отмечается, что при 
проведении теста на толерантность глюкозе у 72 % 
больных РЭ выявляется нарушения толерантности 
к глюкозе, что созвучно и нашим собственным 
данным [19]. Закономерно, что у больных РЭ в со-
четании с метаболическим синдромом эти наруше-
ния выявляются еще чаще, причем нарушение то-
лерантности к глюкозе превалирует.  

В этом аспекте необходимо отметить много-
численные многоцентровые исследования по пре-
дупреждению развития сахарного диабета второго 
типа у больных с ожирением и нарушением толе-
рантности к глюкозе, в абсолютном большинстве 
которых было показано, что интенсивное измене-
ние стиля жизни (диетотерапия, повышение физи-
ческой активности) или изменение стиля жизни в 
сочетании некоторыми антидиабетическими и ве-
соредуцирующими препаратами (метформин, акар-
боза, троглитазон, орлистат) при их длительном 
использовании (не менее года) более чем на 25 % 
снижает риск возникновения сахарного диабета 2 
типа и даже смертность от осложнений диабета. 
Причем четко показано, что средством повышения 
действенности лечения ожирения является фарма-
котерапия, которая помогает более интенсивно 
снижать массу тела, предотвращает развитие реци-
дивов, улучшает метаболические показатели и за-
крепляет приверженность больных лечению [32].  

В ряде исследований показано, что возможна 
коррекция метаболических нарушений в составе ком-
плексной терапии как у больных ГПЭ в плане профи-
лактики РЭ, так и у больных РЭ в плане повышения 
качества жизни и снижения неассоциированной с ос-
новным заболеванием летальности. Уникальной осо-
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бенностью РЭ является то, что эти больные как прави-
ло страдают ожирением, ожирение явилось значимым 
фактором риска развития РЭ у этих больных и эти 
больные как правило не предпринимают никаких уси-
лий по изменению стиля жизни и борьбой с ожирением 
после установки диагноза. Показано, что интервенци-
онные программы по изменению образа жизни (гипо-
калорийная диета, физические нагрузки, формирование 
ограничительного типа пищевого поведения) у боль-
ных РЭ с ожирением возможны и достаточно эффек-
тивны, высока приверженность больных такому лече-
нию [16]. Интересно отметить, что даже у значитель-
ной части соматически здоровых женщин с ожирением 
имеются психо-эмоциональные нарушения (тревога, 
депрессии, тревожно-депрессивные нарушения, ипо-
хондрия) и нарушение пищевого поведения [30]. У 
больных РЭ с ожирением, ведущих обычный для себя 
образ жизни после проведенного лечения, качество 
жизни обычно не страдает, однако со временем стати-
стически значимо по сравнению с больными РЭ, изме-
нившими стиль жизни (питание, физические нагрузки), 
возрастает количество депрессий [24]. Результаты 12-
месячного рандомизированного интервенционного 
исследования по изменению стиля жизни у тучных 
больных РЭ I–II стадии показали, что хотя в целом 
данная интервенция не влияла на глобальное качество 
жизни, однако у похудевших пациентов статистически 
значимо повысилась самоэффективность (психологи-
ческий термин, означающий убеждение человека, что в 
сложных ситуациях он сможет действовать активно, 
вера в эффективность собственных действий), эмоцио-
нальное здоровье, изменился тип пищевого поведения 
с преобладанием самоограничительного варианта. Од-
нако у успешно похудевших больных РЭ частота эпи-
зодов дисингибирования (растормаживания) – т.е. ко-
личество эпизодов потери контроля над питанием 
вследствие дисингибиторов (стресс, изменение на-
строения, алкоголь) была выше, чем у пациентов, на-
бравших вес, что диктует необходимость пристального 
изучения данного феномена [21]. 

Известно еще одно исследование по изуче-
нию ассоциации качества жизни у больных РЭ в 
зависимости от индекса массы тела и уровня физи-
ческой нагрузки (физических упражнений). Выяв-
лено, что женщины, регулярно встречающиеся со 
специалистами здравоохранения по вопросам сни-
жения веса, выполнения физических упражнений 
по сравнению с женщинами, не получающими та-
кой помощи, имеют более высокий уровень качест-
ва жизни. Многофакторный регрессионный анализ 
выявил, что у больных РЭ как уровень выполнения 
физических упражнений, так и значения индекса 
массы тела явились факторами, ассоциированными 
с качеством жизни [47]. Результаты данных иссле-
дований наглядно демонстрируют существенную 
роль врача-онкогинеколога и врача-психотерапевта 
(психиатра) в формировании мотивации и повыше-
нии приверженности и в целом эффективности 
данного вида метаболической реабилитации боль-
ных РЭ с метаболическим синдромом. 

Как ранее было отмечено, рациональная 
фармакотерапия помогает более интенсивно сни-
жать массу тела, предотвращает развитие рециди-
вов, улучшает метаболические показатели и закре-
пляет приверженность больных лечению. В данном 
аспекте необходимо отметить исследования L.A. 
Cantrell et al. (2010), где показано, что известный 
антидиабетический препарат метформин ингибиру-
ет пролиферацию в клеточных линиях РЭ ECC-1 и 
Ishikawa за счет активации аденозинмонофосфат-
киназ и ингибирования mTOR сигнального пути. 

Недавно были представлены новые аспекты мет-
формина, который, кроме своего мягкого гипогли-
кемического действия, снижает выраженность ги-
перинсулинемии, облегчает высвобождение инсу-
лина из бета-клеток поджелудочной железы, увели-
чивает экспрессию инсулиновых рецепторов на 
адипоцитах, уменьшает пролиферацию эндотелио-
цитов, гладкой мускулатуры и фибробластов в ус-
ловиях гипоксии [18]. На клиническом материале в 
исследованиях Л.М. Берштейн с соавт. (2004) пока-
зано, что больные РЭ с высоко- и умереннодиффе-
ренцированными опухолями имели статистически 
более высокий уровень инсулина и С-пептида в 
сыворотке крови по сравнению больными с низко-
дифференцированными и неэндометриоидными 
опухолями. Кроме того, уровень инсулинемии по-
зитивно коррелировал со стадией заболевания 
только в группе высоко- и умереннодифференци-
рованных опухолей. У части больных РЭ гиперин-
сулинемия и инсулинорезистентность ассоцииро-
валась с агрессивным течением заболевания, но это 
не являлось результатом повреждения ДНК, что, 
по-видимому, позволяет предположить эффектив-
ность антидиабетических препаратов, глитазонов и 
статинов в лечении этой категории больных [8]. 

В настоящее время одобрены два лекарствен-
ных препарата для длительного лечения ожирения: 
сибутрамин и орлистат. Сибутрамин относится к 
ингибиторам обратного захвата норадреналина и 
серотонина. Нормализует уровень углеводов и ли-
пидов в крови в соответствии со степенью снижения 
веса. Орлистат – ингибитор панкреатической липа-
зы, снижает всасывание поступающих с пищей жи-
ров на 30 % и приводит к снижению уровня глюкозы 
и артериального давления в соответствии со степе-
нью снижения веса, при этом уровень липидов сни-
жается сильнее, вероятнее всего из-за уменьшения 
всасывания жиров. Что касается методов хирургиче-
ского лечения ожирения, то в настоящее время это 
один из самых распространенных и эффективных 
методов лечения. Выделяют два основных метода: 
уменьшение объема желудка (наиболее распростра-
ненная из них – бандажирование желудка), и те, ко-
торые в дополнение к этому снижают всасывание 
питательных веществ в кишечнике (гастрошунтиро-
вание). Наряду с вышеперечисленными методами 
достаточно эффективными показали себя такие ме-
тоды, как вертикальная гастропластика или билео-
панкреатическое шунтирование (с выключением 
двенадцатиперстной кишки или без него) [15]. 

Таким образом, гиперпластические процессы 
и рак эндометрия на фоне метаболического син-
дрома являются важной медицинской и социальной 
проблемой. Метаболическая коррекция гормональ-
но-метаболических нарушений у больных ГПЭ с 
высоким риском развития РЭ будет способствовать 
снижению риска злокачественной трансформации, 
что определяет необходимость дальнейшей разра-
ботки как методов прогнозирования течения ГПЭ 
на фоне метаболического синдрома, так и вариан-
тов метаболической реабилитации таких больных. 
Метаболическая реабилитация больных РЭ, это, 
прежде всего, изменение стиля жизни в сочетании с 
рациональной фармакотерапией, которая позволит 
улучшить качество жизни этой категории больных, 
а также повысить показатели выживаемости вслед-
ствие снижения выраженности сопутствующей 
сердечно-сосудистой патологии и ее осложнений, 
минимизации проявлений поздних сосудистых ос-
ложнений, сахарного диабета и снижения риска 
развития полинеоплазий.  
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Резюме 
 

Обзор литературы посвящен взаимодействию липидных нанокапсул, к которым относятся липосомы и 
иммунолипосомы, с клеткой. Обсуждаются различные механизмы проникновения липосом и иммунолипосом в 
клетку, их судьба в клетке. 
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INTERACTION OF LIPID NANOCAPSULES AND CELL 
FSBI «N.N. Blokhin RCRC» RAMS, Moscow 

 
Abstract 
 
This review is focused on interaction of lipid nonocapsules (liposomes and immunoliposomes) and cell. Differ-

ent mechanisms of internalization of liposomes and immunoliposomes into cell are discussed. 
 
Key words: liposomes, immunoliposomes, cell, internalization, endosomes. 
 
Введение 
 
Липидные нанокапсулы обсуждаются во мно-

гих публикациях как удобный инструмент для на-
правленной доставки противоопухолевых препаратов 
[1; 2; 4; 7; 8; 11; 12; 15; 31; 33; 42; 45]. Липосомы – 
сферические структуры, состоящие из одного или 
многих концентрических липидных бислоев, струк-
тура которых похожа на биологическую мембрану. В 
гидрофильную фазу липидного бислоя липосом мож-
но включать водорастворимые препараты, а в гидро-
фобную – водонерастворимые субстанции. Благодаря 
этому свойству липосом созданы из водонераствори-
мых субстанций препараты для фотодинамической 
терапии [5; 6]. Липосомы увеличивают доставку в 
опухоль большего количества препаратов. Так, липо-
сомы диаметром 70 нм способны содержать 2 000 
молекул лекарства, а конъюгаты полимера и лекарст-
ва – только 9 молекул [17; 38]. Липосомы биосовмес-
тимы с организмом, не аллергенны, не антигенны и не 
токсичны [60]. Для активной направленной доставки 
липосомы конъюгируют с различными лигандами, 
включая антитела или фрагменты антител, витамины, 
гликопротеины, пептиды и олигонуклеотиды [41]. 
Иммунолипосомы получают, конъюгируя с липид-
ными нанокапсулами антитела или фрагменты анти-
тел, являющиеся таргетным лигандом. Мишенями 
иммунолипосом являются различные поверхностные 
мембранные антигены опухолевых клеток или вновь 
образующихся сосудов опухоли, отсутствующие на 
нормальных тканях [3]. 

 
Пути интернализации липидных нанокапсул 
Понимание процессов интернализации и пе-

реработки липидных нанокапсул в клетке важно 
для обеспечения эффективной доставки препаратов 
в клетку [66]. Большинство знаний о процессах ин-

тернализации было получено при изучении вирус-
ных частиц [50]. Липосомы и иммунолипосомы 
интернализуются двумя путями – слиянием с цито-
плазматической мембраной и эндоцитозом. Боль-
шинство липидных нанокапсул интернализуются 
клетками через пути эндоцитоза [40]. Эндоцитоз 
подразделяют на клатрин-зависимый и кавеола-
зависимый.[19; 55]. Кроме того, описаны клат-
рин/кавеола-независимый эндоцитоз и холестерол-
зависимый эндоцитоз [21; 26; 43; 44; 48]. Также 
липосомы могут интернализоваться путем макро-
пиноцитоза.  

Процесс внутриклеточной доставки лекарств 
зависит от свойств наноносителя и от пути эндоци-
тоза, который определяется молекулярной инициа-
цией, размером и составом эндоцитируемых вези-
кул. [46; 52; 55; 61; 68].  

Клатрин-зависимый эндоцитоз является 
главным механизмом интернализации иммуноли-
посом [39]. При этом иммунолипосома связывается 
с рецептором цитоплазматической мембраны, что 
вызывает сборку АР-2 комплекса на внутренней 
стороне цитоплазматической мембраны. АР-2 ком-
плекс служит центром для полимерезации клатри-
на. Когда последний закрепляется на внутренней 
стороне цитоплазматической мембраны, эта ло-
кальная зона начинает инвагинировать, и образует-
ся ямка. Затем липосома целиком обволакивается 
мембраной, и с помощью белка динамина везикула 
отпочковываются от цитоплазматической мембра-
ны в цитозоль. Покрытые клатрином везикулы за-
тем теряют его и после этого называются эндосо-
мами [18; 54; 66]. Мембранная протонная помпа в 
эндосомах вызывает приток протонов, что приво-
дит к длительному снижению рН при созревании 
эндосомы. В ранних эндосомах рН составляет 6,2–
6,3, а в поздних – 5,0–5,5.  
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Поздние эндосомы сливаются с лизосомами, 
в которых рН = 4,8–5,4 [36]. Содержимое ранних 
эндосом может рециклировать через каналы в мем-
бране эндосомы и освобождаться в цитозоль. Лизо-
сомы содержат переваривающие ферменты и раз-
рушают липосомы [22].  

Макропиноцитоз – клатрин-независимый, но 
холестерол-зависимый путь эндоцитоза крупных 
молекул в опухолевых клетках, происходящий с 
активацией мембраны или цитоскелета. Этим спо-
собом интернализуются частицы размером больнее 
500 нм [27]. Макропиноцитоз начинается с появле-
ния крупных волн на поверхности цитоплазматиче-
ской мембраны, которые затем втягиваются внутрь 
и закрываются. До недавнего времени считалось, 
что макропиноцитоз является неселективным про-
цессом интернализации. Однако сейчас обнаруже-
но, что макропиноцитоз участвует в сборе антиге-
нов антиген презентирующими клетками [27]. В 
результате макропиноцитоза образуются эндосомы, 
содержимое которых впоследствии разрушается 
лизосомами [66]. 

Кавеолин-зависимый эндоцитоз имеет сход-
ство с клатрин-зависимым эндоцитозом, но их 
главное различие – в дальнейшей судьбе липидных 
нанокапсул внутри клетки. В кавеолин-зависимый 
эндоцитоз вовлечены кавеолин-1+ структуры, кото-
рые состоят из больших внутриклеточных структур 
с нейтральной рН, малых везикул и трубочек. Ка-
веолиновые белки распознают липидные домены 
(липидные рафты), которые содержат локально 
высокие концентрации холестерола, насыщенных 
липидов и сигнальных белков, таких как рецепто-
ры, интегрины и киназы [18; 66]. Кавеолиновые 
белки собираются во внутреннем слое плазматиче-
ской мембраны, образуя шпилькообразные струк-
туры. Предполагается, что эти структуры усилива-
ют изгиб мембраны, образуя небольшие инвагина-
ции. Как и при клатрин-зависимом эндоцитозе, с 
помощью динамина происходит отсекание инваги-
нации с образованием эндосомы, которая называет-
ся кавеосомой. Кавеосомы не доставляют свой груз 
в лизосомы и таким образом избегают лизосомаль-
ной деградации. Они имеют нейтральный рН и яв-
ляются промежуточным переносчиком [18]. В на-
стоящее время неизвестно, что далее происходит с 
кавеосомой и ее содержимым внутри клетки. Одна-
ко перед исследователями стоит задача направить 
липидные нанокапсулы по пути кавелин-
зависимого эндоцитоза, так как это возможно обес-
печит сохранную доставку соединений белковой 
природы в клетку без их деградации в лизосомах. 

Хотя липидные нанокапсулы в большинстве 
случаев входят в клетку с помощью разных путей 
эндоцитоза, слияние с цитоплазматической мем-
браной возможно и даже желательно для прямой 
доставки содержимого в цитозоль для избегания 
лизосомального разрушения. Пока не ясно, являет-
ся ли пенетрация липосомами цитоплазматической 
мембраны пассивным или активным процессом. 
Одни исследователи считают процесс пассивным, 
хотя другие – активным [35; 48; 63].  

Вероятно, механизм слияния липосомы с 
клеткой зависит от размера и состава липосомы, а 
также типа клеток-мишеней.  

Так, липосомы размером 100 нм хуже про-
никают в клетку по сравнению с липосомами раз-
мером 50 нм [48]. Для содействия прямому слия-
нию исследуется взаимодействие липидных рафтов 
на клеточной мембране с различными составами 
липосом [30]. 

Подходы к улучшению проникновения  
липидных нанокапсул в клетку 
Проникновение иммунолипосом в клетку 

представляет собой процесс взаимодействия между 
лигандом и рецептором. Показано, что связывание 
несущих препарат иммунолипосом с эпитопом, 
способным к интернализации, приводит к эффек-
тивному попаданию лекарства в клетку и вызывает 
хороший терапевтический эффект. Преимущество 
имеют те антитела, которые индуцируют пиноци-
тоз комплекса антиген-иммунолипосомы, т.к. не 
все антигены способны попадать внутрь клетки 
после контакта с антителом. Хорошо интернализу-
ются моноклональные антитела против лейкоци-
тарных антигенов CD5 и CD19, не интернализуют-
ся антитела против В-клеточных антигенов CD20 и 
HLA-DR [9]. 

С целью улучшения проникновения липосом 
в цитоплазму используют пенетрирующие клетку 
пептиды, которые могут рассекать клеточную мем-
брану и способны индуцировать слияние мембраны 
с липосомой при низком рН. Это пептиды главным 
образом олигокатионной природы, происходящие 
из белков вирусов, насекомых или млекопитающих 
с мембрано-транслоцирующими свойствами, т.е. 
относящиеся к семейству ТАТ [23; 28; 47; 61; 67]. 
Доставка препаратов с помощью модифицирован-
ных пенетрирующими пептидами липосом проис-
ходит с участием разных механизмов. Для ТАТ-
модифицированных липосом показано, что ТАТ 
связывается с отрицательно заряженным гликозоа-
миногликаном на клеточной поверхности через 
ионное взаимодействие. Также ТАТ может взаимо-
действовать с липидными рафтами на клеточной 
поверхности независимым от рецепторов образом, 
стимулируя интернализацию путем макропиноци-
тоза, вызывая снижение рН и дестабилизацию ли-
пидного бислоя макропиносомных везикул [20; 64; 
65]. Модифицированные пенетрирующими пепти-
дами липосомы могут также интернализовываться 
путем клатрин- или кавеолин-зависимого эндоци-
тоза [53]. Механизм интернализации, обусловлен-
ный пенетрирующими пептидами, определяется 
многими факторами, включающими концентрацию 
пептида, тип клеток, мембранные компоненты [39].  

Оригинальным направлением является 
включение в липосомы порообразующего белка 
листериолизина О, который улучшает доставку 
макромолекул из липосом в цитоплазму клетки 
[34]. Листеиолизин О является белком с молеку-
лярной массой 58 кДа. Он использует холестерил 
для образования пор в эндосомальной мембране. С 
помощью этого белка L. monocytogenes выходит из 
эндосом в цитоплазму инфицированных клеток. M. 
Kulberg et al. продемонстрировали, что включение 
листериолизина О в термочувствительные иммуно-
липосомы против Her-2–рецептора повысило в 22 
раза проникновение иммунолипосом в цитоплазму 
антиген-положительных клеток. Кроме того, спо-
собность листеролизина О образовывать поры в 
эндосомах приводит к выходу препарата в цито-
плазму клетки. Использование векторной системы, 
основанной на моноклональных антителах против 
Her-2–рецептора и включенного в липосому листе-
риолизина О, позволило снизить эффективную те-
рапевтическую дозу противоопухолевого препара-
та, при которой погибали опухолевые клетки рака 
молочной железы in vitro, в тысячу раз [34]. 

До конца не ясен вопрос о количестве вклю-
ченного в липосомы препарата, попадающего в 
лизосомы. По данным A. Paillard et al. после 2 ч 
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экспозиции в лизосомах обнаруживали только 10 % 
липосомального препарата, поступившего в клетку 
[48]. В этой работе липидные нанокапсулы состоя-
ли из триглициридов, лецитина, неионного сурфак-
танта и полиэтиленгликоля гидроксистеарата (HS-
PEG). Эти липосомы после 2 мин экспозиции нака-
пливались в клетке через активный и насыщающий 
механизмы с вовлечением эндогенного холестеро-
ла, главным образом – через клатрин/кавеолин-
независимый пути. Однако по другим данным [29; 
37; 55; 58] в лизосомах находили около 80 % нано-
частиц. Вероятно, результат зависит от композиции 
липидов и от размера липосом. 

Липосомы значительно улучшают транспорт 
препарата из апикальных в базолатеральные ком-
партменты поляризованных эпителиальных клеток 
[48; 56]. Они препятствует эффлюксу препарата из 
апикальной части клеток. Липосомальная лекарст-
венная форма препарата может не только помочь в 
продвижении препарата в цитоплазме клеток, но 
также снизить накопление препарата в кислых суб-
клеточных компартментах [48].  

 
Судьба липидных нанокапсул  
внутри клетки 
Для белковых препаратов, а также содержа-

щих ДНК и РНК, важно, чтобы они быстро освобо-
дились из эндосом и не попали в лизосомы, так как 
существует риск инактивации загруженного в на-
нокапсулу терапевтического препарата кислыми 
гидролазами из эндо-лизосомальных компартмен-
тов [29; 49; 66]. Например, siRNA эффективны 
только при доставке в цитозоль клетки [13].  

На судьбу липидных нанокапсул в клетке 
также влияет пегилирование, которое является серь-
езным барьером для эндосомального освобождения 
препаратов [22; 25; 62]. Хотя пегилирование увели-
чивает время циркуляции липосом в крови и способ-
ствует накопление их в опухоли, оно снижает захват 
липосом клетками, а поступивший в клетку препарат 
не может выйти из эндосом и далее разрушается в 
лизосомах. Эти конфликтные свойства ПЭГ извест-
ны под название «ПЭГ–дилемма» [51]. 

Освобождение лекарственного препарата из 
эндосом представляет собой большую проблему [22; 
24;34; 48; 62].  

Пенетрация эндосомального барьера и дос-
тавка макромолекул в цитоплазму клеток остается 
важной задачей в разработке системы липосомаль-
ной доставки препаратов. Учитывая важность вы-
свобождения макромолекул в цитоплазму клетки, 
разрабатываются различные методы освобождения 
препарата из эндосом. К этим методам относится 
коньюгация липосом с вирусными компонентами, 
вследствие чего увеличивается вероятность слияния 
липосом с эндосомальной мембраной через окисле-
ние эндосом [59]. Избеганию попадания наночастиц 
в лизосомы способствует их комбинации с рН-
чувствительными пептидами, сливающимся липоп-
лексом, «proton sponge» полиплексом или динамиче-
ской поликонъюгацией, что также вызывает слияние 
липосомальной и эндосомальной мембран [14; 57; 
59; 69].Другим подходом является включение в ли-
посомы разрушающих мембрану полимеров и фото-
сенсибилизаторов, вызывающих разрушение эндо-
сом и повышающих цитоплазматическую доставку 
лекарственного препарата.  

Показано, что быстрое освобождения доксо-
рубицина из интернализованных липосом коррели-
рует с накоплением доксорубицина в клеточном 
ядре и большей цитотоксичностью [32]. Сейчас 
активно исследуются вопросы усиления внутрикле-
точной доставки и триггерного освобождения док-
сорубицина из интернализорванных липосом. Это 
достигается путем температурного воздействия в 
термозависимых липосомах [10; 16].  

 
Заключение 
 
Липидные нанокапсулы являются удобной 

системой для направленной доставки лекарствен-
ных препаратов в опухоль. Они дают возможность 
использовать меньшие концентрации противоопу-
холевых химиопрепаратов, снижают токсичность, и 
доставляют их непосредственно в опухоль. Однако 
для олигонуклеотидов и белков, которые активно 
изучаются для применения в онкологии, есть риск 
разрушения внутри лизосом. В связи с этим необ-
ходимы дальнейшие исследования, направленные 
на совершенствование лекарственной формы для 
улучшения высвобождения препаратов из эндосом 
в цитоплазму опухолевой клетки. 
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Резюме 
 
В работе была исследована роль экзогенного IGF-1 в регуляции экспрессии мРНК генов MDR1, MRP1, 

BCRP, LRP, ответственных за возникновение МЛУ, в трех линиях клеток ММ человека: RPMI1640, RPMI8226 и 
IM9. Указанные линии клеток культивировали в среде без сыворотки в присутствии и отсутствии экзогенного 
IGF-1 в течение 72 ч, а затем с использованием метода ОТ-ПЦР исследовали экспрессию мРНК генов МЛУ. 
Было показано, что в линии клеток RPMI8226 экзогенный IGF-1, добавленный в физиологических концентра-
циях, негативно регулировал экспрессию мРНК генов MRP1 и LRP и не влиял на экспрессию мРНК гена BCRP. 
Экспрессия мРНК MDR1 в этой линии клеток не выявлялась изначально. В двух других линиях клеток ММ: 
RPMI1640 и IM9 экзогенный IGF-1 не влиял на экспрессию мРНК исследованных генов МЛУ.  

 
Ключевые слова: множественная миелома, инсулиноподобный фактор роста 1-го типа, экспрессия 

мРНК, множественная лекарственная устойчивость. 
 
 

S.S. Shushanov, T.A. Kravcova, A.A. Stavrovskaya 
IGF-1 - DEPENDENT EXPRESSION OF MRNA OF GENE MRP1 AND LRP  
IN HUMAN MULTIPLE MYELOMA CELL LINES 
FSBI «N.N. Blokhin RCRC» RAMS, Moscow 

 
Abstract 
 
The role of exogenous insulin-like growth factor type-1 (IGF-1) in the regulation of mRNA expression of genes: 

MDR1, MRP1, BCRP, LRP, responsible for the emergence of MDR, in the three cell lines of human MM: RPMI1640, 
RPMI8226, and IM9 were investigated. These cell lines were cultured in serum-free medium in the presence and ab-
sence of exogenous IGF-1 levels within 72 hours, and then using the RT-PCR investigated the mRNA expression of 
MDR genes. It was shown that the exogenous IGF-1 added at the physiological concentrations in to the cell line 
RPMI8226 negatively regulate the expression of mRNA: MRP1 and LRP, and did not affect the mRNA expression of 
the gene BCRP. Expression of MDR1 mRNA in this cell line is not detected initially. In two other cell lines MM: 
RPMI1640 and IM9 exogenous IGF-1 had no effect on mRNA expression of MDR genes studied. 

 
Key words: multiple myeloma, insulin-like growth factor type-1, mRNA expression, multidrug resistance. 
 
Введение 
 
ММ – лимфопролиферативное заболевание, 

морфологическим субстратом которого являются 
плазматические клетки, продуцирующие монокло-
нальный иммуноглобулин. Одним из злокачествен-
ных свойств клеток ММ является их способность 
мигрировать и локализоваться в костном мозге, где 
они пролиферируют и секретируют моноклональ-
ный иммуноглобулин (M-белок), а также активи-
руют остеокласты, которые разрушают костную 
ткань [1]. Длительность жизни больных в основном 
зависит от чувствительности к лечению противо-
опухолевыми препаратами, среди которых алкили-
рующие соединения (мелфалан, циклофосмамид, 
хлорбутин и другие), доксорубицин, бортезомиб 
(велкейд) [5]. Со временем у многих больных ММ 
развивается устойчивость к самым разным химиоп-
репаратам, различающимся и по химической струк-

туре, и по механизму действия. Иными словами, 
возникает множественная лекарственная устойчи-
вость [2; 3]. Одним из хорошо охарактеризованных 
на сегодняшний день молекулярных механизмов 
МЛУ опухолей человека является повышенная ак-
тивность Pgp, кодируемого геном MDR1. Pgp явля-
ется трансмембранным белком и работает по прин-
ципу насоса, который, используя энергию АТФ, 
выбрасывает из клетки лекарственные препараты. 
То есть, чем большее количество этого белка в мем-
бране клетки, тем больше лекарства выбрасывается 
из клетки и, как результат, более высокая устойчи-
вость клетки к лекарственным препаратам [2; 3]. P. 
Sonneveld и соавт. показали, что у нелеченных боль-
ных ММ экспрессия Pgp обнаруживается только в 1–
2 % образцов биопсий, тогда как у леченных боль-
ных, у которых возник рецидив и они стали нечувст-
вительными к химиопрепаратам, экспрессия Pgp 
обнаруживается в 40–80 % случаев [21].  
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Синтез белка Pgp регулируется на уровне 
транскрипции его мРНК то есть, чем больше в 
клетке мРНК гена MDR1, тем больше в мембране, 
окружающей клетку, белка Pgp. 

Наряду с Pgp в МЛУ вовлечены также и дру-
гие известные на сегодняшний день белки: АТФ-
зависимые транспортеры MRP1, BCRP, а также 
белок LRP, экспрессия которых также регулируется 
на уровне траскрипции их мРНК [2; 3; 7].  

Несмотря на то, что сегодня созданы различ-
ные классы ингибиторов, которые в основном явля-
ются конкурентами субстратов перечисленных выше 
белков-транспортеров, их действие в преодолении 
МЛУ пока недостаточно эффективно, и в некоторых 
случаях такие ингибиторы вызывают сильные нега-
тивные побочные эффекты [11]. Поэтому наряду с 
дальнейшим совершенствованием уже имеющихся 
ингибиторов и поиском новых классов и типов инги-
биторов МЛУ, которые были бы с одной стороны 
более эффективными, а с другой – универсальными 
для всех белков-транспортеров и не имели бы побоч-
ных эффектов, необходимо параллельно проводить 
фундаментальные исследования молекулярных меха-
низмов регуляции экспрессии и активации самих бел-
ков МЛУ. Предварительные экспериментальные дан-
ные позволяют высказать гипотезу о том, что лекар-
ственная устойчивость клеток ММ может возникать 
при взаимодействии между В-клеточным опухолевым 
клоном и микроокружением костного мозга, которое 
состоит из экстраклеточного матрикса, клеток стромы 
и других клеток. Показано, что взаимодействие кле-
ток ММ с клетками стромы костного мозга активиру-
ет в последних транскрипцию и секрецию цитокинов 
и ростовых факторов, в том числе и инсулиноподоб-
ного фактора роста 1 типа, который, как было уста-
новлено, не только усиливает пролиферацию, выжи-
вание и миграцию клеток ММ, но также участвует в 
механизмах возникновения резистентности к обще-
принятым химиопрепаратам [13; 16]. Вместе с тем 
роль IGF-1 и его рецепторов в возникновении МЛУ 
при ММ на сегодня не изучена. В данной работе мы 
поставили перед собой цель исследовать роль экзо-
генного IGF-1 в регуляции экспрессии мРНК генов 
MDR1, MRP1, BCRP, LRP, ответственных за МЛУ при 
ММ в трех линиях клеток ММ человека: RPMI1640, 
RPMI8226 и IM9. 

 
Материалы и методы 
 
Линии клеток ММ и IGF-1 
В работе были использованы три типа сус-

пензионных линий клеток множественной миеломы 
человека, экспрессирующие на своей поверхности 
указанные в скобках маркеры дифференцировки: 
IM-9 (CD138+, CD38-, CD45+, CD56-, CD19+), RPMI 8226 
(CD138+, CD38+, CD45-, CD56±, CD19-), RPMI 1640 
(CD138+, CD38+, CD45-, CD56±, CD19-) [14]. Происхож-
дение указанных линий клеток: человек, костный 
мозг, миелома. Способ культивирования: суспензи-
онный в среде RPMI-1640 с 10 %-ной ТЭС при 37 
°C, 5 % CO2. В экспериментах использовался чело-
веческий рекомбинантный IGF-1 (Millipore). 

 
Выделение РНК из клеток ММ и ОТ-ПЦР 
Для выделения тотальной РНК использовали 

Trizol (“Sigma”, США). Процедуру выделения РНК 
проводили согласно стандартному протоколу. Элек-
трофорез выделенной РНК проводили в 1 %-ном 
агарозном геле при напряжении 100 Вольт в течение 
30–40 мин. Качество выделенной РНК оценивали по 
наличию полос рибосомальной РНК. Концентрацию 

РНК определяли по оптическому поглощению при ν 
260 нм. Экспрессию мРНК исследуемых генов опре-
деляли полуколичественным методом ОТ-ПЦР. Ре-
акционная смесь для синтеза кДНК содержала 2 мкг 
тотальной клеточной РНК, 4 мкл “случайных” (гек-
сануклеотиды) праймеров (фирма “Литех”, Россия), 
1 мкл 25 мМ dNTP (“MBI Fermentas”), 2–4 ед. инги-
битора РНКаз (“MBI Fermentas”), 100 ед. обратной 
транскриптазы M-MuLV (“MBI Fermentas”). Объем 
смеси составлял 25 мкл. Синтез кДНК с матрицы 
РНК проводили на амплификаторе “Терцик” (“ДНК-
технология”, Россия) со следующими параметрами: 
обратная транскрипция – 42 °С, 50 мин; денатурация 
– 94 °С; 5 сек. Для наработки продуктов ПЦР со-
ставляли реакционную смесь, содержащую: 1 мкл 
раствора кДНК; 20 пкмоль каждого из праймеров; 1 
мкл 25 мМ dNTP (“MBI Fermentas”); 2,5 мкл 10-
кратного буфера с (NH4)2SO4 (“MBI Fermentas”), 25 
мМ MgCl2; 1 ед. Taq-ДНК полимеразы; Н2О до ко-
нечного объема 25 мкл; минерального масла – 30 
мкл. Нуклеотидные последовательности использо-
ванных специфических праймеров приведены в таб-
лице. Реакцию амплификации проводили на ампли-
фикаторе “Терцик” (“ДНК-технология”, Россия) по 
следующей схеме: денатурация – 94 °С, 10 сек; ан-
нилинг – Tm, 10 сек; синтез – 72 °С, 20 сек. значения 
температуры Tm и количество циклов ПЦР для каж-
дого из генов приведены в таблице. В качестве внут-
реннего контроля для оценки количества взятой в 
реакцию РНК определяли экспрессию GAPDH. Про-
дукты реакции ОТ-ПЦР анализировали с помощью 
электрофореза в 2 %-ном агарозном геле с добавле-
нием 0,5 мкг/мл бромистого этидия. Размеры фраг-
ментов оценивали в соответствии с расположением 
полос маркерной ДНК, гель фотографировали при 
ультрафиолетовом возбуждении с помощью цифро-
вой камеры “Samsung CCTV LENZ”.  

 
Результаты и обсуждение 
 
IGF-1 оказывает свой биологический эффект 

через связывание и активацию его рецептора IGF-
1R, который является рецепторной тирозин кина-
зой, гетеротетрамером, состоящим из двух внекле-
точных α-субъединиц, связывающихся с IGF-1, и 
двух внутриклеточных β-субъединиц, содержащих 
тирозин киназный домен.  

Cвязывание IGF-1 с IGF-1R приводит к акти-
вации внутренней тирозин киназы IGF-1R и после-
дующему аутофосфорилированию тирозинов внут-
риклеточной β-субъединицы, включая околомем-
бранный тирозин в положении 950, тирозины в ти-
розин киназном домене в положениях 1131; 1135 и 
1136, и тирозины в С-концевом домене в положе-
ниях 1250; 1251 и 1316 [18]. Фосфорилированный 
тирозин в положении 950 служит сайтом связыва-
ния для субстратов IGF-1R, включающих IRS(1-4), 
Shc, JAK-1, Jak-2.  

После связывания и последующего фосфо-
рилирования, перечисленные субстраты иниции-
руют передачу сигналов от IGF-1R внутрь клетки 
посредством активирования целого ряда нижеле-
жащих эффекторов [12]. IGF-1 также может связы-
ваться и активировать изоформу А рецептора инсу-
лина (IR-A) [17], а также гибридный рецептор IGF-
1R/IR-A [20; 22]. 

В первой части исследования мы исследовали 
экспрессию мРНК IGF-1R, IR-A и IR-B (А и B изо-
формы рецептора инсулина) в трех линиях культур 
клеток ММ человека: RPMI1640, RPMI8226, IM-9 
(рис. 1). Экспрессия мРНК IGF-1R была выраженной 

http://www.htcl.cytspb.rssi.ru/lymphoid/IM-9.html
http://www.htcl.cytspb.rssi.ru/lymphoid/RPMI%208226.html
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во всех трех линиях клеток ММ. Экспрессия мРНК 
IR-A была высокой в линиях клеток RPMI1640 и 
RPMI8226, а в линии клеток IM9 – слабой. мРНК IR-
B не выявлялась ни в одной из трех линий клеток 
ММ. Таким образом, во всех трех линиях клеток 
ММ экспрессировались мРНК IGF-1R и мРНК IR-A, 
и не экспрессировалась мРНК IR-B. Поскольку в 
исследованных линиях клеток ММ мы выявили экс-
прессию мРНК IGF-1R и IR-A (рис. 1), можно пола-
гать, что возможны три типа лиганд-рецепторных 
взаимодействия: IGF-1/IGF-1R, IGF-1/IGF-1R/IR-A, 
IGF-1/IR-A.  

Во второй части исследования методом ОТ-
ПЦР мы охарактеризовали экспрессию мРНК генов 
MDR1, MRP1, LRP и BCRP (рис. 2). Мы показали, 
что мРНК перечисленных генов экспрессируются 
во всех трех линиях культур клеток ММ человека: 
RPMI1640, RPMI8226 и IM9 (рис. 2). Уровень экс-
прессии мРНК гена MDR1 является высоким только 
в линии клеток IM-9, а в клетках RPMI1640 и 
RPMI8226 экспрессия мРНК гена MDR1 является 
чрезвычайно слабой, практически на уровне чувст-
вительности метода ОТ-ПЦР. В то же время, в ли-
нии клеток IM9 мРНК генов LRP и BCRP экспрес-
сируются слабее, чем в линиях клеток RPMI1640 и 
RPMI8226. Экспрессия мРНК гена MRP1 во всех 
перечисленных линиях культур клеток примерно 
одинакова. Таким образом, две линии клеток ММ: 
RPMI1640 и RPMI8226 являются очень похожими 
между собой по экспрессии мРНК генов: MDR1, 
MRP1, LRP и BCRP и отличаются от линии клеток 
IM9, в которых наблюдается очень высокая экс-
прессия мРНК MDR1 и низкая, по сравнению с 
клетками RPMI1640 и RPMI8226, экспрессия мРНК 
LRP и BCRP (рис. 2). 

В следующей части работы в линиях клеток 
ММ человека RPMI1640, RPMI8226 и IM9 мы ис-
следовали роль экзогенного IGF-1 в регуляции экс-
прессии мРНК генов MDR1, MRP1, LRP и BCRP 
(рис. 3). С этой целью указанные линии клеток ММ 
культивировали в течение 72 ч в среде без сыво-
ротки в присутствии и отсутствии IGF-1 в концен-
трации 20 нг/мл, что соответствует его физиологи-
ческой концентрации в сыворотке крови человека. 
В ходе эксперимента мы обнаружили, что в линии 
клеток RPMI8226 присутствие экзогенного IGF-1 
приводит к выраженному ингибированию экспрес-
сии мРНК генов LRP и MRP1, а в линии клеток 
RPMI1640 – к незначительному ингибированию 
экспрессии мРНК MRP1 (рис. 3). В линии клеток 
IM9 IGF-1 не изменяет экспрессию мРНК исследо-
ванных генов MDR.  

На следующем этапе в указанных линиях 
клеток ММ мы исследовали экспрессию мРНК ре-
цепторов IGF-1R и IR-A в присутствии и отсутст-
вии IGF-1 (рис. 4). Мы обнаружили, что в линии 
клеток RPMI8226 экзогенный IGF-1 ингибирует 
экспрессию мРНК рецепторов IGF-1R и IR-A, и это 
четко коррелирует с заметным уменьшением в этой 
линии клеток количества мРНК генов LRP и MRP1 
(рис. 3). В линии клеток RPMI1640 экзогенный 
IGF-1 также ингибирует экспрессию мРНК IR-A и 
незначительно ингибирует экспрессию мРНК IGF-
1R (рис. 4), что коррелирует с незначительным 
уменьшением экспрессии мРНК MRP1 (рис. 3). В 
линии клеток IM9 экзогенный IGF-1 не ингибирует 
экспрессию мРНК рецепторов IGF-1R и IR-A, и экс-
прессия мРНК исследованных генов МЛУ также не 
изменяется. Таким образом, из трех взятых линий 
клеток ММ человека, две линии: RPMI1640 и 
RPMI8226 оказались чувствительными к IGF-1, и 

присутствие этого фактора приводит к ингибирова-
нию экспрессии мРНК рецепторов IGF-1R и IR-A, и 
это в свою очередь коррелирует с ингибированием 
экспрессии мРНК MRP1 и LRP. Полученные нами 
данные предполагают следующую последователь-
ность событий: в клетках RPMI8226 и RPMI1640 
экзогенный IGF-1 ингибирует экспрессию мРНК 
рецепторов IGF-1R и IR-A, в результате этого 
уменьшается количество рецепторов IGF-1R и IR-A 
на поверхности клеток ММ, что приводит к умень-
шению числа IGF-1/IGF-1R и IGF-1/IR-A взаимо-
действий и, как следствие, это приводит к инакти-
вации нижележащих сигнальных путей в клетке, 
которые участвуют в регуляции экспрессии мРНК 
гена LRP и MRP1. Учитывая тот факт, что ингиби-
рование экспрессии мРНК рецепторов IGF-1R и IR-
A (в клетках RPMI8226) приводит к выраженному 
ингибированию экспрессии мРНК LRP и MRP1, а 
ингибирование экспрессии мРНК рецептора IR-A (в 
клетках RPMI1640) – к незначительному ингибиро-
ванию экспрессии мРНК MRP1 можно предполо-
жить, что в регуляции экспрессии мРНК LRP и 
MRP1 участвует IGF-1/IGF-1R сигнальный путь, а 
IGF-1/IRA сигнальный путь не является решаю-
щим. Ни в одной из трех линий клеток ММ экс-
прессия мРНК BCRP и мРНК MDR1 в присутствии 
IGF-1 не изменялась. Экспрессия мРНК гена MDR1 
в клетках RPMI1640 и RPMI8226 является изна-
чально чрезвычайно слабой (рис. 2), поэтому су-
дить о роли экзогенного IGF-1 в регуляции экс-
прессии мРНК гена MDR1 в этих клетках не пред-
ставляется возможным.  

IGF-1-зависимая негативная регуляция экс-
прессии мРНК IGF-1R была описана в литературе 
ранее. Например, в экспериментах in vitro в мы-
шечных клетках мыши C2C12 и в клетках нейроб-
ластомы человека SH-SY5Y было показано, что 
IGF-1 негативно регулирует экспрессию мРНК 
IGF-1R на уровне транскрипции и не влияет на ста-
бильность мРНК IGF-1R. Вместе с тем, IGF-1 рес-
понсивные элементы в промоторной области гена 
IGF-1R не выявлены [12]. В нашей работе мы впер-
вые показали, что в линии клеток ММ человека 
RPMI8226 экзогенный IGF-1 негативно регулирует 
экспрессию мРНК IGF-1R и мРНК IR-A, а в линии 
клеток RPMI1640 экзогенный IGF-1 негативно ре-
гулирует экспрессию мРНК IR-A. 

На сегодня в литературе имеется не так мно-
го работ, посвященных исследованию роли IGF-1 и 
его рецептора IGF-1R в регуляции экспрессии ге-
нов, ответственных за МЛУ. Было показано, что в 
клетках рака толстой кишки мыши линии MCLM и 
в Т-лимфобластных клетках линии человека CCRF-
CEM IGF-I индуцировал экспрессию гена MDR1 и 
значительно ингибировал гибель клеток от цито-
токсических препаратов [10; 19]. В работе J. Ge и 
соавт. методом иммуногистохимии исследовали 
экспрессию IGF-1R и MRP1 в 102 образцах боль-
ных раком желудка и обнаружили, что IGF-1R экс-
прессировался в 75,2 % случаев, а MRP1 – в 69 % 
случаев. Такая высокая степень корреляции в экс-
прессии этих генов, несмотря на химиотерапию, 
ассоциировалась с плохим прогнозом у больных 
раком желудка [9].  

В работе P. Maiso и соавт. показано, что ин-
гибирование тирозин киназной активности IGF-1R 
усиливает действие леналидомида, дексаметазона, 
мелфалана и бортезомиба, а использование ингиби-
тора тирозин киназной активности IGF-1R совме-
стно с дексаметазоном и бортезомибом заметно 
подавляет рост клеток ММ in vitro [6]. 
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Таблиц а   
Нуклеотидные последовательности специфичных праймеров к генам, размер продукта, температура отжига 
праймеров и количество циклов, используемых в ПЦР 

 
 
 
 
 
 

Рис. 1. Экспрессия мРНК рецепторов IGF-1: IGF-1R
и IR-A в линиях клеток ММ человека: RPMI1640, 
RPMI8226, IM9 в среде с 10%-ной ТЭС. 

Рис. 2. Экспрессия мРНК генов, обуславливающих 
MDR, в линиях культур клеток ММ человека: 
RPMI1640, RPMI8226, IM9 в среде с 10%-ной ТЭС. 

Рис. 3. Экспрессия мРНК генов, обуславливающих
MDR, в линиях культур клеток ММ человека: 
RPMI1640, RPMI8226, IM9 в среде без сыворотки, в 
присутствии и в отсутствие экзогенного IGF-1. 

Рис. 4. Экспрессия мРНК рецепторов IGF-1: IGF-1R
и IR-A в линиях клеток ММ человека: RPMI1640, 
RPMI8226, IM9 в среде без сыворотки, в присутст-
вии и в отсутствие экзогенного IGF-1. 
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Недавно в аспиратах костного мозга, получен-
ных от больных ММ, нами была сопоставлена экс-
прессия двух изоформ мРНК гена инсулиноподобно-
го фактора роста 1-го типа IGF-1A и IGF-1B с экс-
прессией мРНК генов, ответственных за МЛУ: MDR1, 
MRP1, LRP, BCRP. В ходе исследования было выяв-
лено, что обе изоформы мРНК гена IGF-1 в подав-
ляющем большинстве случаев экспрессировались в 
тех же образцах, в которых гиперэкспрессировалась 
мРНК MDR1 и LRP, причем, степень коэкспрессии 
изоформ мРНК IGF-1 и мРНК MDR1 составила 90 %, 
а изоформ мРНК IGF-1 и мРНК LRP – 87,5 % [4].  

Таким образом, в своей работе мы впервые 
показали, что в линии клеток RPMI8226 экзогенный 
IGF-1, добавленный в культуральную среду в фи-
зиологических концентрациях, ингибировал экс-
прессию мРНК рецепторов IGF-1R и IR-A (А изо-
формы рецептора инсулина), и это коррелировало с 
ингибированием экспрессии мРНК MRP1 и LRP. В 
другой линии клеток RPMI1640 экзогенный IGF-1 
также ингибировал экспрессию мРНК IR-A и незна-
чительно ингибировал экспрессию мРНК IGF-1R, 
что приводило к незначительному уменьшению экс-
прессии мРНК MRP1. В линии клеток IM9 экзоген-
ный IGF-1 не влиял на экспрессию мРНК рецепто-
ров IGF-1R и IR-A и в присутствии IGF-1 экспрессия 
мРНК исследованных генов МЛУ не изменялась. 

Возможно, что IGF-1-зависимая регуляция экс-
прессии генов, ответственных за МЛУ, зависит от 
свойств самих клеток множественной миеломы. На-
пример, в пока еще неопубликованной работе, мы по-
казали, что клетки RPMI8226, в отличие от двух других 
линий клеток RPMI1640 и IM9, хорошо выживали и 
быстрее размножались в среде без сыворотки в течение 
72 ч. Также клетки RPMI8226 отличались от двух дру-
гих исследованных линий клеток тем, что экспресси-
ровали мРНК IGF-2 (инсулиноподобный фактор роста 
2 типа). Ранее было показано, что IGF-2 взаимодейст-
вует и с рецептором IGF-1R, и с рецептором IR-A, и 
активирует размножение клеток [8; 15]. Также не ис-
ключено, что экспрессия мРНК различных белков-
транспортеров, участвующих в возникновении МЛУ, 
регулируются различным образом, и, возможно, что в 
их регуляции участвуют межклеточные взаимодействия, 
различные факторы роста и их рецепторы и активируе-
мые ими сигнальные пути, мишенями которых являются 
промоторные регионы генов МЛУ. На эти и другие во-
просы нам предстоит ответить в ходе наших дальней-
ших экспериментальных работ в этом направлении. 

 

Заключение 

Исследование механизмов возникновения 
лекарственной устойчивости к химиопрепаратам, 
применяемым при лечении больных ММ, является 
на сегодня одним из актуальных направлений в 
экспериментальной онкологии.  

В этой работе мы исследовали роль экзоген-
ного инсулиноподобного фактора роста 1 типа 
(IGF-1) в регуляции экспрессии мРНК генов MDR1, 
MRP1, BCRP, LRP, ответственных за возникнове-
ние МЛУ, в трех линиях клеток множественной 
миеломы человека: RPMI1640, RPMI8226 и IM9. 
Мы впервые показали, что в линии клеток 
RPMI8226 экзогенный IGF-1, добавленный в куль-
туральную среду в физиологических концентраци-
ях, ингибировал экспрессию мРНК рецепторов 
IGF-1R и IR-A (А изоформы рецептора инсулина) и 
это корреллировало с ингибированием экспрессии 
мРНК MRP1 и LRP.  

В другой линии клеток RPMI1640 экзоген-
ный IGF-1 также ингибировал экспрессию мРНК 
IR-A и незначительно ингибировал экспрессию 
мРНК IGF-1R, что приводило к незначительному 
уменьшению экспрессии мРНК MRP1. В линии 
клеток IM9 экзогенный IGF-1 не влиял на экспрес-
сию мРНК рецепторов IGF-1R и IR-A и в присутст-
вии IGF-1 экспрессия мРНК исследованных генов 
МЛУ не изменялась.  

Таким образом, из трех взятых линий клеток 
ММ человека две: RPMI1640 и RPMI8226 – оказа-
лись чувствительны к IGF-1, и присутствие этого 
фактора приводило к ингибированию экспрессии 
мРНК рецепторов IGF-1R и IR-A, и это в свою оче-
редь коррелировало с ингибированием экспрессии 
мРНК MRP1 и LRP.  

Мы предполагаем, что уменьшение количе-
ства рецепторов IGF-1R и IR-A на поверхности 
клеток ММ приводит к уменьшению числа IGF-
1/IGF-1R и IGF-1/IR-A взаимодействий и, как след-
ствие, это приводит к инактивации нижележащих 
сигнальных путей в клетке, которые участвуют в 
регуляции экспрессии мРНК генов МЛУ.  

В пользу этого предположения также свиде-
тельствуют наши данные, полученные ранее в экс-
периментах in vivo. Исследования роли IGF-1/IGF-
1R и IGF-1/IR-A-зависимых сигнальных путей в 
регуляции экспрессии генов МЛУ при ММ нами 
будут продолжены.  
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МЛУ (MDR) – множественная лекарственная устойчивость (multidrug resistance) 

ММ  – множественная миелома  
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Резюме 
 
Цель данного исследования – анализ экспрессии гена CD95/Fas в крови при РТК. С помощью метода ОТ-

ПЦР показано, что во всех образцах крови здоровых волонтеров и больных РТК выявлялась мРНК мембранной 
формы (mFas) и мРНК доминирующей растворимой формы (sFasTMDel). У больных РТК встречаемость ми-
норных форм мРНК CD95/Fas варьировала, но снижалась по сравнению с нормой вне зависимости от клиниче-
ских особенностей заболевания. Используя разработанный нами мультиплексный вариант ОТ-ПЦР в реальном 
времени, показано, что уровень представленности мРНК mFas и мРНК sFasTMDel разнонаправленно флуктуи-
ровал на разных стадиях РТК. У больных без метастазов изменения в уровнях мРНК mFas и мРНК sFasTMDel 
были более выражены, чем у больных с метастазами. Обнаружено, что уровень мРНК обоих вариантов 
CD95/Fas повышался по мере увеличения степени агрессивности опухоли. Значения этого показателя были са-
мыми низкими при высокодифференцированной гистологической форме РТК и достигали самых высоких зна-
чений при низкодифференцированной гистологической форме заболевания. С помощью ИФА определяли сы-
вороточный уровень суммарной и олигомерной фракций растворимого CD95/Fas (sCD95/sFas). Выявлено, что 
сывороточное содержание обеих фракций sCD95/sFas превышало значения нормы вне зависимости от клиниче-
ских особенностей заболевания.  

 
Ключевые слова: апоптоз, CD95/Fas, мРНК, уровень экспрессии, альтернативный сплайсинг, рак тол-

стой кишки. 
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Abstract 
 
The purpose of this researching is the analysis of CD95/Fas expression in blood at colorectal cancer. By PCR 

with reverse transcription was revealed that mRNA of membrane form (mFas) and mRNA of dominant soluble form 
(sFasTMDel) were detected in all samples of blood of healthy donors and colorectal patients. Frequency of occurrence 
of minor forms of CD95/Fas mRNA in samples of colorectal patients variated but it decreased in comparison with norm 
independently of clinical features of cancer. Using multiplex variant of real-time PCR with reverse transcription that we 
developed, was revealed that expression level of mFas mRNA and sFasTMDel mRNA differently fluctuated on differ-
ent stages of colorectal cancer. Alterations in expression level of mFas mRNA and sFasTMDel mRNA were more pro-
nounced in samples of patients withot metastasis than patients with metastasis. We detected that expression level of 
mRNA of both variants CD95/Fas increased according as malignancy degree of cancer increased. Values of this index 
were the lowest at high-differentiated histological form of colorectal cancer and were the highest at low-differentiated 
histological form of cancer. By immunoassay we detected serum level of summary and oligomeric fractions of soluble 
CD95/Fas (sCD95/sFas). Was revealed that serum level of both fractions sCD95/sFas exceeded the normal values inde-
pendently of clinical features of cancer. 

 
Key words: apoptosis, CD95/Fas, mRNA, expression level, alternative splicing, colorectal cancer. 
 
Введение 
 
В регуляции апоптотических процессов и им-

мунного ответа принимает участие представитель бел-
кового семейства «рецепторов смерти» – CD95/Fas. 

Особенностью экспрессии гена CD95/Fas является 
высокое разнообразие форм мРНК, образующихся в 
результате альтернативного сплайсинга. Среди них 
выделяют мембранную (mFas), доминирующую рас-
творимую (sFasExo6Del/sFasTMDel) и несколько 
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/Fas. 

                                                           

минорных растворимых форм, образующихся в ре-
зультате делеций одного или нескольких экзонов [6; 
15]. Они выполняют разные функции в клетке. Как 
правило, мембранная форма CD95/Fas участвует в 
инициации апоптоза [1; 5]. Функциональная направ-
ленность растворимых форм обусловлена их струк-
турной организацией. Мономерная растворимая фор-
ма CD95/Fas (sCD95/sFas) блокирует передачу сигна-
ла смерти, а его олигомерная форма проявляет про-
апоптотическую активность [9; 17]. Минорные рас-
творимые формы участвуют в регуляции экспрессии 
доминирующей растворимой формы [6; 7]. Измене-
ние экспрессии гена CD95/Fas может сопровождаться 
возникновением разных по составу и уровню пред-
ставленности мРНК спектров, а также флуктуацией 
сывороточного содержания отличающихся по струк-
туре и функциям фракций sCD95/sFas. Такая ситуа-
ция в отношении мембранных и растворимых форм 
CD95/Fas вносит вклад в изменение баланса сигналов 
выживания/гибели уже на начальных этапах апоптоза, 
приводя к модуляции иммунного ответа, и может иг-
рать важную роль в патогенезе онкологических забо-
леваний. Широкая распространенность и разнообра-
зие клинических форм РТК делают актуальным все-
стороннее изучение молекулярных механизмов им-
мунного ответа при данном заболевании. 

Целью настоящей работы явилась оценка 
экспрессии гена CD95/Fas в образцах цельной кро-
ви у больных раком толстой кишки. 

 
Материалы и методы 
 
Материалом исследования явились образцы 

цельной периферической крови и образцы сыво-
ротки крови 39 больных РТК с разными гистологи-
ческими формами опухоли (19 мужчин и 20 жен-
щин), проходивших лечение в Нижегородском об-
ластном онкологическом диспансере. УДГФ РТК 
регистрировалась у 26 пациентов, НДГФ регистри-
ровалась у 6 больных, ВДГФ – у 7 из 39 пациентов. 
У 9 из 39 больных была установлена I стадия забо-
левания, у 17 – II стадия, у 9 – III стадия, у 4 – IV 
стадия. Метастазы были зарегистрированы у 13 из 
39 пациентов. В качестве контроля использовали 
образцы крови и сыворотки крови 59 здоровых во-
лонтеров (45 женщин и 14 мужчин). 

Выделение мРНК из клеток периферической 
крови проводили с использованием фенол-хлоро-
форменной экстракции [10]. Оценку спектра форм 
мРНК CD95/Fas проводили с помощью разработан-
ного ранее метода ОТ-ПЦР [2; 7]. Результаты ОТ-
ПЦР оценивали методом электрофореза в 2% ага-
розном геле, содержащем флуоресцентный краси-
тель бромид этидия. 

Оценку сывороточного содержания суммар-
ной и олигомерной фракций sCD95/sFas проводили 
иммуноферментным методом. Для определения 
сывороточного содержания суммарной фракции 
sCD95/sFas использовали поликлональные антитела 
против мононуклеарных клеток периферической 
крови человека и конъюгированные с пероксидазой 
корня хрена МКА ИКО-160 [19]. Определение оли-
гомерной фракции sCD95/sFas проводили с помо-
щью очищенных моноклональных антител ИКО-
160 и конъюгированных с пероксидазой МКА 
ИКО-160 [4]. 

Для детекции уровня представленности мРНК 
mFas и мРНК sFasTMDel, а также мРНК референт-
ного гена Ubc был разработан метод мультиплекс-
ной амплификации мРНК mFas, sFasTMDel и Ubc в 
одной пробирке. Общий объем реакционной смеси 

составлял 25 мкл. Реакционная смесь содержала 2,5 
мкл 10× ПЦР-буфера («Силекс», Москва), 2 мкл рас-
твора дНТФ/dNTF («Силекс», Москва), 0,5 мкл 
TaqF-полимеразы (ООО «ИнтерЛабСервис», Моск-
ва), по 0,5 мкл прямого и обратного праймеров для 
гена CD95/Fas и референтного гена Ubc (ЗАО «Син-
тол», Москва), по 0,5 мкл зондов для выявления 
кДНК mFas и sFasTMDel, а также для детекции 
кДНК Ubc (ЗАО «Синтол», Москва) и 14,5 мкл би-
дистиллированной Н2О. В дальнейшем к 23 мкл ре-
акционной смеси добавляли 2 мкл кДНК, получен-
ной в ходе реакции обратной транскрипции, и по-
мещали в анализатор нуклеиновых кислот «АНК-
32» (ЗАО «Синтол», Москва). В работе применялся 
мультиплексный «TaqMan» вариант полимеразной 
цепной реакции в реальном времени. 

Раздельную детекцию уровня мРНК mFas и 
мРНК sFasTMDel проводили c помощью модифи-
цированного метода [3] с использованием прямого* 
и обратного праймеров**, а также специфических 
для каждой из форм мРНК CD95/Fas олигонуклео-
тидных зондов*** [7] и **** при следующих темпе-
ратурных условиях: денатурация 94 ºС – 30 с, от-
жиг (гибридизация) 55 ºС – 40 с, элонгация 72 ºС – 
45 с. Общее количество циклов для одного раунда 
ПЦР составляло 50. Каждое измерение проводили в 
трех повторах. За уровень представленности мРНК 
принимали номер цикла амплификации, при кото-
ром был зарегистрирован экспоненциальный рост 
интенсивности флуоресценции – пороговый цикл 
(Ct). Для нормализации количества внесенной мат-
рицы проводили определение уровня экспрессии 
референтного гена Ubc с использованием прямого 
***** и обратного****** праймеров, а также олиго-
нуклеотидного зонда******* при тех же температур-
ных условиях, что и для гена CD95

Для расчета относительного уровня экспрессии 
гена CD95/Fas была использована программа REST 
[16]. Уровень экспрессии исследуемых генов рассчи-
тывали относительно контроля, принимая величину 
экспрессии гена в контроле за единицу. Дополнитель-
но рассчитывался коэффициент (К), представляющий 
собой отношение уровня представленности мРНК 
mFas к уровню представленности мРНК sFasTMDel 
(К=RmFas/RsFasTMDel). Значения коэффициента К у здо-
ровых волонтеров принимали за единицу. 

Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью пакета программ Statistica v. 8.0. 
Для оценки встречаемости мРНК рассчитывали от-
носительную и абсолютную частоты. Анализ разли-
чий относительных частот обнаружения мРНК в 
группах проводили с использованием критерия 
сравнения пропорций. Для оценки взаимосвязи изу-
чаемых признаков между собой использовали дву-
сторонний тест точного критерия Фишера и крите-
рий Мак-Немара. Для представления исследованных 
количественных показателей были использованы 
медиана, 25 и 75 процентили. Межгрупповой анализ 
количественных показателей проводили с использо-
ванием непараметрических критериев Манна-Уитни 
и Крускала-Уоллиса. Для анализа взаимосвязи изу-
чаемых количественных признаков, а также количе-
ственных и качественных признаков между собой 

 
* FasF (5’- ATggAATCATCAAggAATgC-3’) 
** FasR (5’- CTTTCTgTgCTTTCTgCATg-3’) 
***mFasZ (5’-Rox-AgATCTAACTTggggTggCTTTgTCTTCTT-BHQ2-3’) 
****sFasZ (5’-Fam-AgTgCAAAgAggAAgTgAAgAgAAAggAA-3-BHQ1-3’) 
*****UbcF (5’-CACAgCTAgTTCCgTCgCA-3’) 
****** UbcR (5’-gAAgATCTgCATTgTCAAgT-3’) 
*******UbcZ (5’-R6G-ATTTgggTCgCAgTTCTTgTTTgTggAT-BHQ1-3’) 
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Выявленные особенности транскриптома кле-
ток крови сопоставляли с сывороточным содержани-
ем суммарной и олигомерной фракций sCD95/sFas 
(табл. 2). Показано, что на всех стадиях РТК сыворо-
точное содержание sCD95/sFas статистически зна-
чимо превышало норму в 1,6–2,0 раза для суммар-
ной фракции и в 2,1–2,8 раза для олигомерной фрак-
ции (р<0,05).  

использовали критерий ранговой корреляции Спир-
мена. При анализе качественных и количественных 
признаков различия считали статистически значи-
мыми при р<0,05. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Экспрессия CD95/Fas  
в крови на разных стадиях РТК Корреляционный анализ не выявил стати-

стически значимой связи между уровнем представ-
ленности мРНК mFas и мРНК sFasTMDel в крови и 
сывороточным уровнем суммарной и олигомерной 
фракций sCD95/sFas. 

Проведенные исследования выявили, что от-
носительный уровень мРНК mFas у больных РТК 
статистически значимо не изменялся в сравнении с 
контролем, однако наблюдалась тенденция к его 
снижению от первой к третьей стадии с последую-
щей тенденцией к повышению на 4 стадии. Уровень 
мРНК sFasTMDel был статистически значимо пони-
жен на 2 стадии заболевания (р=0,003) и имел тен-
денцию к снижению на остальных стадиях (рис. 1).  

 
Экспрессия CD95/Fas 
при наличии или отсутствии метастазов 
При метастазировании опухоли уровень пред-

ставленности мРНК mFas и мРНК sFasTMDel в кро-
ви статистически значимо не отличался от соответ-
ствующих показателей у здоровых волонтеров (рис. 
2). Вместе с тем, уровень мРНК mFas имел тенден-
цию к повышению, а уровень мРНК sFasTMDel имел 
обратную тенденцию. 

 

 

 

 

*статистически значимые различия по сравнению  

со здоровыми волонтерами (р<0,05); 

 
Рис. 1. Уровень мРНК mFas и мРНК sFasTMDel в кро-
ви больных на разных стадиях РТК: уровень мРНК 
mFas и мРНК sFasTMDel здоровых волонтеров принят 
за 1 и изображен в виде горизонтальной линии. 

*статистически значимые различия по сравнению  
 

со здоровыми волонтерами (р<0,05); 
Коэффициент К, представляющий собой от-

ношение уровня мРНК mFas к уровню мРНК 
sFasTMDel, составил 1,26/0,42=3,0 отн. ед. на I ста-
дии; 0,95/0,25=3,8 отн. ед. на II стадии; 
0,80/0,48=1,7 отн. ед. на III стадии и 2,88/0,76=3,8 
отн. ед. на IV стадии. На I и II стадиях РТК значе-
ния данного коэффициента у онкологических боль-
ных были статистически значимо повышены по 
сравнению с нормой (р<0,001), а на III и IV стадиях 
заболевания имели тенденцию к повышению. 

 
Рис. 2. Уровень мРНК mFas и мРНК sFasTMDel 
при наличии или отсутствии метастазов: уровень 
мРНК mFas и мРНК sFasTMDel здоровых волонте-
ров принят за 1. 
 

Отсутствие метастазов характеризовалось 
нормальным уровнем мРНК mFas и сниженным 
уровнем мРНК sFasTMDel (р=0,002). У больных с 
метастазами уровни мРНК mFas и sFasTMDel не 
менялись. Вне зависимости от наличия или отсут-
ствия метастазов коэффициент К превышал норму 
(р<0,001). При наличии метастазов значение коэф-
фициента составляло 1,19/0,56=2,1 отн. ед., а при 
отсутствии метастазов оно составляло величину 
1,05/0,30=3,5 отн. ед. То есть при отсутствии мета-
стазов у больных РТК коэффициент К был в 1,7 
раза выше, чем у больных с метастазами (р>0,05). 

В крови здоровых волонтеров и больных 
РТК с различной частотой выявлялись 6 вариантов 
мРНК CD95/Fas (mFas, sFasTMDel, FasExo4Del, 
FasExo3,4Del, FasExo4,6Del, FasExo3,4,6Del). У 
всех здоровых волонтеров и больных РТК детекти-
ровалась мРНК mFas и мРНК sFasTMDel. Встре-
чаемость минорных форм мРНК CD95/Fas варьиро-
вала как у здоровых волонтеров, так и у больных 
лиц (табл. 1).  

Встречаемость минорных форм мРНК 
CD95/Fas варьировала у больных РТК при наличии 
и отсутствии метастазов (табл. 3). При метастазах с 
наибольшей частотой в крови детектировалась одна 
минорная форма мРНК, а без метастазов – три ми-
норные формы мРНК. У пациентов с метастазами 
частота выявления мРНК FasExo3,4,6Del была ста-
тистически значимо выше, чем частота обнаружения 
мРНК FasExo4Del (р=0,005).  

В целом, на всех стадиях рака толстой кишки 
мРНК минорных форм CD95/Fas выявлялась реже 
по сравнению со здоровыми волонтерами (р<0,05). 
На II стадии РТК мРНК FasExo3,4Del, FasExo4,6Del 
и FasExo3,4,6Del выявлялись статистически значимо 
чаще, чем мРНК FasExo4Del (р=0,005, р=0,020 и 
р=0,002, соответственно). На III стадии заболевания 
мРНК FasExo3,4,6Del выявлялась чаще, чем мРНК 
FasExo4Del (р=0,027).  
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Таблиц а  1  
Встречаемость минорных форм мРНК CD95/Fas в крови на разных стадиях РТК 

Минорные формы Стадия FasExo4Del FasExo3,4De FasExo4,6Del FasExo3,4,6Del 
I 0/9* 4/9* 2/9* 6/9* 
II 1/17* 9/17*,** 7/17*,** 10/17*,** 
III 1/9* 3/9* 2/9* 6/9*,** 
IV 1/4* 3/4* 4/4* 4/4* 

Здоровые волонтеры 24/59 29/59 59/59 57/59 
*статистически значимые различия по сравнению со здоровыми волонтерами (р<0,05); **статистически значи-
мые различия по сравнению с FasExo4Del (р<0,05) 
 

 
Таблиц а  2  

Сывороточный уровень суммарной и олигомерной фракций sCD95/sFas на разных стадиях РТК (U/ml) 
Стадия Фракция sCD95/sFas Здоровые 

волонтеры I II III IV 

Суммарная 204,2 
(128,0; 345,9) 

330,6 
(317,0; 340,2)* 

371,0 
(321,0; 430,0)* 

408,0 
(381,0; 764,0)* 

327,3 
(283,3; 340,0)* 

Олигомерная 83,1 
(69,3; 129) 

175,1 
(164,3; 222,3)* 

222,1 
(164,3; 355,5)* 

214,3 
(187,2; 234,6)* 

229,6 
(169,4; 273,4)* 

*статистически значимые различия по сравнению со здоровыми волонтерами (р<0,05) 
 

 
Таблиц а  3  

Частота выявления минорных форм мРНК CD95/Fas в крови больных РТК при наличии и отсутствии метастазов 
Минорные формы Метастазы FasExo4Del FasExo3,4Del FasExo4,6Del FasExo3,4,6Del 

есть 2/13* 6/13* 6/13* 10/13*,** 
нет 1/26* 13/26*,** 9/26*,** 16/26^**,*** 

Здоровые волонтеры 24/59 29/59 59/59 57/59 
*статистически значимые различия по сравнению со здоровыми волонтерами (р<0,05); 
**статистически значимые различия по сравнению с FasExo4Del (р<0,05); 
***статистически значимые различия по сравнению с FasExo4,6Del (р<0,05) 
 

 
Таблиц а  4  

Сывороточный уровень суммарной и олигомерной фракций sCD95/sFas у больных с метастазами и без метастазов (U/ml) 
Метастазы Фракция sCD95/sFas Здоровые волонтеры Есть Нет 

Суммарный 204,2 (128,0; 345,9) 381,0 (319,5; 563,0)* 338,6 (317,0; 430,0)* 
Олигомерный 83,1 (69,3; 129) 227,5 (187,2; 234,6)* 204,6 (164,3; 277,3)* 

*статистически значимые различия по сравнению со здоровыми волонтерами (р<0,05) 
 

 
Таблиц а  5  

Частота выявления минорных форм мРНК CD95/Fas при разных гистологических формах опухоли 
Минорные мРНК Гистологическая форма  
FasExo4Del FasExo3,4Del  FasExo4,6Del  FasExo3,4,6Del  

Низкодифференцированная 0/6* 0/6* 0/6* 1/6* 
Умереннодифференцированная 4/26* 16/26*,** 12/26*,** 22/26*,**,*** 
Высокодифференцированная 0/7* 3/7* 3/7* 3/7*,*** 
Здоровые волонтеры 24/59 29/59 59/59 57/59 
*статистически значимые различия по сравнению со здоровыми волонтерами (р<0,05); 
**статистически значимые различия по сравнению с FasExo4Del (р<0,05); 
***статистически значимые различия между гистологическими формами рака (р<0,05)  
 

 
Таблиц а  6   

Сывороточный уровень суммарной и олигомерной фракций sCD95/sFas при разных гистологических формах опу-
холи (U/ml) 

Опухоль 
Фракция sCD95/sFas Здоровые  

волонтеры Высоко-дифференци- 
рованная 

Умеренно-дифференци- 
рованнная 

Низко-дифференци- 
рованная 

Суммарная 204,2  
(128,0; 345,9) 383,9 (305,1; 654,2)* 381,6 (294,6; 525,6)* 390,6 (256,1; 489,1)* 

Олигомерная 83,1 (69,3; 129) 275,9 (225,8; 619,2)* 217,7 (186,7; 319,4)* 251,8 (168,2; 291,9)* 
*статистически значимые различия по сравнению со здоровыми волонтерами (р<0,05) 
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В отношении других минорных форм мРНК 
CD95/Fas подобные различия отсутствовали. У боль-
ных без метастазов частота выявления мРНК 
FasExo3,4,6Del была статистически значимо выше, 
чем частота обнаружения мРНК FasExo4,6Del 
(р=0,040). Кроме того, чаще обнаруживалась мРНК 
FasExo3,4Del, FasExo4,6Del и FasExo3,4,6Del, чем 
мРНК FasExo4Del (р<0,001). При сравнении встре-
чаемости мРНК минорных форм CD95/Fas в крови 
между группами пациентов с наличием или отсутст-
вием метастазов статистически значимых различий 
обнаружено не было. По сравнению со здоровыми 
волонтерами у больных РТК вне зависимости от 
наличия или отсутствия метастазов мРНК всех ми-
норных форм CD95/Fas выявлялась реже (р<0,05).  

Выявленные изменения в экспрессии гена 
CD95/Fas в крови больных РТК сопровождались 
статистически значимым повышением сывороточно-
го содержания суммарной и олигомерной фракций 
sCD95/sFas (табл. 4). У больных с метастазами зна-
чения данных показателей превышали норму в 1,9 
раза и в 2,7 раза, соответственно, а при отсутствии 
метастазов – в 1,7 раза и в 2,5 раза, соответственно.  

Корреляционный анализ не выявил стати-
стически значимой взаимосвязи между уровнем 
представленности мРНК mFas и мРНК sFasTMDel в 
крови больных, имеющих и не имеющих метаста-
зы, и сывороточным уровнем суммарной и олиго-
мерной фракций sCD95/sFas. 

 
Экспрессия CD95/Fas в крови больных  
при разных гистологических формах опухоли 
У больных с ВДГФ РТК относительный уро-

вень представленности мРНК mFas и мРНК 
sFasTMDel был статистически значимо снижен по 
сравнению со здоровыми волонтерами (р=0,025 и 
р=0,015 соответственно; рис. 3). При УДГФ уро-
вень мРНК mFas имел тенденцию к повышению, а 
уровень мРНК sFasTMDel был статистически зна-
чимо снижен (р=0,014). При НДГФ РТК статисти-
чески значимых различий обнаружено не было. 
 

 
*статистически значимые различия по сравнению  

со здоровыми волонтерами (р<0,05); 

 
Рис. 3. Уровень мРНК mFas и мРНК sFasTMDel 
при разных гистологических формах опухоли: уро-
вень мРНК mFas и мРНК sFasTMDel здоровых во-
лонтеров принят за 1. 
 

Коэффициент К превышал норму при всех гис-
тологических формах опухоли (р<0,001). При ВДГФ 
он соответствовал величине, равной 0,31/0,16=1,9 отн. 

ед; при УДГФ он был равен 1,34/0,41=3,3 отн. ед.; при 
НДГФ – 1,88/0,59=3,2 отн. ед. То есть у больных с низ-
кодифференцированной и умереннодифференциро-
ванной формами опухоли коэффициент К превышал 
норму более, чем в три раза.  

Встречаемость минорных мРНК CD95/Fas ко-
лебалась в широких пределах, однако различия при 
НДГФ и ВДГФ не были статистически значимы (табл. 
5). При УДГФ частота выявления мРНК 
FasExo3,4Del, FasExo4,6Del и FasExo3,4,6Del была 
статистически значимо выше, чем частота выявления 
мРНК FasExo4Del (р<0,001, р=0,009 и р<0,001, соот-
ветственно). Частота обнаружения мРНК 
FasExo3,4,6Del была статистически значимо выше, 
чем частота выявления мРНК FasExo4,6Del (р=0,007). 

Межгрупповой анализ встречаемости минор-
ных мРНК CD95/Fas выявил статистически значи-
мые различия в частоте выявления мРНК 
FasExo3,4,6Del при УДГФ и НДГФ (р=0,024). По 
сравнению со здоровыми волонтерами у больных 
РТК вне зависимости от гистологической формы 
опухоли все минорные мРНК выявлялась реже 
(р<0,05). Самой низкой частотой выявления минор-
ных мРНК характеризовалась низкодифференциро-
ванная форма. 

Сывороточное содержание суммарной и оли-
гомерной фракций sCD95/sFas при всех гистологи-
ческих формах опухоли статистически значимо пре-
вышало норму (р<0,05) (табл. 6). При ВДГФ значе-
ния данных показателей превышали норму в 1,9 раза 
и в 3,3 раза, соответственно, при УДГФ – в 1,9 раза и 
в 2,6 раза, соответственно, а при НДГФ – в 1,9 раза и 
в 3 раза соответственно.  

Корреляционный анализ не выявил стати-
стически значимой взаимосвязи между уровнем 
представленности мРНК mFas и мРНК sFasTMDel 
и сывороточным содержанием суммарной и олиго-
мерной фракций sCD95/sFas при разной степени 
дифференцировки опухоли. 

Согласно литературным данным нормальные 
эпителиальные клетки толстой кишки экспресси-
руют CD95/Fas [18]. В линиях клеток РТК SW480, 
SW620 и НТ29 детектируется мРНК CD95/Fas и 
продукт ее трансляции, выявляемый на мембране 
опухолевых клеток на низком уровне [14; 21]. У 
больных РТК также наблюдается снижение экс-
прессии CD95/Fas на мембране опухолевых клеток, 
что снижает их восприимчивость к индукции апоп-
тоза. Показано, что наиболее выраженное снижение 
экспрессии CD95/Fas наблюдается на более позд-
них стадиях РТК [12]. С другой стороны, на мем-
бране лимфоцитов, инфильтрирующих опухолевый 
очаг, экспрессия CD95/Fas повышается. Следует 
отметить, что не обнаружено взаимосвязи между 
экспрессией CD95/Fas в опухолевых клетках и ста-
дией РТК, наличием метастазов, гистологическим 
типом опухоли [18].  

Известно, что в норме активация иммуно-
компетентных клеток сопровождается изменением 
экспрессии гена CD95/Fas [1; 13]. Это выражается в 
увеличении количества мРНК mFas и ее белкового 
продукта, участвующего в инициации Fas-
зависимого апоптоза, а также в снижении количе-
ства мРНК растворимых форм CD95/Fas, продукты 
трансляции которых потенциально могут препятст-
вовать передаче апоптотического сигнала. Следо-
вательно, анализ экспрессии гена CD95/Fas может 
быть использован для оценки функционального 
состояния клеток иммунной системы. 

В настоящей работе нами показано, что уро-
вень мРНК Fas/СD95 в крови больных на всех ста-
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диях РТК находился в пределах нормы. Уровень 
мРНК sFasTMDel имел устойчивую тенденцию к 
снижению, что отражалось в повышении на всех 
стадиях заболевания коэффициента К, представ-
ляющего собой отношение уровня мРНК mFas к 
уровню мРНК sFasTMDel. Коэффициент К был 
повышен как у больных с метастазами так и без 
них. Отличительной чертой больных РТК без мета-
стазов явилось статистически значимое снижение 
уровня мРНК sFasTMDel .  

Больные с гистологически высокодифферен-
цированной опухолью имели пониженный уровень 
обоих вариантов мРНК. Обнаружено, что по мере 
уменьшения степени дифференцировке опухоли 
уровень мРНК mFas и sFasTMDel нормализовался. 
В то же время коэффициент К имел тенденцию к 
увеличению. У больных с низкодифференцирован-
ной и умереннодифференцированной формами 
опухоли коэффициент К был почти в два раза вы-
ше, чем у больных с высокодифференцированной 
гистологической формой опухоли. 

Рак толстой кишки сопровождался снижени-
ем частоты выявления минорных форм мРНК 
Fas/СD95 в крови вне зависимости от стадии забо-
левания, наличия метастазов и гистологической 
формы опухоли. Минорная форма мРНК Fas/CD95 
с делецией 4 экзона (FasExo4Del) обнаруживалась 
реже других минорных форм.  

Чаще всего регистрировалось присутствие 
минорной формы с делециями 3; 4; 6 экзонов 
(FasExo3,4,6Del). Самой низкой частотой выявления 
минорных форм характеризовались больные с низ-
кодифференцированной опухолью. Заметим, что у 
больных с метастазами чаще всего выявлялась всего 
одна минорная форма в отличие от больных без ме-
тастазов, у которых в большинстве случаев детекти-
ровалось по три минорных варианта мРНК 
Fas/CD95. Как больные с низкодифференцирован-
ными опухолями, так и больные с метастазами 
имели самые высокие значения коэффициента К. 
То есть снижение количества выявляемых минор-
ных форм в целом было ассоциировано с увеличе-
нием коэффициента К, отражающего соотношение 
уровня мРНК mFas и уровня мРНК sFasTMDel. Вы-
явленные особенности, вероятно, связаны с меха-
низмами регуляции работы гена CD95/Fas в крови 
при раке толстой кишки.  

Наряду с мембранным белком продуктом ге-
на CD95/Fas является растворимый белок, обра-
зующийся за счет альтернативного сплайсинга 
мРНК или посттрансляционной модификации мем-
бранного белка путем протеолитического шеддин-
га. Данные литературы, касающиеся суммарной 
фракции sCD95/sFas, противоречивы.  

С одной стороны, они соответствуют полу-
ченным нами результатам о повышении сыворо-
точного содержания sCD95/sFas [8; 11], с другой 
стороны в одном из исследований описано сниже-
ние сывороточного уровня sCD95/sFas у больных 
раком толстой кишки с метастазами [20].  

Повышение сывороточного содержания бы-
ло зарегистрировано нами не только для суммар-
ной, но и для олигомерной фракции растворимых 
молекул CD95/Fas. В сравнении с нормой содержа-
ние олигомерной фракции повышалось в большей 
степени, чем суммарной.  

Это указывает на смещение равновесия меж-
ду количественным содержанием олигомерной и 
мономерной фракций sCD95/sFas в сторону олиго-
мерной фракции, проявляющей проапоптотические 
свойства в отношении FasL-положительных клеток. 

 
Заключение 
 
Таким образом, при раке толстой кишки в пе-

риферической крови больных обнаружены изменения 
в экспрессии гена Fas/CD95, проявляющиеся в вариа-
ции спектров альтернативных форм мРНК, уровней 
их представленности в клетках и в увеличении сыво-
роточного содержания суммарной и олигомерной 
фракций растворимого белка Fas/CD95. Повышенное 
в несколько раз соотношение мРНК мембранной 
формы и доминирующей растворимой формы ука-
зывает на изменение Fas/CD95-ассоциированного 
активационного статуса клеток периферической 
крови. По мере увеличения степени агрессивности 
опухоли такие изменения были более выражены.  
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ВДГФ  –  высокодифференцированная гистологическая форма  

НДГФ  –  низкодифференцированная гистологическая форма  

РТК  – рак толстой кишки  

УДГФ  –  умереннодифференцированная гистологическая форма  
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Резюме 
 
Цель исследования – определить эффективность бортезомибсодержащей химиотерапии множественной 

миеломы, включая случаи с ХПН на основании определения концентрации свободных легких цепей иммуног-
лобулинов сыворотки крови. 

У 11 больных ММ изучены кинетические параметры остаточной опухоли в межкурсовых интервалах 
поддерживающего лечения на основании анализа СЛЦ иммуноглобулинов сыворотки. СЛЦ κ и λ определяли с 
помощью антител к их скрытым детерминантам (Binding Site, UK) на нефелометре (Hitachi-911, Japan). 

В первой группе (5 больных) заболевание протекало с сохраненной функцией почек. Концентрацию СЛЦ и 
отношение κ / λ определяли с трехмесячными интервалами в течение 9 мес. Анализ показал, что у 2 из 5 больных 
по первому контролю отношение исследованных концентраций СЛЦ опухолевого клона к исходным было мень-
ше 1, а κ / λ отношение значительно уменьшалось в конечной точке анализа, хотя и носило опухолевый характер. 
У двух больных отмечено медленное прогрессирование по кинетическим параметрам двух точек исследования и 
выраженное в конечной точке анализа. Эти данные послужили основанием для изменения терапии. У одной паци-
ентки отмечено кинетическое плато по двум точкам анализа в течение 6 мес. и активация опухолевого роста к 9 
месяцам наблюдения. Сохраняющееся отношение κ / λ в нормальных значениях и небольшой сдвиг его в зону 
активации опухолевого роста к 9 месяцу свидетельствовал о сочетании прогрессии ММ и ХПН. Во второй группе 
(6 пациентов) заболевание сопровождалось развитием ХПН, что потребовало применения гемодиализа у 5 и пери-
тонеального диализа у 1 больного. Эффективность проводимой противоопухолевой терапии оценивали практиче-
ски в реальном времени после 1 или 2 курсов, учитывая короткий период полураспада СЛЦ. У всех больных от-
ношение исследованных концентраций СЛЦ опухолевого клона к исходным было меньше 1, что свидетельствова-
ло об эффективности лечения. Отношение κ / λ, также свидетельствовало о положительных кинетических харак-
теристиках опухоли у наблюдаемых больных. Исследование показало, что ухудшение функции почек под влияни-
ем ХТ не происходило. У одной больной показана эффективность обменного плазмафереза, позволившего сни-
зить концентрацию СЛЦ опухолевого клона на 62% после 5 сеансов лечения. 

Проведенное исследование показало высокую эффективность применения бортезомибсодержащей тера-
пии при различных вариантах течения множественной миеломы на основе анализа свободных легких цепей 
иммуноглобулинов сыворотки. Метод определения СЛЦ иммуноглобулинов сыворотки крови дает возмож-
ность оценить изменение кинетических параметров остаточной опухоли раньше стандартных методов, опреде-
лить прогноз течения болезни и выбрать оптимальный подход к лечению заболевания. 

 
Ключевые слова: множественная миелома, свободные легкие цепи, бортезомиб. 
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Abstract 
 
Header: kinetics of free light immunoglobulin chains of tumor clone during bortezomib based chemotherapy 
Objective: evaluation of bortezomib based chemotherapy of multiple myeloma efficacy, including the cases of 

chronic renal failure, based on determination of free light immunoglobulin chains serum level. 
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Kinetic properties of residual tumors were evaluated in 11 patients with MM during the intervals between the 
maintenance treatment courses. Evaluation was based on the analysis of immunoglobulin free light chains serum levels. 
Free light chains κ and λ type levels were evaluated using antibodies to their hidden determinants (Binding Site, UK) 
and the nephelometer (Hitachi-911, Japan). 

Patients with preserved renal function were included into the first group (5 patients). The concentration of free 
light immunoglobulin chains and the κ / λ ratio was evaluated at 3-months intervals during 9 months. It was demon-
strated that in 2 of 5 patients the ratio of tumor clone free light chains level to basic level at the first time point was <1, 
with significant decrease of κ / λ ratio by the final time point; however, the tumor pattern of ratio persisted. In 2 patients 
slow progression of kinetic parameters was demonstrated at 2 time points, with significant progression at final time 
point was demonstrated. These changes were considered indication to treatment change. The plateau level of kinetic 
parameters at 2 time points (6 months) was demonstrated in 1 female patient; tumor growth progression was demon-
strated by 9-th month of follow up. Normal κ / λ ratio with a mild shift to tumor growth activation by 9-th month was 
indicative of MM and chronic renal failure progression. Patients with chronic renal failure were included into the sec-
ond group (6 patients). 5 patients were receiving hemodialysis; 1 patient was receiving peritoneal dialysis. Anti-tumor 
treatment efficacy was evaluated in a real-time mode after 1 or 2 treatment courses, considering the short half-life pe-
riod of free light immunoglobulin chains. The ratio of immunoglobulin free light changes detected serum levels to basic 
values were <1 in all patients, thus demonstration treatment efficacy. The κ / λ ratio demonstrated positive kinetic prop-
erties of tumor in patients. The study demonstrated that chemotherapy is not associated with renal dysfunction progres-
sion. In one patient the efficacy of replacing plasmapheresis was demonstrated – the immunoglobulin free light changes 
of the tumor clone level decreased by 62% after 5 treatment courses. 

Conclusion: the study demonstrated high efficacy of bortezomib based treatment in different types of multiple 
myeloma based of immunoglobulin free light chains serum level changes. Assessment of immunoglobulin free light 
chains serum level enables the early evaluation of residual tumor kinetic parameters compared to standard methods. 
This method enables prediction of disease outcomes and choice of optimum treatment. 

 
Key words: multiple myeloma, free light chains, bortezomib. 
 
Введение 
 
Внедрение в широкую клиническую практи-

ку метода анализа свободных легких цепей имму-
ноглобулинов сыворотки (СЛЦ Ig) при ММ обу-
словлено их биологическими особенностями и воз-
можностью определения на автоматических анали-
заторах. В контексте клинического применения 
анализа СЛЦ следует отметить ряд их особенно-
стей. Прежде всего, это короткое время полураспа-
да, точность определения за счет специфичности 
диагностических антител против их скрытых де-
терминант, стабильная воспроизводимость опреде-
ления их концентраций в сыворотке, связь с фильт-
рационно-реабсорбционной функцией почек. Спо-
собность λСЛЦ образовывать димеры уменьшает 
их клиренс в почках, увеличивая концентрацию в 
крови, что отличает нормальное κ / λ отношение 
СЛЦ от общих [8]. Синтез СЛЦ при ММ с интакт-
ной молекулой рIg (ИpIg) [2; 7; 9] послужил осно-
ванием для использования этого метода диагности-
ки строго полного ответа при лечении ММ незави-
симо от иммунохимического варианта болезни и 
для диагностики доклинического рецидива [7]. 
Большое клиническое значение имеет применение 
метода анализа СЛЦ при BJ ММ, когда почки еще 
могут реабсорбировать избыток опухолевого BJ-
белка и нет протеинурии перегрузки. Это очень важ-
ное положение для клинической практики, в связи с 
нефротоксичностью СЛЦ. По существу, в этот пери-
од течения ММ можно оценить предпочечную пере-
грузку и начать противоопухолевое лечение для сни-
жения продукции опухолевых СЛЦ и уменьшить 
риск поражения почек. Короткий период полураспа-
да СЛЦ позволяет оценить ответ на лечение в реаль-
ном времени и применить более эффективную тера-
пию при диагностировании резистентности. Этот же 
метод стал применяться для фармакодинамического 
анализа комбинаций противоопухолевых препаратов 
для последующего клинического анализа их эффек-
тивности [3]. Учитывая изложенное, предпринято 
настоящее исследование, направленное на изучение 
клинического значения анализа СЛЦ при различных 
вариантах течения ММ. 

Материалы и методы 
 
В исследование включены 11 больных с ММ, 

которые подписали информированное согласие, среди 
них секреция интактной молекулы pIg (ИpIg) уста-
новлена у 3, изолированная BJ у 3, смешанная 
(BJ+pIg) у 5. Больные были разделены на две группы 
в зависимости от наличия (n=6) или отсутствия (n=5) 
ХПН. Всем больным проводили стандартные гемато-
логические и иммунохимические исследования. Кон-
центрацию СЛЦ определяли в сыворотке крови с по-
мощью антител к их скрытым детерминантам (Bind-
ing Site, UK) на нефелометре (Hitachi-911, Japan). 

Взятие образцов крови осуществляли сразу 
после курса лечения или 3-кратно в течение под-
держивающего лечения. Образцы замораживали 
при –40°С и хранили до проведения исследования. 

 
Результаты 
 
В табл. 1 представлены результаты исследо-

ваний больных ММ, прошедших фазу индукцион-
ного ХТ-лечения и достигших плато на различных 
объемах остаточной опухоли. Всем больным была 
назначена поддерживающая ХТ. Кинетическая ха-
рактеристика остаточной опухоли осуществлялась 
на основании определения концентрации СЛЦ в 
течение 9 мес. каждые 3 мес. Использовали отно-
шение концентраций СЛЦ опухолевого клона в 
каждом временнóм интервале к исходному значе-
нию. Важной характеристикой персистирующего 
опухолевого клона и функции почек являются по-
казатели κ / λ отношения концентраций СЛЦ, кото-
рое определяли в качестве исходных значений и в 
конечной точке исследования. 

В клиническом примере ММ1-1 представле-
ны результаты лечения больной с ММ 3 ст. 
IgGλ+BJλ, у которой было достигнуто плато опухо-
ли и удерживалось с помощью поддерживающей 
ХТ (курс VM). Через 3 мес. отмечено нарастание 
концентрации опухолевых СЛЦ (оСЛЦ) λ-типа в 
2,4 раза, через 6 мес. дальнейшего роста не было 
(2,3 раза) и через 9 мес. их концентрация повыси-
лась в 3,4 раза от исходных значений.  
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Таблиц а  1  
Фармакокинетика остаточной опухоли при ММ на основании анализа свободных легких цепей иммуноглобу-
линов сыворотки крови в течение 9 мес. лечения 

Отношение 
концентраций оСЛЦ 

от исходных 
в интервалах, мес 

 Диагноз Срок болезни 
до исследования, мес 

Кинетическая 
фаза болезни 

до исследования 
3 6 9 

Динамика 
κ/λ отношения ХТ 

мм1-1 Мм 3ст 
Gλ+BJλ 90 плато 2,4 2,3 3,4 0,27→0,25 VM 

мм1-2 Мм 3ст 
Gκ 48 плато 0,92 – – 33,6→26,4 VMP 

мм1-3 Мм 3ст 
Gκ+BJκ 30 плато 0,98 – – 8,5→8,2 VM 

мм1-4 Мм 3ст 
Gκ 24 плато 2,1 2,6 3,0 29,8→92,4 

VT 
→ 

RVP 

мм1-5 Мм 3ст 
Gκ 48 плато 1,3 1,8 17,8 0,55→3,6 VMP 

 
Анализ κ/λ отношения показал, что оно не 

изменялось в течение всего периода наблюдения и 
оставалось в пределах нормальных значений. Несе-
лективное нарастание оСЛЦ в этом случае без из-
менения κ/λ отношения в динамике свидетельство-
вало о формировании ХПН за 5 мес. до клиниче-
ских проявлений и стандартных лабораторных по-
казателей азотемии (креатинин сыворотки крови 
увеличился с 97 до 700 мкмоль/л). 

Во втором и третьем наблюдениях ММ1-2 и 
ММ1-3 (ММ3ст. pIgGκ и ММ3ст. pIgGκ+BJκ) про-
водили поддерживающее лечение курсами VMP с 
интервалами по 3 мес., что сохраняло плато на дос-
таточно высоком объеме остаточной опухоли. В 
четвертом и пятом наблюдениях ММ1-4 и ММ1-5 
(у обеих больных вариант ММ 3 ст. pIgGκ) плато 
поддерживали курсами VT и VMP соответственно. 
После 3 мес. отмечено нарастание концентрации 
оСЛЦ в обоих наблюдениях (в 2,1 и 1,3 раза соот-
ветственно). К 9 мес. наблюдения в обоих случаях 
зафиксировано прогрессирование заболевания как 
по избирательному нарастанию оСЛЦ, так и по κ/λ 
отношению с 29,8 до 92,4 в одном наблюдении и с 
0,55 до 3,6 в другом. Следует отметить, что в слу-
чае ММ1-4, за период исследования отмечено уве-
личение опухолевого парапротеина в 1,03 раза, за 
это же время увеличение концентрации оСЛЦ было 
более чем в 3 раза. Таким образом, данные наблю-
дения показали, что с помощью метода определе-
ния СЛЦ иммуноглобулинов сыворотки можно 
получить важную для клиники информацию о ки-
нетике опухолевого роста при ММ. В двух пред-
ставленных наблюдениях была зафиксирована ста-
билизация кинетического плато на разных объемах 
опухоли, что свидетельствует о хорошем терапев-
тическом эффекте VMP-программы, применявшей-
ся в режиме поддерживающего лечения. Это позво-
лило предотвратить прогрессирование резистент-
ной ММ. В двух других наблюдениях зафиксиро-
вано прогрессирование болезни, что послужило 
основанием для изменения программы лечения.  

Из данных табл. 2 видно, что у всех обсле-
дуемых пациентов заболевание протекало с выра-
женной миеломной нефропатией. У 3 из 6 больных 
диагностирована изолированная BJκ-протеинурия, 
у остальных отмечено сочетание BJκ+pIgGκ (n=2) и 
BJλ+pIgDλ. У всех больных степень нефропатии 
была тяжелой, что потребовало проведения гемо-
диализа у 5 лиц, а в одном наблюдении был приме-
нен перитонеальный диализ. В первом наблюдении 
ММ2-1 (ММ 3Вст. BJκ) 11-дневные курсы VMP 

проводили в сочетании с перитонеальным диали-
зом. Анализ кинетики СЛЦ иммуноглобулинов сы-
воротки показал снижение концентрации опухоле-
вой κ СЛЦ на 78 % сразу после завершения курса. 
Этот показатель означает эффективную противо-
опухолевую фармакодинамику программы VMP, 
определенную практически в реальном времени. 
Важным показателем является кинетика неопухо-
левой λ СЛЦ, указывающий на ее снижение на 73% 
при исходном повышении. Опираясь на наши пре-
дыдущие исследования [3], можно говорить о вы-
сокой противоопухолевой избирательности вел-
кейдсодержащих программ. В таком случае, сни-
жение концентрации λ СЛЦ в данном наблюдении 
может указывать на тенденцию к восстановлению 
функции почек по возросшему клиренсу λ СЛЦ. У 
второй больной ММ2-2 (ММ3В ст. BJκ+pIgGκ) за-
болевание дебютировало с ОПН, что потребовало 
проведения гемодиализа. В дальнейшем сохранялась 
компенсированная ХПН без ГД. Лечение по прото-
колу VMP позволило получить полную ремиссию, 
подтвержденную иммунохимическими исследова-
ниями с отрицательной иммунофиксацией, что со-
провождалось нормальной концентрацией СЛЦ. 
Проведенное исследование позволило подтвердить 
кинетическое плато остаточной опухоли на уровне 
минимального объема. В наблюдении ММ2-3 (ММ 
3В ст. IgDλ+BJλ) по анализу кинетики СЛЦ видна 
эффективность программы PAD. В результате про-
веденного курса лечения концентрация оСЛЦ-λ сни-
зилась на 17 %. При этом концентрация неопухоле-
вой κ-СЛЦ увеличилась в 2 раза, что, вероятно, свя-
зано с нарушенным их клиренсом в почках под 
влиянием токсического действия цитостатиков. В 
наблюдении ММ2-4 (ММ3В ст. BJκ+pIgGκ) заболе-
вание проявилось с ОПН, которая была купирована 
ГД. Анализ 2 курсов лечения велкейдом показал 
селективное снижение концентрации оСЛЦ-κ в сы-
воротке на 37 %. При этом, κ/λ отношение имело 
существенную тенденцию к нормализации (с 11,2 до 
7,0). Концентрация неопухолевых СЛЦ- λ находи-
лась в пределах нормальных значений, что указыва-
ло на сохраненную функцию почек. В дальнейшем 
после 3 курсов лечения велкейдом у больного был 
получен очень хороший частичный ответ [7]. 

В наблюдении ММ2-5 (ММ 3Вст. BJκ, ХПН 
4 ст.) в дебюте заболевания диагностирована тер-
минальная стадия ХПН, требовавшая заместитель-
ной почечной терапии. В результате противоопухо-
левого лечения и ГД функция почек была частично 
восстановлена и стабилизирована.  
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Таблиц а  2  
Кинетическая характеристика остаточной опухоли у больных ММ, осложненной ХПН на основании анализа 
СЛЦ в процессе лечения 

Диализ Количество 
курсов κ/λ ** Диагноз Осложнение тип продолжение всего оценено 

Отношение 
концентрации 

оСЛЦ  
к исходной до после 

Длительность 
Наблюдения, 

мес 

Мм2-1 
мм 3 ст 

BJκ 
ХПН ПД + 4 

VMP 
1 

VMP 0,22 2,35 1,9 6→ 

мм2-2 
мм 3 ст 
Gκ+BJκ 

ОПН, ХПН ГД – 8 
VMP 

1 
VMP 0,95 1,2 1,2 70→ 

мм2-3 
мм 3 ст 
Dλ+BJλ 

ХПН ГД + 2 
PAD 

2 
PAD 1,06 →0,83 0,08 0,23 2→ 

мм2-4 
мм 3 ст 
Gκ+BJκ 

ОПН ГД – 8 V 2 V 0,67→0,63 11,2 7,0 2→ 

мм2-5 
мм 3 ст 

BJκ 
ХПН ГД +* 

8 
VMP 
→V 

2V 0,55→0,65 13,7 5,5 60↓ 

мм2-6 
мм 3 ст 

BJκ 
ХПН ГД + 

4 
VMP 

V 
ОБПФ 

ОП 
+ 2 

VMP 

0,38 
 

0,18 
7,8 1,7 6→ 

*возобновление ГД после перерыва;  
** N κ/λ-отношения 0,6 (0,31–1,2) 

 
ГД был прекращен на 1,5 года, однако, впо-

следствии возобновлен. Анализ концентрации СЛЦ 
в процессе монотерапии велкейдом показал селек-
тивное снижение оСЛЦ-κ после курса на 45 %. При 
этом концентрация неопухолевых СЛЦ-λ была на 
уровне средних значений нормы. Учитывая тяже-
лую степень ХПН с уровнем клубочковой фильтра-
ции от 2 до 4 мл/мин, массивную суточную протеи-
нурию до 5 г нормальную концентрацию неопухо-
левых антителпродуцентов следует рассматривать 
как ложноположительную, связанную с накоплени-
ем λ-СЛЦ в сыворотке за счет нарушенного их ме-
таболизма в почках, скрывающую иммунодефицит. 

В наблюдении ММ2-6 (ММ3В ст. BJκ) забо-
левание проявилось с тяжелой ХПН, потребовав-
шей постоянного ГД. Был также применен плазмо-
обмен (5 процедур за 12 дней). За каждую процеду-
ру удаляли около 1 объема циркулирующей плазмы 
с соответствующим замещением донорской. В 
дальнейшем проводили противоопухолевую тера-
пию (монотерапия велкейдом и курсы VMP) в со-
четании с гемодиализом. В результате ПО концен-
трация оСЛЦ-κ была снижена на 62 %, а после од-
ного курса VMP, проведенного сразу после ОП 
концентрация оСЛЦ-κ была снижена еще на 20 %. 
Следует отметить, что значение неопухолевых 
СЛЦ-λ были несколько выше верхней границы 
нормы. Это свидетельствовало о сохраняющемся 
нарушении метаболизма СЛЦ в почках, связанных 
с их поражение, а снижение уровня оСЛЦ-κ под 
влиянием лечения может уменьшать риск их даль-
нейшего повреждения. 

 
Обсуждение 
 
Проведенное исследование позволяет оце-

нить клиническое значение анализа СЛЦ иммуног-
лобулинов сыворотки у больных ММ в процессе 
лечения. Изучено две группы больных ММ:  

1 – с сохраненной функцией почек (n=5),  
2 – с миеломной нефропатией (n=6).  

Больные 1 группы находились в программах 
индукционного и поддерживающего ХТ лечения. 
Больным 2 группы наряду с противоопухолевой ХТ 
проводили ГД и ОП. Важно отметить, что у боль-
ных 1 группы ММ с ИpIg диагностирована у 3 из 5. 
В этой группе не было изолированной BJ ММ. Во 
второй группе у 3 больных установлена изолиро-
ванная BJ ММ, у остальных 3 смешанная форма. 
Это подтверждает данные о том, что BJ протеину-
рия является фактором повышенного риска пора-
жения почек при ММ [6]. Анализируя результаты 
исследования СЛЦ больных 1 группы, следует от-
метить их большое значение для понимания кине-
тической характеристики остаточной опухоли в 
течение 9 месяцев по 3-месячным интервалам. Все 
больные 1 группы имели длительные периоды 
предлеченности (от 24 до 90 мес.) и их состояние 
на момент исследования расценивали как кинети-
ческое плато на различных объемах остаточной 
опухоли. Всем пациентам проводили поддержи-
вающую ХТ 1 раз в 3 мес. Оценивая кинетическую 
активность остаточной опухоли, можно сказать, что 
кинетическое плато зафиксировано у 2 больных по 
3-месячному интервалу оценки. В этих наблюдени-
ях отношения концентраций оСЛЦ по первому ки-
нетическому контролю к исходным не превышают 
1,0 Исследование величины опухолевого клона в 
конечной точке анализа по κ/λ отношению свиде-
тельствовало о его уменьшении. Эти наблюдения 
указывают на эффективность поддерживающей 
терапии VMP. В 2 других наблюдениях больных 1 
группы можно говорить о кинетической нестабиль-
ности плато остаточной опухоли. Уже по первому 
кинетическому контролю было отмечено нараста-
ние концентраций оСЛЦ и увеличение их отноше-
ния к исходным значениям. В конечной точке от-
счета эти значения еще больше увеличивались. Это 
подтверждалось также анализом κ/λ-отношения в 
конечной точке исследования, свидетельствующем 
об увеличении объема опухолевого клона. Полу-
ченные результаты послужили основанием для пе-
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ревода одного больного в программу VMP-индук-
ции, в другом наблюдении была применен прото-
кол RVP.  

Значительные трудности для анализа резуль-
татов представляет наблюдение ММ1-1 (ММ 3ст. G 
λ + BJ λ). Исходные концентрации κ и λ СЛЦ, а так 
же κ/λ-отношение свидетельствовали о гематологи-
ческой ремиссии. Дальнейшее наблюдение показа-
ло нарастание СЛЦ опухолевого клона (λ) в конеч-
ной точке исследования наряду с повышением зна-
чений неопухолевой СЛЦ.  

Следовательно, в данном наблюдении, наря-
ду с начинающейся прогрессией болезни диагно-
стирована доклиническая ХПН, ранним признаком 
которой явилось нарушение клиренса СЛЦ в поч-
ках и неселективное их накапливание в крови с не-
большим сдвигом κ/λ-отношения в зону активации 
опухолевого роста. 

Таким образом, оценивая кинетическую ха-
рактеристику остаточной опухоли у 5 больных 
ММ1 группы, на основании анализа СЛЦ сыворо-
точных Ig в течение 9 месяцев наблюдения, следует 
отметить высокую клиническую значимость этого 
метода (обладающего большей чувствительностью, 
чем стандартные иммунохимические исследова-
ния). Прежде всего, удалось подтвердить состояние 
кинетического плато у больных ММ с ИpIg. У 
больных со смешанным типом pIg кинетическая 
стабильность остаточной опухоли должна быть 
определена не только по динамике интактного pIg, 
но также по BJpIg.  

В данном наблюдении у двух подобных 
больных зафиксирована минимальная прогрессия 
по 3-месячной точке контроля, которая нарастала в 
последующем, что потребовало в дальнейшем из-
менения программ лечения. Полученные результа-
ты показали, что важно обращать внимание при 
анализе СЛЦ на селективный характер их повыше-
ния, при котором можно идентифицировать акти-
вацию кинетики остаточной опухоли. При неселек-
тивном нарастании СЛЦ можно думать о развитии 
ХПН, как правило, связанной с прогрессией забо-
левания. Эмпирически взятые точки отсчета в на-
шем исследовании, по которым оценивали кинети-
ку опухоли на основании анализа СЛЦ, позволили 
выделить клинически важный 3-месячный период. 
За этот срок среди исследованных больных было 
диагностировано 2 начинающихся прогрессии за-
болевания, 1 случай начала прогрессии и начала 
ХПН, в двух случаях – стабильная кинетика оста-
точной опухоли. 

У 6 больных 2 группы с ММ, осложненной 
нефропатией, мониторинг кинетики остаточной 

опухоли проводили с учетом влияния ХПН на кли-
ренс СЛЦ Ig сыворотки. В момент исследования 
всем больным проводилась индукционная или под-
держивающая ХТ, 3 из 6 ГД, а в одном случае ПД. 
2 пациентам ГД проводили в начале заболевания в 
связи с ОПН, которая была купирована. Оценивая 
результаты противоопухолевого лечения в сочета-
нии с ГД можно отметить противоопухолевый от-
вет у всех больных, зафиксированный после одного 
или 2 курсов ХТ. В одном наблюдении кинетика 
оСЛЦ после курса VMP по существу отражала про-
тивоопухолевую фармакодинамику в реальном 
времени и высокую чувствительность опухоли к 
данному виду терапии [1].  

Важно подчеркнуть, что при этом снижалась 
или оставалась нормальной концентрация неопухо-
левой СЛЦ, что могло быть расценено как фактор 
благоприятного прогноза в улучшении функции 
почек. В действительности, снижение концентра-
ции оСЛЦ и уменьшение их пассажа через почки 
предотвращает дальнейшее развитие феномена 
cast-нефропатии [4; 5].  

В то же время, снижение о СЛЦ под влияни-
ем ХТ и повышение концентрации неопухолевой 
(поликлональной) СЛЦ может говорить о повреж-
дении почек цитостатиками и нарушении их кли-
ренса. Важно так же подчеркнуть возможность 
подтверждения строгого полного ответа по концен-
трации СЛЦ и по κ/λ-отношению у больных с от-
рицательной иммунофиксацией и компенсирован-
ной ХПН.  

Анализ полученных данных дает основание 
считать клинически оправданным применение экс-
такорпоральных методов удаления из циркуляции, 
повреждающих почки СЛЦ опухолевого клона. 
Применение в нашем исследовании ОП у больной с 
ХПН, находящейся на программном ГД, позволило 
существенно снизить концентрацию оСЛЦ , а по-
следующая VMP-терапия еще больше уменьшила 
их концентрацию. При этом метаболизм неопухо-
левой СЛЦ улучшался до значений верхней грани-
цы нормы, что могло прогнозировать в дальнейшем 
стабилизацию функции почек. 

 
Заключение 
 
Таким образом, наше исследование показало, 

что клинический анализ концентрации СЛЦ Ig сы-
воротки может в реальном времени дать фармако-
динамическую характеристику ХТ лечения, опре-
делять прогрессию/рецидив раньше стандартной 
диагностики, определять влияние ХТ и эктракорпо-
ральной элиминации СЛЦ на функцию почек. 
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Список сокращений 
 

 

ГД    –  гемодиализ 

ПД    –  перитонеальный диализ 

ОП     –  обменный плазмаферез 

оСЛЦ     –  СЛЦ опухолевого клона 

СЛЦ       – свободные легкие цепи  

ММ     –  множественная миелома  (multiple myeloma) 

ХТ     – химиотерапия  

 

RVP     –  ревлимид, велкейд, преднизолон 

VM     –  велкейд, мелфалан 

VMP     –  велкейд, мелфалан, преднизолон 

VT     –  велкейд, талидомид 
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Резюме 
 
Цель исследования – оценка иммунологической эффективности способа специфической иммунотерапии 

больных раком шейки матки в сочетании с лучевой терапией. Обследована 81 больная раком шейки матки IIB и 
III клинической стадий, подвергавшихся сочетанной лучевой терапии. В группе из 40 человек дополнительно 
проведена иммунотерапия, заключающаяся в реинфузии индуцированных опухолевым антигеном и препаратом 
ИЛ-2 лимфоцитов. 

При проведении иммунотерапии была выявлена динамика к нормализации исследованных показателей 
иммунной системы. Однако сохранялись статистически значимые различия с контрольной группой по ряду 
ключевых исследованных параметров. Специфическая клеточная иммунотерапия, на наш взгляд, не обеспечи-
вает адекватного роста численных показателей противоопухолевого клеточного иммунитета, что может быть 
одной из причин неблагоприятных отдаленных исходов лечения. 
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Resume 
 
Research objective: An assessment of immunological efficiency of a method of specific immunotherapy in pa-

tients with cervical cancer in a combination to radiation therapy.  
It is surveyed 81 patients with cervical cancer of IIB and the III clinical stages which were exposed to combined 

radiotherapy. In group of 40 people in addition the immunotherapy is carried out consisting in a reinfuziya of lympho-
cytes induced by tumoral anti-gene and a preparation interleykin-2. 

At carrying out an immunotherapy dynamics to normalization of the investigated indicators of immune system 
was revealed. Significant distinctions with control group on a number of the main parameters however remained. The 
specific cellular immunotherapy, in our opinion, doesn't provide adequate growth of numerical indicators of 
antineoplastic cellular immunity that can be corrected by application of methods of an adoptive immunotherapy. 
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Введение 
 
Иммунотерапию злокачественных новообра-

зований трудно назвать новым методом в онколо-
гии, поскольку история ее развития насчитывает 
уже более 50 лет [11]. В современных условиях 
более 15 % исследований в области лечения злока-
чественных новообразований базируются на под-
ходах, связанных с иммунотерапией, и до 30 % 
прикладных исследований в области иммунотера-
пии ассоциированы с лечением новообразований 
[2; 4; 5]. 

Важнейшими достижениями в области им-
мунотерапии злокачественных новообразований 
являются развитие способов лечения широко рас-
пространенных новообразований – меланомы, рака 
почек, рака легких [6; 10]. В то же время остается 
широкий спектр злокачественных опухолей, имму-
нотерапия которых в достаточной степени не раз-
работана. Хотя ключевой причиной является малая 
иммуногенность многих новообразований [6], кро-

ме этого применению методов иммунотерапии мо-
жет препятствовать снижение морфофункциональ-
ных показателей защитных систем организма, свя-
занное с наличием опухолевого процесса и приме-
нением способов специфической иммунотерапии 
[10]. Преодоление обоих этих ограничений – кар-
динальное направление развития иммунотерапии 
злокачественных опухолей [3]. 

РШМ является одним из распространенных 
онкологических заболеваний у женщин [9]. Резуль-
таты его лечения до настоящего времени оставляют 
желать лучшего. Достаточно высока частота запу-
щенных форм данной патологии, основным мето-
дом лечения которых является сочетанная лучевая 
терапия. Подходы к иммунотерапии РШМ в доста-
точной мере не разработаны, что послужило осно-
ванием инициации настоящего исследования. 

Цель исследования – оценка иммунологиче-
ской эффективности специфической иммунотера-
пии в сочетании с лучевой терапией больных раком 
шейки матки. 
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Материалы и методы 
 

Осуществлено комплексное клинико-имму-
нологическое обследование 81 больной РШМ, в 
том числе 41 – с IIВ и 40 – с III клинической 
стадией (далее – ст.), в возрасте от 39 до 65 лет, 
средний возраст по группе IIВ – 49,2±1,4 года, по 
группе III ст. – 50,5±1,6 года. 

Комплексное лечение больных состояло из 
применения СЛТ и сочетанной лучевой терапии в 
комбинации со специфической иммунотерапией 
(СЛТ + СИТ). Специфическая иммунотерапия про-
водилась по разработанной методике, основанной 
на реинфузии аутогенных лимфоцитов, инкубиро-
ванных с гомогенатом опухолевой ткани и ИЛ-2. 

СЛТ проводилась 21 больной РШМ IIB ста-
дии и у 20 больных РШМ III стадии. СЛТ + СИТ 
проводилась 20 больным РШМ IIB стадии и 20 
больным РШМ III стадии. 

Контрольную группу составили 45 практи-
чески здоровых женщин, репрезентативных обеим 
группам больных по возрасту. 

Показатели клеточного иммунитета опреде-
лялись в динамике комплексного лечения. Осуще-
ствлено иммунотипирование следующих форм им-
муноцитов: CD3+ – зрелые Т-лимфоциты (диагно-
стикум Beckman Coulter, №А07746); CD3+CD4+ – Т-
хелперы (№А07750); CD3+CD8+ – Т-супрессоры и 
киллеры (№А07757); CD3-CD56+CD16+ – нату-
ральные киллеры (№А07735); CD3+CD56+CD16+ – 
Т-киллеры (№А07415); CD19+ – В-лимфоциты 
(№6603859); CD4+CD25+ – «юные» CD4+ клетки 
(№IM3486U); CD95+ – преапоптотические лейко-
циты всех кластеров дифференцировки (№IM1504). 

Статистическая обработка. При анализе 
клинических данных использованы параметрические 
и непараметрические методы. Параметрические ме-
тоды включали сравнение количественных признаков 
с помощью критерия Стьюдента, для непрерывных 
переменных – парного критерия Стьюдента. Ограни-
чения использования параметрических методов 
включали анализ распределения по критерию Колмо-
горова-Смирнова, а также критерий равенства дис-
персий [1]. При несоблюдении граничных критериев 
применимости параметрических методов использова-
ны непараметрические методы анализа – в независи-
мых выборках – по критерию Манна – Уитни, в ди-
намике наблюдения – по критерию Вилкоксона. В 
ходе анализа наличие возможности применения па-
раметрического критерия статистической значимости 
исключало дальнейшее использование непараметри-
ческих критериев. В качестве граничного критерия 
опровержения нулевой гипотезы принимали р<0,05. 
Статистический анализ осуществлялся с использова-
нием прикладного пакета SPSS Statistics 17.0.1. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Результаты применения специфической им-

мунотерапии после лучевой терапии у больных 
РШМ IIB ст. представлены в табл. 1. 

При проведении СИТ была зарегистрирована 
тенденция к повышению числа лейкоцитов, кото-
рая, однако, не характеризовалась достоверными 
различиями с показателем после проведения СЛТ. 
Напротив, сохранялось достоверное снижение дан-
ного показателя относительно контрольной группы 
(на 34,7 %, р<0,01). 

Тенденция к повышению была выявлена и 
при анализе содержания лимфоцитов, причём сред-
ний показатель в группе СИТ не имел достоверных 

различий с контрольной группой, в отличие от СЛТ. 
Несмотря на наличие умеренной тенденции к по-
вышению числа Т-лимфоцитов в периферической 
крови, их абсолютное и относительное содержание 
оставалось ниже показателя контрольной группы 
(на 21,4 и 14,5 % соответственно, р<0,05 в обоих 
случаях). 

В группе больных, подвергавшихся СЛТ, сте-
пень снижения абсолютного содержания CD3+CD4+ 
клеток была недостоверной, как и тенденция к повы-
шению при проведении СИТ. Существенных различий 
по относительному содержанию клеток данного класса 
в сравниваемых группах не было. 

У больных вышеуказанной категории в обе-
их группах, выделенных в зависимости от прово-
димой терапии, не было также выявлено сущест-
венных особенностей содержания CD3+CD8+ кле-
ток. При проведении СИТ отмечалось только не-
достоверное снижение абсолютного и относитель-
ного показателей. 

Анализ содержания в крови CD3–CD56+CD16+ 
клеток при проведении СЛТ показал наличие досто-
верного снижения как по абсолютному, так и по отно-
сительному показателю.  

В то же время при проведении СИТ оба пара-
метра не имели достоверных различий с таковыми в 
группе контроля, а абсолютное содержание достовер-
но превышало тот же показатель группы СЛТ (на 36,4 
%, р<0,05). 

В процессе иммунотерапии была зарегист-
рирована тенденция к повышению абсолютного и 
относительного содержания Т-киллеров. Однако, 
она была недостоверной, и различия с контролем 
оставались весьма значительными (на 36,7 и 30,2 % 
соответственно, р<0,05 в обоих случаях). 

Наблюдалась также тенденция к увеличению 
численных показателей уровня В-лимфоцитов, при 
этом имевшиеся в группе СЛТ достоверные разли-
чия с контролем при проведении СИТ отсутствова-
ли. Различия между группами СЛТ и СЛТ+СИТ по 
показателям содержания CD4+CD25+ клеток были 
недостоверны, и во второй группе сохранялись дос-
товерно более низкие их величины в сравнении со 
средними показателями группы контроля. 

Также не было зарегистрировано существен-
ных различий по абсолютному содержанию CD95+ 
лимфоцитов, относительная величина данного по-
казателя имела тенденцию к снижению. 

Динамика роста соотношения CD3+CD4+/CD3+CD8+ 
привела к его превышению в группе СИТ над кон-
тролем, хотя различия во всех случаях были стати-
стическим незначимыми. 

При сравнении величины индекса активации 
в группах СЛТ и СЛТ+СИТ заметно, что во втором 
случае уровень был выше, а различия с контроль-
ной группой – меньшими, чем в первом. Тем не 
менее, различия между группами больных остава-
лись недостоверными. 

У больных РШМ III ст. иммунологическое 
исследование позволило получить данные, пред-
ставленные в табл. 2. 

Содержание лейкоцитов в крови у больных 
группы СИТ оставалось сниженным по отношению 
к контролю, различия были достоверными (на 39,0 
%, р<0,01). 

В динамике не было зарегистрировано прак-
тически никаких изменений в отношении концен-
трации лимфоцитов, абсолютное содержание им-
мунокомпетентных клеток данного класса в группе 
СИТ было сниженным относительно контроля на 
25,2 % (р<0,05). 
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Таблиц а  1  
Динамика показателей клеточного звена иммунитета в зависимости от проводимого лечения у больных РШМ IIB стадии 

Больные РШМ IIВ ст. Показатель Контрольная группа, n=45 СЛТ, n=21 СЛТ+СИТ, n=20 P1 Р2 Р3 

Лейкоциты, ×109/л 6,51±0,31 3,93±0,23 4,25±0,23 <0,01 <0,01 >0,05
Лимфоциты, ×109/л 2,10±0,09 1,70±0,09 1,93±0,09 <0,05 >0,05 >0,05

CD3+, ×109/л 1,45±0,06 1,08±0,05 1,14±0,05 <0,05 <0,05 >0,05
CD3+,% 69,0±2,4 63,5±2,7 59,1±2,3 >0,05 <0,05 >0,05

CD3+CD4+, ×109/л 0,89±0,05 0,76±0,05 0,81±0,05 >0,05 >0,05 >0,05
CD3+CD4+,% 42,4±1,9 44,7±2,4 42,0±2,1 >0,05 >0,05 >0,05

CD3+CD8+, ×109/л 0,39±0,02 0,35±0,02 0,33±0,02 >0,05 <0,05 >0,05
CD3+CD8+,% 18,6±1,1 20,6±1,5 17,1±1,2 >0,05 >0,05 >0,05

CD3-CD56+CD16+, ×109/л 0,17±0,01 0,11±0,01 0,15±0,01 <0,05 >0,05 <0,05
CD3-CD56+CD16+, % 8,1±0,5 6,5±0,5 7,8±0,5 <0,05 >0,05 >0,05

CD3+CD56+CD16+, ×109/л 0,11±0,01 0,06±0,01 0,07±0,01 <0,05 <0,05 >0,05
CD3+CD56+CD16+, % 5,3±0,4 3,5±0,2 3,7±0,3 <0,05 <0,05 >0,05

CD19+, ×109/л 0,24±0,02 0,15±0,02 0,19±0,02 <0,05 >0,05 >0,05
CD19+,% 11,4±0,6 8,8±0,6 9,8±0,6 <0,05 >0,05 >0,05

CD3+CD25+, ×109/л 0,21±0,01 0,14±0,01 0,16±0,01 <0,05 <0,05 >0,05
CD3+CD25+,% 10,0±0,6 8,2±0,6 8,3±0,6 <0,05 <0,05 >0,05
CD95+, ×109/л 0,91±0,07 1,08±0,07 1,05±0,08 >0,05 >0,05 >0,05

CD95+,% 45,3±2,3 63,8±4,4 54,4±4,1 <0,05 >0,05 >0,05
CD3+CD4+/ CD3+CD8+ 2,28±0,13 2,17±0,15 2,45±0,17 >0,05 >0,05 >0,05

CD3+CD25+/CD95+ 0,24±0,01 0,13±0,01 0,16±0,02 <0,01 <0,05 >0,05
Р1 – статистическая значимость различий больных с контролем в группе сравнения; 
Р2 – статистическая значимость с контролем в основной группе; 
Р3 – статистическая значимость различий показателей между группами больных в зависимости от лечения. 
 

Таблиц а  2  
Динамика показателей клеточного звена иммунитета в зависимости от проводимого лечения у больных РШМ III стадии 

Больные РШМ III ст. Показатель Контрольная группа, n=45 СЛТ, n=20 СЛТ+СИТ, n=20 P1 Р2 Р3 

Лейкоциты, ×109/л 6,51±0,31 3,68±0,26 3,97±0,25 <0,01 <0,01 >0,05
Лимфоциты, ×109/л 2,10±0,09 1,53±0,10 1,57±0,09 <0,05 <0,05 >0,05
CD3+, ×109/л 1,45±0,06 1,02±0,06 1,08±0,06 <0,05 <0,05 >0,05
CD3+,% 69,0±2,4 66,7±3,4 68,8±3,1 >0,05 >0,05 >0,05
CD3+CD4+, ×109/л 0,89±0,05 0,69±0,06 0,73±0,05 <0,05 <0,05 >0,05
CD3+CD4+,% 42,4±1,9 45,1±3,0 46,5±2,7 >0,05 >0,05 >0,05
CD3+CD8+, ×109/л 0,39±0,02 0,32±0,02 0,30±0,02 <0,05 <0,05 >0,05
CD3+CD8+,% 18,6±1,1 20,9±1,8 19,1±1,5 >0,05 >0,05 >0,05
CD3-CD56+CD16+, ×109/л 0,17±0,01 0,08±0,01 0,10±0,01 <0,01 <0,01 >0,05
CD3-CD56+CD16+, % 8,1±0,5 5,2±0,4 6,4±0,5 <0,05 <0,05 >0,05
CD3+CD56+CD16+, ×109/л 0,11±0,01 0,04±0,01 0,06±0,01 <0,01 <0,05 >0,05
CD3+CD56+CD16+, % 5,3±0,4 2,5±0,1 3,9±0,2 <0,01 <0,05 <0,01
CD19+, ×109/л 0,24±0,02 0,13±0,01 0,14±0,02 <0,01 <0,05 >0,05
CD19+,% 11,4±0,6 8,5±0,7 8,9±0,6 <0,05 <0,05 >0,05
CD3+CD25+, ×109/л 0,21±0,01 0,11±0,01 0,12±0,01 <0,01 <0,01 >0,05
CD3+CD25+,% 10,0±0,6 7,2±0,6 7,6±0,6 <0,05 <0,05 >0,05
CD95+, ×109/л 0,91±0,07 1,15±0,07 1,17±0,06 <0,05 <0,05 >0,05
CD95+,% 45,3±2,3 75,4±4,3 74,3±3,9 <0,01 <0,01 >0,05
CD3+CD4+/ CD3+CD8+ 2,28±0,13 2,16±0,16 2,43±0,18 >0,05 >0,05 >0,05
CD3+CD25+/CD95+ 0,24±0,01 0,10±0,01 0,11±0,01 <0,01 <0,01 >0,05
Р1 – статистическая значимость различий больных с контролем в группе сравнения; 
Р2 – статистическая значимость с контролем в основной группе; 
Р3 – статистическая значимость различий показателей между группами больных в зависимости от лечения. 

 
Аналогичные показатели были характерны для 

абсолютного и относительного содержания CD3+ кле-
ток. По первому из них сохранялось статистически 
значимое снижение по отношению к контролю, по 
второму – различий зарегистрировано не было. 

В динамике была выявлена только умеренная 
тенденция к повышению содержания CD3+CD4+ кле-
ток в группе проведения СИТ. Различия с контролем 
по данному показателю оставались (снижение на 18,0 
%; р<0,05). По относительному содержанию клеток 
данного класса в обеих подгруппах больных имелось 
статистически незначимое превышение над показате-
лем контроля. 

Отмечалось только умеренное и статистиче-
ски незначимое повышение содержания в крови 
натуральных киллеров (CD3–CD56+CD16+). По аб-
солютному показателю превышение над группой 
СЛТ составило 20,9 %, по относительному – 24,3. В 
обоих случаях показатели были ниже, чем у здоро-
вых лиц (р<0,01, р<0,05). 

Имелось превышение содержания Т-кил-
леров в группе СЛТ+СИТ над больными, у которых 
проводилась только СЛТ. Тем не менее, различия с 
контролем оставались статистически значимыми 
(на 45,5 %, р<0,05). По относительной величине 
данного показателя, напротив, был выявлен рост на 
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56,0 % (р<0,01). Тем не менее, различия с группой 
контроля составили 26,4 % (р<0,05). 

Не было существенных особенностей в зави-
симости от проводимой терапии по содержанию 
CD19+ в крови. Различия по абсолютному значению 
данного показателя с контролем составили 41,7 %, 
по относительному – 21,9 (р<0,05 в обоих случаях). 
Также не отмечалось существенной динамики в 
отношении уровня активированных Т-хелперов, по 
обоим исследованным показателям сохранялось 
статистически значимое снижение в отношении 
контрольной группы (на 42,9 и 24,0 %; р<0,01; 
р<0,05 соответственно). 

Отмечена тенденция к превышению абсо-
лютного числа CD3+CD25+ у больных группы 
СЛТ+СИТ по отношению к женщинам группы СЛТ. 
Отмечались статистически значимые различия с 
контролем как по абсолютному (р<0,05), так и по 
относительному (р<0,01) показателям. 

Имелось недостоверное повышение иммуно-
регуляторного индекса в группе больных, полу-
чавших СИТ, по отношению как к контролю, так и 
к группе СЛТ. 

Тенденция к превышению уровня индекса ак-
тивации никак не повлияла на степень значимости 
различий по данному показателю с контролем при 
проведении СИТ. Они составили 54,2 % (р<0,01). 

 
Заключение 
 
Анализ полученных данных свидетельствует 

о наличии некоторых различий численных показа-

телей системы иммунитета у больных раком шейки 
матки в группах проведения СЛТ и иммунотерапии 
после лучевой терапии. Так, применение иммуно-
терапии позволило добиться определенного увели-
чения абсолютного и относительного содержания 
натуральных киллеров и NKT-клеток. 

В то же время, мы полагаем, что сохраняю-
щиеся различия с контрольной группой по содер-
жанию ключевых факторов клеточного противо-
опухолевого иммунитета в сторону снижения сви-
детельствуют о сохраняющемся и на фоне СИТ 
вторичном иммунодефиците.  

При интерпретации его клинического значе-
ния следует учитывать сохраняющийся после СЛТ 
большой объем ткани опухоли, в том числе клеток, 
способных к делению, за счет которых развиваются 
рецидивы и отдаленные метастазы в период после 
осуществления терапии.  

Функциональные возможности клеточных 
механизмов иммунной системы, подвергавшихся, 
вдобавок, негативному воздействию в ходе лучевой 
терапии, могут оказаться недостаточными для эли-
минации или подавления активности сохранивших-
ся клеток новообразования. 

Поэтому мы полагаем, что изолированное 
использование методики СИТ при отсутствии уст-
ранения основного объема новообразования путем 
оперативного вмешательства является мерой, сни-
жающей риск рецидива или развития метастазов, 
однако, недостаточной и могущей быть потенциро-
ванной применением средств и методов неспеци-
фической активации клеточного иммунитета. 
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Резюме 
 
С целью повышения эффективности антиваскулярного противоопухолевого средства комбретастатина А-

4 (СА-4) получены наноразмерные липосомы, нагруженные липофильным пролекарством СА-4 (15 мол. %) и 
несущие углеводный лиганд селектинов SiaLeX. Исследован противоопухолевый эффект липосом на модели 
острого Т-лимфолейкоза мышей ASF-LL. В используемых дозировке (22 мг/кг) и протоколе введения (6 раз с 
интервалом в 2-3 дня, начиная через сутки после перевивки опухоли) СА-4 не показал достоверного ингибиро-
вания роста лимфомы и регионарных подмышечных лимфоузлов; группы, пролеченные препаратами SiaLeX– и 
безадресных липосом, достоверно отличались от контроля, начиная с 12 дня, но не различались между собой. 
Средний размер лимфоузлов у мышей, получавших липосомы, не превысил нормы. К 21 дню был обнаружен 
единственный показатель преимущества лечения SiaLeX-липосомами: доля мышей с пораженными лимфоузла-
ми была наименьшей.  

Однако к 40 дню выживание в группах женщин, получавших препараты липосом, оказалось наимень-
шим. Обсуждается вероятность стимулирования лейкемической составляющей болезни за счет недостаточного 
ингибирования роста лимфомы. 

 
Ключевые слова: антиваскулярные средства, комбретастатин А-4, Т-клеточная лимфома, липосомы, 

сиалил-Льюис Х. 
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Abstract 
 
To increase the efficiency of an antivascular anticancer drug combretastatin A-4 (CA-4), nanosized liposomes 

bearing a lipophilic prodrug of CA-4 (15% by mol) and equipped with a selectin-targeted carbohydrate ligand SiaLeX 
were prepared. Antitumor effect of the liposomes was studied in the mouse model of T-cell acute leukemic lymphoma 
ASF-LL. Under studied dosage (22 mg/kg) and administration protocol (total of 6 injections, every 2−3 days each, start-
ing from the first day after tumor inoculation), intact СА-4 did not produce any reliable inhibition of growth of lym-
phoma or regional lymph nodes; groups treated with SiaLeX- or nontargeted liposomes were significantly different from 
control starting from day 12, but were not different from one another. Mean size of lymph nodes in mice treated with 
liposomes was not larger than in healthy animals. By day 21 the only advantageous factor of the treatment with SiaLeX-
liposomes was observed: the share of mice with affected lymph nodes was the least.  

However, by day 40, survival in liposomes-treated groups was the lowest. We discuss a probable stimulation of 
leukemic constituent of the disease by liposomes caused by insufficient inhibition of the lymphoma. 

 
Key words: antivascular agents, combretastatin A4, T-cell lymphoma, liposomes, Sialyl Lewis X. 
 
Введение 
 
Ангиогенез является ключевым моментом 

патогенеза злокачественных опухолей, поэтому 
препараты, действующие на систему кровоснабже-
ния злокачественных новообразований, привлекают 
все большее внимание специалистов. Антиангио-
генные средства блокируют образование сосудов de 
novo; также интерес представляют антиваскуляр-
ные средства, разрушающие уже образовавшиеся 
сосуды опухоли и вызывающие тем самым сниже-
ние скорости кровотока в опухоли, гипоксию и, в 
итоге, некроз опухоли [18].  

Комбретастатин А4 (СА-4, рис. 1) – антими-
тотический агент растительного происхождения, 
блокатор колхицинового сайта тубулина – относи-
тельно недавно был предложен в качестве антивас-
кулярного средства для сочетанной терапии 
сóлидных опухолей [18]. В настоящее время СА-4 в 
форме водорастворимого фосфата (СА4Р) проходит 
III фазу клинических испытаний. Однако ранее было 
показано, что при химиотерапии антиваскулярными 
средствами, в том числе СА4Р, разрушаются и сосу-
ды нормальных тканей – сердца, мозга, селезенки, 
кожи и почек пациентов, что может стать причиной 
серьезных осложнений [14].  

№ 1/том 12/2013   РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 



 

№ 1/том 12/2013  РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

42 ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ПРОТИВООПУХОЛЕВОЕ ДЕЙСТВИЕ ЛИПОСОМ…

 
 
Рис. 1. Структуры комбретастатина А-4 (СА-4), липофильного пролекарства CA4-Ole, липофильного конъюга-
та SiaLeX и схематическое изображение адресной липосомы с пролекарством. 
 
Кроме того, в режиме монотерапии в экспериментах 
на животных данные средства обычно эффективны 
только в дозах, превышающих толерантные [11]. 

Мы предположили, что изменение биорас-
пределения СА-4 путем нацеливания на сосуды 
опухоли может улучшить терапевтическую эффек-
тивность этого агента. Стратегия применения нано-
размерных (диаметра 100–150 нм) липосом в каче-
стве носителей для доставки лекарств в опухоли 
при системном введении хорошо обоснована и об-
суждается во многих международных изданиях 
(например, [7]). Однако приемлемый с точки зре-
ния технологии способ, позволяющий включать во 
внутренний объем наноразмерных липосом тера-
певтически значимые количества водорастворимых 
препаратов – метод активной загрузки (remote load-
ing) против градиентов концентраций солей – реа-
лизуем только для ограниченного числа лекарств, 
имеющих структуру амфифильных слабых кислот 
или оснований, например, антибиотиков антрацик-
линового ряда типа доксорубицина [10; 20]. Ком-
бретастатин А-4 представляет собой небольшую 
гидрофобную молекулу, которую целесообразно 
включать в аполярную часть липидного бислоя. 
Действительно, были получены липосомы, содер-
жащие СА-4 в липидном бислое и нацеленные с 
помощью циклического RGD-пептида на αvβ3-
интегрины ангиогенного эндотелия [15]. Однако 
емкость загрузки таких липосом СА-4 составила 
менее 3 мольн. % из-за «вытекания» лекарства из 
бислоя в течение нескольких часов, и они не ис-
пользовались далее для системного введения жи-
вотным. Таким образом, для надежного удержива-
ния в липосомах за счет гидрофобных взаимодей-
ствий молекула СА-4 должна быть модифицирова-
на дополнительным алкильным мембранным яко-
рем, который будет отщепляться внутриклеточны-
ми ферментами после эндоцитоза липосом.  

Недавно нами было показано на модели 
спонтанного рака молочных желез мышей BLRB, 
что липосомы с липофильным пролекарством СА-4 
– олеоильным производным СА4-Ole (рис. 1), – 

несущие тетрасахаридный лиганд селектинов сиа-
лил-Lewis X (SiaLeX), значительно подавляют рост 
опухоли в режиме монотерапии всего лишь после 
трехкратного (1 раз в неделю) внутривенного вве-
дения [3]. Ранее на мышах той же линии с переви-
тым раком молочных желез продемонстрировано 
значительное усиление противоопухолевого эф-
фекта при оснащении SiaLeX-тетрасахаридом липо-
сом, нагруженных липофильным пролекарством 
сарколизина [19].  

Селектины (углеводсвязывающие адгезион-
ные белки) повышенно экспрессированы на акти-
вированных эндотелиальных клетках, лейкоцитах и 
тромбоцитах. Они участвуют во взаимодействиях 
между лейкоцитами и эндотелиальными клетками и 
играют ключевую роль во множестве (па-
то)физиологических процессов, в том числе – в 
развитии воспалительного ответа, метастазирова-
ния и пр., будучи посредниками активации эндоте-
лия и роллинга лейкоцитов [5].  

Недавно решающая роль Е- и Р-селектинов в 
формировании спонтанных метастазов впервые 
была доказана in vivo на мышиной модели рака ки-
шечника [12]. 

Цель настоящей работы – получение липо-
сомальных форм, в том числе –  оснащенных 
SiaLeX-лигандом, липофильного пролекарства СА-4 
(СА4-Ole, рис. 1) и изучение их противоопухолево-
го действия на модели острого Т-лимфолейкоза 
мышей ASF-LL [4] в сравнении с исходным СА-4. 
Экспрессия селектинов на клетках лимфомы ASF-
LL подтверждена c помощью иммунофенотипиро-
вания проточной цитофлуориметрией [4]. Известно, 
что T-клеточные лимфомы отличаются низкой им-
муногенностью, быстрым агрессивным течением и 
слабым ответом на стандартную химиотерапию [6]. 
Мышиная модель ASF-LL характеризуется появле-
нием лейкемической составляющей в крови на 2–3 
неделю после подкожной перевивки опухоли и рос-
том лимфомы во всех изученных органах мыши, 
включая лимфатические узлы, костный мозг, селе-
зёнку, почки, печень, легкие и др. 
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Материалы и методы 
 
Олеоильное производное комбретастатина А4 

СA4-Ole и диглицеридный конъюгат SiaLeX-PEG-
DG (рис. 1) синтезировали как описано ранее [3].  

 
Приготовление дисперсий  
лекарственных липосом 
Использовали фосфатидилхолин (РС) из 

яичного желтка и фосфатидилинозит (PI) из S. 
cerevisiae производства «Реахим» (Россия). Готови-
ли буфер с 1 мМ EDTA: PBS, pH 7,06 – физиологи-
ческий раствор на фосфатном буфере (КН2PO4; 0,2 
г/л; NaH2PO42H2O, 0,15 г/л; Na2HPO4 1,0 г/л; KCl, 
0,2 г/л; NaCl, 8,0 г/л). 

Смеси PC/PI/CA4-Ole(+/–SiaLeX-PEG-DG), 
7,5:1:1,5:(+/–0,1) (мол.) упаривали в круглодонных 
пробирках из растворов в хлороформе с метанолом 
(1 : 1) на роторном испарителе при температуре не 
выше 40 °С. Смеси содержали по 54 мг PC, 8 мг PI, 
8 мг (14 мкмоль) CA4-Ole и 2 мг SiaLeX-PEG-DG 
(~0,94 мкмоль). Липидные пленки высушивали 30 
мин при 5 Па, затем гидратировали в течение 2 ч 
при комнатной температуре в 2 мл буфера РBS. 
Суспензию встряхивали, подвергали 5-кратной 
процедуре замораживания – оттаивания (жидкий 
азот – +40 ºС) и продавливали 20 раз через поли-
карбонатные мембранные фильтры (Nucleopore, 
США) с размером пор 100 нм с помощью установ-
ки Mini-extruder от Avanti Polar Lipids (США). Раз-
мер липосом измеряли на установке Brookhaven 
Particle Analyzer 90+ (США). Концентрации проле-
карств в дисперсиях определяли после разрушения 
липосом 20-кратным разбавлением в этаноле: реги-
стрировали УФ-спектры и измеряли оптическую 
плотность в максимумах поглощения (CA4-Ole: 
макс. =287 нм,  ~13440) на двухлучевом спектро-
фотометре СФ-256-УВИ (Ломофотоника, С.-
Петербург). Потери пролекарств на фильтрах кон-
тролировали, определяя их количество в растворах, 
полученных вымачиванием фильтров в этаноле, с 
последующей регистрацией УФ-спектров; потери 
составляли не более 3 %. Состав липосом опреде-
ляли после гель-хроматографии на колонке с Сефа-
розой CL-4B, анализируя фракции на фосфолипид-
ный фосфор колориметрическим методом и на про-
лекарства – спектрофотометрически, как описано 
ранее для других препаратов [1]. Дисперсии липо-
сом хранили при +4 ºС не более 4 суток. 

 
Испытания  
противоопухолевой активности 
В работе были использованы мыши инбред-

ной линии A/WySnJCitMoise (далее A/Sn). Мышей 
разводили и поддерживали в конвенциональных 
условиях вивария ИБХ РАН. Опухолевые клетки 
лейкемической лимфомы ASF-LL перевивали син-
генным самкам (n=34) в дозе 106 клеток на мышь 
подкожно под правую переднюю лапу. На вторые 
сутки после перевивки опухолей мышам вводили в 
хвостовую вену по 0,2 мл 7 мМ раствора CA-4 (22 
мг/кг) в РВS–5% Tween 80 (n=8, группа 1), или 
дисперсий липосом состава PC/PI/CA4-Ole, 7,5 :1 : 
1,5 (мол.; n=8, группа 2) и PC/PI/CA4-Ole/SiaLeX-
PEG-DG, 7,5:1:1,5:0,1 (мол.; n=8, группа 3) в экви-
валентной по CA-4 дозе. Инъекции повторили еще 
5 раз с интервалами в 2-3 дня, а именно: на 4; 7; 9; 
12 и 15 сутки после перевивки опухоли. Мышам 
контрольной группы одновременно вводили буфер 
РВS–5% Tween 80 таким же образом (n=10, группа 
К). Размеры регионарных (подмышечных) лимфа-

тических узлов и опухоли до 2–3 мм оценивали 
методом пальпирования, и далее измеряли размер 
опухоли с помощью штангенциркуля каждые 2–3 
дня. Ежедневно оценивали состояние здоровья жи-
вотных и регистрировали выживаемость. Противо-
опухолевый эффект оценивали по торможению 
роста подкожной опухоли и регионарных лимфати-
ческих узлов. Средний объем опухолей (в мм3) в 
контрольной и опытной группах определяли для 
каждой сóлидной опухоли как произведение трех 
размеров перпендикулярных диаметров опухолево-
го узла. Средний диаметр лимфатических узлов (в 
мм) вычисляли, как сумму трех размеров перпен-
дикулярных диаметров узла, деленную на три [19]. 

Статистическую обработку полученных 
результатов проводили по критерию Стьюдента 
(двухконцевой t-критерий). 

 
Результаты и обсуждение 
 
Липосомы получали из смесей природных 

фосфолипидов – яичного фосфатидилхолина и 
фосфатидилинозита из пекарских дрожжей – с про-
лекарством CA4-Ole и SiaLeX-конъюгатом стан-
дартным методом экструзии через 100 нм-фильтры 
[1]. При этом образуются моноламеллярные (с еди-
ничным липидным бислоем) липосомы заданного 
размера, несущие модифицированное лекарство и 
углеводный лиганд. Схематически конструкция 
липосомы изображена на рис. 1. Контакт с рецеп-
тором на поверхности клетки-мишени обеспечива-
ется за счет экспонирования углеводных групп 
SiaLeX на достаточном расстоянии от мембраны с 
помощью полярных гибких вставок короткоцепо-
чечного (степень полимеризации 8–14) полиэти-
ленгликоля (ПЭГ). По данным динамического ла-
зерного светорассеяния, для разных препаратов 
средний диаметр липосом составил от 89±30 нм до 
94±31 нм.  

Известные липосомы Stealth®, несущие на 
поверхности длинноцепочечные остатки ПЭГ для 
защиты от преждевременного вывода из кровотока 
клетками ретикуло-эндотелиальной системы, фор-
мируются из фосфолипидов, содержащих насыщен-
ные ацильные остатки (обычно – гидрогенизирован-
ный соевый фосфатидилхолин), и холестерина (до 
30%), так как для уменьшения утечки препарата в 
кровотоке необходима жесткая мембрана [10; 20]. 
Липофильные пролекарства сами являются компо-
нентами липидного бислоя и при его повреждении 
не покидают липосому, как показано нами для ли-
пидных конъюгатов водорастворимых лекарств [1]. 
Жидкий липидный бислой способен включить 
больше пролекарства. Более того, он легче сливается 
с мембранами опухолевых клеток [8]. В нашем слу-
чае основу бислоя липосом (более 80 мол. %) со-
ставляют фосфолипиды, содержащие примерно по-
ловину насыщенных ацильных остатков (пальмито-
ильных и стеароильных), а остальные – ненасыщен-
ные олеоильные и меньшее количество линолеоиль-
ных остатков. Фосфатидилинозит (PI) введен в со-
став для стабилизации липосом в кровотоке, вместо 
ПЭГ-фосфатидилэтаноламина, используемого в ли-
посомах Stealth®. Остатки миоинозита молекул PI, 
составляющих примерно 10% бислоя, создают на 
поверхности мембраны высокогидратированную 
стерически стабилизирующую оболочку, подобно 
остаткам ПЭГ [9]. Нежелательные побочные эффек-
ты при лечении Stealth®-липосомами обусловлены 
именно полиэтиленгликолем: длинноцепочечный 
ПЭГ (степень полимеризации 45–48), несмотря на 
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отсутствие собственной токсичности и иммуноген-
ности, будучи на поверхности липосом вызывает у 
значительной части пациентов реакции гиперчувст-
вительности средней и тяжелой степени, вплоть до 
анафилактического шока, связанные с активацией 
системы комплемента [17]. 

Содержание пролекарства в липосомах оп-
ределяли спектрофотометрически после фракцио-
нирования дисперсий гель-хроматографией, как 
описано ранее для других препаратов [1]. Емкость 
включения субстанции CA4-Ole в липосомы соста-
вила 15 мол. %, причем пролекарство практически 
без потерь (то есть с эффективностью близкой к 
100 %) включалось в липидный бислой. Доза СА-4, 
применяемая для одноразовой инъекции живот-
ным-опухоленосителям, весьма высока, поэтому 
емкость носителя в данном случае особенно важна.  

Для проведения сравнительной оценки про-
тивоопухолевого действия различных форм ком-
бретастина А-4 in vivo с применением дозировки, 
принятой в клинике, необходимо было использо-
вать водорастворимую форму лекарства в виде 
фосфата СА4Р в дозе 81 мг/кг (то есть мольная до-
зировка 184 мкмоль/кг). В данном же случае работа 
проделана с водонерастворимым СА-4, для получе-
ния раствора которого в мицеллярной форме при-
меняли фармакопейный детергент Tween 80. Детер-
гент сам по себе в использованной концентрации – 
5 % в буфере – проявил некоторую токсичность 
(тенденция к уменьшению веса животных в кон-
трольной группе, рис. 2). Максимальная концен-
трация СА-4, которую удалось получить с 5%-ным 
Tween 80, позволила применить для введения в 
хвостовую вену мышам-реципиентам лишь дозу 22 
мг/кг (70 мкмоль/кг в 200 мкл). Поэтому сравнение 
противоопухолевого эффекта двух форм антимито-
тического агента СА-4 – в виде раствора с Tween 80 
(мицеллярной) и в виде дисперсий липосом с про-
лекарством СА4-Ole – было проведено в указанной 
эквимолярной дозировке (70 мкмоль/кг). 

На рис. 2 приведена динамика относительного 
изменения веса животных по группам в ходе экспе-
римента. Препараты вводили 6 раз с интервалом в 2–
3 дня, начиная со вторых суток после перевивки 
опухолей. Токсичность мицеллярной формы СА-4 
(группа 1) практически не отличалась от токсично-
сти контрольного раствора Tween 80 в буфере: 
уменьшение среднего веса на 14 день (после 5 инъ-
екций) не было статистически достоверным, по 
сравнению с контролем. Однако обе липосомальные 
формы проявили очевидную токсичность (группы 2 
и 3; отличие от контроля на 14 день р≤0,042). Ранее 
на этой же модели Т-клеточного лимфолейкоза мы 
также наблюдали уменьшение веса стареющих мы-
шей-реципиентов линии A/Sn под действием липо-
сомальных препаратов с липофильным пролекарст-
вом метотрексата (неопубл. данные). В то же время, 
на модели рака молочных желез подобного эффекта 
не наблюдалось [19], равно как и при лечении мы-
шей с экспериментальным лимфолейкозом Р-388 
(правда, в последнем случае препараты вводили 
мышам DBA/2 внутрибрюшинно [2]). Можно пред-
положить, что токсичность липосом объясняется их 
накоплением в таких органах-мишенях наночастиц, 
как печень и почки: возможно, при Т-лимфолейкозе 
повышается активность макрофагов, которые и дос-
тавляют липосомы с антиваскулярным агентом в эти 
органы. Кроме того, мыши линии A/Sn при содер-
жании в конвенциональных условиях характеризу-
ются сравнительно высокой частотой воспалитель-
ных процессов в почках. 

 
 
Рис. 2. Динамика относительного изменения веса 
(%) по группам мышей ASF-LL с перевитой Т-
лимфомой при лечении препаратами комбретаста-
тина А-4. Через сутки после инокуляции клеток 
лимфомы самкам вводили внутривенно 6 раз с ин-
тервалом в 2-3 дня по 0,2 мл препаратов: РВS–5% 
Tween 80 (контроль, К, n=10), раствор СА-4 (22 
мг/кг) в РВS–5% Tween 80 (группа 1, n=8), СА4-Ole 
в эквивалентной дозе в липосомах (группа 2, n=8) 
или в адресных SiaLeX-липосомах (группа 3, n=8). 
Изменение веса на день n после перевивки опухоли 
(весn) по отношению к начальному весу (вес0) вы-
числяли для каждой самки индивидуально как (весn 
/ вес0 – 1) х100%. Стрелками отмечены дни введе-
ния препаратов. 

 
В используемых дозировке и протоколе вве-

дения мицеллярный СА-4 не показал достоверного 
ингибирования роста лимфомы (группа 1, рис. 3а) и 
регионарных, то есть лежащих в области роста 
лимфомы, подмышечных лимфоузлов, по сравне-
нию с контролем (рис. 3б). Тогда как скорость рос-
та подкожной лимфомы мышей группы 2, полу-
чавшей липосомальный препарат с пролекарством 
CA4-Ole, была достоверно снижена по сравнению с 
ростом в контроле, начиная с 14 суток (р = 0,032), 
то есть после 5-ти инъекций. Близкую динамику 
торможения роста лимфомы показал и препарат 
SiaLeX-липосом (группа 3): на 15 сутки он досто-
верно (р = 0,005) ингибировал рост опухоли. Одна-
ко оба липосомальных препарата по эффективности 
не различались между собой (рис. 3а), а макси-
мальное отличие от мицеллярной формы СА-4 
(группа 1), наблюдающееся на 21 день в группе 2, 
не достигало достоверности (р = 0,151). 

Оба липосомальных препарата достоверно 
ингибировали рост регионарных лимфоузлов, на-
чиная с 15 дня (отличия от контроля р ≤ 0.056; рис. 
3б), причем SiaLeX-липосомы (группа 3) по дейст-
вию статистически достоверно отличались от ми-
целлярной формы СА-4 (группа 1; р = 0,088).  

Наглядно видно, что средний диаметр лим-
фатических узлов у мышей, получавших липосо-
мальные формы, в это время не вышел за пределы 
нормы (до 2 мм). 

К 21 дню эксперимента был обнаружен фак-
тически единственный показатель преимущества 
адресных липосом: доля мышей с пораженными 
лимфоузлами была наименьшей в группе, проле-
ченной SiaLeX–липосомами с СА4-Ole (группа 3, 
рис. 4). 
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Однако к 40 дню эксперимента выживание в 
группах 2 и 3, животных, получавших липосомальные 
препараты, оказалась наименьшим – по 12,5 % (то есть 
по 1 животному из 8). В то же время, обработка мышей 
мицеллярной формой СА-4 практически не повлияла 
на выживание: в группе 1 оно составило 25 % (2 мыши 
из 8), а в контрольной – 30 % (3 из 10). Объяснение 
такого результата может быть следующим. Липосо-
мальные препараты достоверно затормозили не только 
рост подкожной лимфомы, но и процесс поражения 
регионарных лимфатических узлов (рис. 3). Последнее 
подразумевает преимущественное разрушение именно 
лимфатических сосудов, дренирующих опухоль, что 
согласуется с известным фактом лимфотропности на-
норазмерных носителей [13]. По-видимому, обе липо-
сомальные формы лекарства (в отличие от мицелляр-
ной формы) поразили лимфатические сосуды опухоли 
в более значительной степени, чем кровеносные, спо-
собствуя, тем самым, выходу опухолевых клеток в 
кровяное русло. В результате могла быть простимули-
рована лейкемическая составляющая Т-лимфолейкоза, 
которая, собственно, и является причиной смерти опу-
холеносителей. Возможно, для значительного ингиби-
рования лейкемической составляющей лимфомы липо-
сомальные препараты с пролекарством СА-4 необхо-
димо вводить более продолжительное время.  

 

А 

 

 

Б 

В работе Pattillo с соавт. [16] однократная инъ-
екция интактного водорастворимого фосфата СА4Р 
мышам с перевитыми клетками рака молочной железы 
МСА-4 в дозировке, принятой в клинике (81 мг/кг), не 
ингибировала рост опухоли. Заметное торможение 
роста достигалось лишь при введении препарата после 
облучения опухоли (примерно на 30 % в первые 10 
дней), причем кривая роста опухоли практически сов-
падала с кривыми, полученными после облучения без 
применения какого-либо препарата, либо после 4 инъ-
екций СА4Р через день. Сильное ингибирование роста 
опухоли (примерно на 80 % в течение 15-20 дней) было 
достигнуто в результате введения СА4Р (15 мг/кг) в 
Stealth-иммунолипосомах, несущих полноразмерное 
МКА к E-селектину, причем только после облучения 
опухоли, которое значительно увеличивало экспрес-
сию селектинов [16]. Без облучения действие иммуно-
липосом на рост опухолей практически не отличалось 
от действия СА4Р после облучения, только доза вво-
димого в липосомах препарата была меньше в 5,4 раза 
(36 мкмоль/кг). Однако в случае Т-лимфолейкоза облу-
чение вряд ли может быть использовано для адресной 
стимуляции экспрессии селектинов. 

 
Рис. 3. Динамика роста опухоли (a) и динамика 
роста регионарных лимфатических узлов (б) по 
группам мышей ASF-LL с перевитой Т-лимфомой 
при лечении препаратами комбретастатина А-4. 
См. подпись к рис. 2. 
 

 

 
Заключение 
 
Применение антимитотического агента ком-

бретастатина А-4 в качестве антиваскулярного про-
тивоопухолевого средства для системного введения 
может быть усовершенствовано за счет включения 
его липофильного пролекарства в липосомы, осна-
щенные специфическим для сосудистого эндотелия 
опухолей углеводным лигандом SiaLeX. Результаты 
испытаний на модели острого Т-лимфолейкоза 
мышей показывают перспективность применения 
СА4-Ole в SiaLeX-липосомах, однако необходимо 
усовершенствовать режим лечения. Для получения 
значительного противоопухолевого эффекта необ-
ходимо увеличить кратность введения препаратов 
липосом. Очевидно, недостаточное ингибирование 
роста подкожной лимфомы приводит к ускорению 
развития лейкемической составляющей болезни. 

 
Рис. 4. Доля (в %) мышей ASF-LL с пораженными 
лимфатическими узлами по группам (см. подпись к 
рис. 2) при лечении препаратами комбретастатина 
А-4 к 21 дню после перевивки Т-лимфомы. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных ис-
следований (проект № 10-04-01021-а). 
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Резюме 
 
С целью определения особенностей редокс-зависимой модификации белков и состояния глутатионового 

звена антиоксидантной системы у больных раком легкого в зависимости от стадии заболевания обследовано 
116 пациентов. В эритроцитах проводилось определение уровня карбонильных производных, тиоловых групп 
белков, восстановленного глутатиона, глутатионпероксидазы и глутатион-S-трансферазы. Наиболее выражен-
ное возрастание интенсивности процессов редокс-зависимой модификации белков в эритроцитах происходит 
на II и IV стадиях рака легкого, в то же время характер изменений глутатионового звена антиоксидантной сис-
темы совпадает только на первых трех стадиях рака легкого. На IV стадии изменения показателей редокс-
зависимой модификации белков и глутатионового звена антиоксидантной системы разнонаправлены. 

 
Ключевые слова: рак легкого, окислительный стресс, окислительная модификация белков, система глу-

татиона. 
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Abstract 
 
The aim of the study was to investigate level of markers of oxidative modification of proteins and glutathione 

system in erythrocytes at different stages of lung cancer. 116 patients with lung carcinoma were chosen for study. We 
measured proteins carbonyl derivatives, SH-groups of proteins, glutathione level, glutathione peroxidase and 
gluthatione-s-transferase activity. The most increase of oxidative modification of proteins is happened on II and IV 
stage of the desease, however changes in glutathione system are similar at stages I-III, at IV stage glutathione level, 
glutathione peroxidase and gluthatione-s-transferase activity are decreased. 

 
Key words: lung cancer, oxidative stress, oxidative modification of proteins, glutathione system. 
 
Введение 
 
Рак легкого занимает одно из первых мест по 

распространенности среди злокачественных ново-
образований [2; 8; 10]. Как правило, местные про-
явления опухоли выражены достаточно слабо, осо-
бенно на начальных стадиях, что сильно затрудняет 
раннюю диагностику и борьбу с этим заболевани-
ем. Соответственно, большое значение имеют во-
просы о том, какие системные изменения в орга-
низме вызывает возникающая опухоль. Одними из 
первых происходят изменения редокс-статуса орга-
низма, что приводит к окислительной модификации 
макромолекул и отражается на состоянии органов и 
тканей больного [4; 6; 8]. Окисление белковых мо-
лекул может сопровождаться их агрегацией или 
фрагментацией, изменением гидрофобности и чув-
ствительности к протеолизу[4; 6]. Наиболее чувст-
вительными к действию большинства активных 
форм кислорода являются тиоловые группы белков. 
Даже при сравнительно мягких условиях цистеино-

вые остатки образуют дисульфиды. Это единствен-
ные формы окислительной модификации белков, 
которые могут быть репарированы.  

В восстановлении тиоловых групп белков, 
подвергшихся свободно-радикальному окислению 
участвуют тиоредоксин- и глутатион-зависимые 
защитные системы [11; 15]. Основываясь на этом, 
можно предположить, что механизм окисления-
восстановления тиоловых групп служит для захвата 
свободных радикалов, защищая тем самым молеку-
лу от необратимых изменений.  

Тем не менее, относительно немного извест-
но о характере изменений со стороны фермента-
тивных систем, напрямую связанных с обменом 
глутатиона и тиоловых групп белков при злокаче-
ственных новообразованиях легких. 

Цель исследования – выявить особенности 
редокс-зависимой модификации белков и состоя-
ния глутатионового звена антиоксидантной систе-
мы у больных раком легкого в зависимости от ста-
дии заболевания. 
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Материалы и методы 
 
На базе Красноярского краевого онкологиче-

ского диспансера обследовано 116 больных мужского 
пола, страдавших немелкоклеточным раком легкого, в 
возрасте 35–70 лет (ср. 53,4±2,4 года). У 8 диагности-
рована I стадия, у 30 –II стадия, у 44 – III стадия, у 34 
– IV стадия заболевания. Окончательный диагноз ус-
танавливался после оперативного вмешательства и 
гистологического исследования образцов опухоли 
врачами онкологического диспансера. В качестве 
контрольной группы были обследованы 35 здоровых 
доноров аналогичного возраста. Работу проводили с 
соблюдением принципов добровольности и конфи-
денциальности в соответствии с «Основами законода-
тельства РФ об охране здоровья граждан». 

Кровь забиралась из локтевой вены в гепа-
ринизированные пробирки, утром, натощак, на сле-
дующий день после поступления больного в ста-
ционар. Эритроциты отделялись центрифугирова-
нием, после чего в них проводилось определение 
уровня карбонильных производных, тиоловых 
групп белков, восстановленного глутатиона, глута-
тионпероксидазы и глутатион-S-трансферазы.  

Об уровне КПБ судили по реакции взаимодей-
ствия окисленных аминокислотных остатков белков с 
2,4-динитрофенилгидразином с образованием 2,4-
динитрофенилгидразонов [12]. Оптическую плот-
ность образовавшихся производных динитрофенил-
гидразонов регистрировали спектрофотометрически 
при различных длинах волн: 356 нм – алифатические 
кетодинитрофенилгидразоны нейтрального характе-
ра; 370 нм – алифатические альдегиддинитрофенил-
гидразоны нейтрального характера [3]. Метод опре-
деления количества свободных тиоловых групп в 
белках основан на взаимодействии SH-групп с 
ДТНБК. Интенсивность окраски регистрировали 
спектрофотометрически при ν 412 нм. Для определе-
ния быстрореагирующих SH-групп оптическую плот-
ность пробы измеряли через две мин после начала 
реакции. Для определения медленнореагирующих 
SH-групп измерение оптической плотности произво-
дили через каждые 5 мин до тех пор, пока ее значение 
не становилось постоянным. Для выявления замаски-
рованных SH-групп готовили пробу, в состав которой 
также входил 8 М р–р мочевины [1].  

Определение количества восстановленного 
GSH основано на взаимодействии депротеинизиро-
ванного субстрата GSH с ДТНБК с образованием 
окрашенного дисульфида. Интенсивность окраски 
регистрировали при ν 412 нм. [7]. Активность глута-
тионпероксидазы определяли по скорости окисления 
глутатиона в присутствии пероксида водорода. Кон-
центрацию глутатиона до и после инкубации опре-
деляли спектрофотометрически. Каталазную и псев-
допероксидазную активность глутатионпероксидазы 
подавляли азидом натрия [13].Активность глутати-
он-S-трансферазы определяли по скорости образо-
вания глутатион-S-конъюгатов между GSH и 1-хлор-
2,4-динитробензолом. Увеличение концентрации 
конъюгатов регистрировали при длине волны 340 нм 
[9]. Содержание гемоглобина в эритроцитах опреде-
ляли цианметгемоглобиновым методом [5]. 

Для всех данных определяли медиану (Ме) и 
интерквартальный разброс в виде подсчета 25-(С25) 
и 75-процентилей (С75). Достоверность различий 
между группами оценивалась при помощи непара-
метрического критерия Манна-Уитни.  

Статистический анализ осуществлялся с 
помощью пакетов прикладных программ Statistica 
версия 7,0 (StatSoftInc., 2004). 

Результаты и обсуждение 
 
Динамика изменения уровня карбонильных 

производных белков в эритроцитах приведена в 
табл. 1. На II стадии заболевания в эритроцитах про-
исходит увеличение содержания альдегидных форм 
КПБ на 119 %, на III стадии их уровень выше кон-
трольных значений на 105 %, а на IV стадии падает 
до уровня контрольной группы.  

Уровень кетонных форм КПБ на II стадии 
значительно возрастает, а затем на III стадии резко 
падает и на IV снова увеличивается. На II стадии он 
увеличивается на 380 %, на III – на 37 % и на IV ста-
дии – на 197 %.  

Содержание быстрореагирующих SH-групп 
в эритроцитах на первой стадии выше на 19 %, на 
второй – 21 %, на третьей – 18 %, на четвертой – 33 
% в сравнении с таковыми  лиц контрольной груп-
пы. Содержание медленно реагирующих тиоловых 
групп белков в эритроцитах на I, II и III стадии ни-
же по сравнению с контролем на 28; 9; 13 % соот-
ветственно, на IV стадии содержание SH-групп 
выше на 16 %. Содержание замаскированных тио-
ловых групп в плазме в сравнении с контролем 
выше на 4 % на I стадии, на 14; 26; 2 3% на II, III и 
IV стадиях соответственно (табл. 2). 

Уровень суммарных тиоловых групп суще-
ственно возрастает на II и IV стадиях рака легкого, 
на I и III стадиях значимых отличий от контроля не 
наблюдается (рис. 1). 

Содержание восстановленного глутатиона на 
I стадии рака легкого ниже контроля на 34 %, на II 
стадии существенно возрастает и становится выше 
нормальных показателей на 40 %, на III стадии 
снова снижается, достигая контрольных значений, 
и на IV стадии становится ниже нормы на 42 % 
(рис. 2.) 

Изменения активности глутатионпероксида-
зы и глутатион-S-трансферазы имеют схожую ди-
намику, сначала происходит увеличение активно-
сти фермента от I ко II стадии, затем она постепен-
но снижается.  

Но при этом активность глутатионперокси-
дазы в эритроцитах больных раком легкого все 
время выше контроля, в то время как активность 
глутатион-S-трансферазы снижена (рис. 3 и 4.) 

Таким образом, в результате проведенного 
исследования было установлено, что динамика из-
менения уровня тиоловых групп белков в эритро-
цитах больных совпадает с таковой у карбониль-
ных производных, что свидетельствует о единых 
механизмах окислительной модификации белков, в 
то же время характер изменений глутатионового 
звена антиоксидантной системы совпадает только 
на первых трех стадиях рака легкого.  

Вероятно, в эти периоды развития заболева-
ния глутатионовая система играет важную роль в 
поддержании уровня восстановленных тиоловых 
групп белков. На IV стадии изменения показателей 
редокс-зависимой модификации белков и глута-
тионового звена антиоксидантной системы разно-
направлены.  

Повышение уровня сульфгидрильных групп 
белков может происходить в результате увеличения 
активности тиоредоксиновой системы, что отмеча-
ется некоторыми исследователями при раке легкого 
[8; 10]. Поскольку тиоловые группы белков могут 
выполнять антиоксидантную функцию, повышение 
их уровня, вероятно, происходит с целью компен-
сации недостатка низкомолекулярных антиокси-
дантов [14]. 
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Рис. 1. Содержание суммарных тиоловых групп белков в эритроцитах в зависимости от стадии рака легкого: 

1 – контрольная группа; 2 – больные раком легкого I стадии;  
3 – больные раком легкого II стадии; 4 – больные раком легкого III стадии;  
5 – больные раком легкого IV стадии. 

 

 
Рис. 2. Содержание восстановленного глутатиона в эритроцитах в зависимости от стадии рака легкого: 

1 – контрольная группа; 2 – больные раком легкого I стадии;  
3 – больные раком легкого II стадии; 4 – больные раком легкого III стадии;  
5 – больные раком легкого IV стадии. 

 

 
Рис. 3. Активность глутатионпероксидазы в эритроцитах в зависимости от стадии рака легкого: 

1 – контрольная группа; 2 – больные раком легкого I стадии;  
3 – больные раком легкого II стадии; 4 – больные раком легкого III стадии;  
5 – больные раком легкого IV стадии. 

 

 
Рис. 4. Активность глутатион-S-трансферазы в эритроцитах в зависимости от стадии рака легкого: 

1 – контрольная группа; 2 – больные раком легкого I стадии;  
3 – больные раком легкого II стадии; 4 – больные раком легкого III стадии;  
5 – больные раком легкого IV стадии. 
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Таблиц а  1  
Содержание карбонильных производных белков в эритроцитах в зависимости от стадии рака легкого, у.е./г Hb (Ме (С25;С75)) 

Карбонильные производные белков Стадия N Альдегидные формы Кетонные формы 
Контроль 35 2,65 (1,69; 4,39) 1,84 (1,39; 2,95) 

II 14 5,78 (2,22; 8,55)* 8,84 (5,62; 11,23)* 
III 26 5,43 (2,03; 6,31)* 2,53 (1,50; 3,56)** 
IV 20 2,73 (2,01; 9,13) 5,47 (2,93; 7,99)*,*** 

*p<0,05 по сравнению с контролем;  
**p<0,05 по сравнению со II стадией;  
***p<0,05 по сравнению с III стадией 

 
Таблиц а  2  

Содержание тиоловых групп белков в эритроцитах в зависимости от стадии рака легкого, мкмоль/мг Hb (Ме (С25; С75)) 
Тиоловые группы Стадия N Быстрореагирующие Медленнореагирующие Замаскированные 

Контроль 35 16,79(11,78; 21,23) 7,08(3,85; 9,91) 12,82(10,14; 19,28) 
I 8 19,98(17,50; 22,15) 5,12(3,97; 7,79) 13,35(9,13; 17,43) 
II 30 20,31(16,70; 25,58) 6,46(4,57; 12,73) 14,58(12,02; 23,28) 
III 44 19,77(16,52; 27,46) 6,19(4,91; 11,79) 16,17(11,30; 18,95) 
IV 34 22,31(12,50; 26,90) 8,19(5,98; 12,18) 15,83(13,54; 17,54) 

 
Выводы 
 
Таким образом, характер изменений окисли-

тельной модификации белков и глутатионового 
звена антиоксидантной системы совпадает на пер-
вых трех стадиях рака легкого, что говорит о влия-
нии системы глутатиона на интенсивность окисли-
тельной модификации белков и восстановление 
тиоловых групп.  

 
 
На IV стадии изменения разнонаправлены – 

происходит угнетение глутатион-зависимых меха-
низмов и усиление окислительной модификации 
белков, что, вероятно, может являться одним из 
механизмов компенсации антиоксидантых свойств 
эритроцитов.  
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Резюме 
 
Установлен канцерогенный эффект внутрижелудочного введения смеси формальдегида и перекиси водо-

рода белым беспородным крысам. Каждые две нед., в 1 и 3 день, животным внутрижелудочно вводили по 1,0 
мл смеси, состоящей из 0,4 %-ного  раствора формальдегида и 0,4 %-ного раствора перекиси водорода в отно-
шении 1 : 1 на протяжении 6 мес. Через 7,5 мес от начала эксперимента у всех оставшихся в живых животных 
(n=21) выявлены злокачественные опухоли желудка, локализованные в пределах слизистой оболочки с инвази-
ей отдельных опухолевых клеток или их скоплений в мышечную и серозную оболочку органа и опухолевыми 
эмболами в лимфатических и кровеносных сосудах. В 3 (14,3 %) наблюдениях отмечены метастазы рака в ре-
гионарных лимфоузлах и в 6 (28,6 %) – диссеминация по серозной оболочке тонкой кишки. У 4 (19 %) живот-
ных зафиксированы опухоли легких. Полученные данные могут быть использованы для изучения МЖК. 

 
Ключевые слова: рак желудка, крыса, формальдегид, перекись водорода. 
 
 

Senchukova M.A., Stadnikov A.A., Bokov D.A. 
CARCINOGENIC EFFECT OF A MIX OF FORMALDEHYDE  
AND PEROXIDE OF HYDROGEN BY INTRAGASTRIC ADMINISTRATION OF RAT 
Orenburg state medical academy, Orenburg 

 
Abstract 
 
The cancerogenic effect of a mix of formaldehyde and peroxide of hydrogen by the intragastric administration to 

white outbred rats is established. Each two weeks, in 1 and 3 day, during 6 months the animals entered the 1,0 ml of the 
mix containing 0,4% formaldehyde and 0,4% peroxide of hydrogen concerning 1:1. In 7,5 months from the beginning 
of experiment at all survived animals (n=21) are revealed the malignant tumours of a stomach localized within the gas-
tric mucosa with invasion of separate tumoral cells or their congestions in a muscularis propria and serosa, lymphatic 
and vascular invasion. In 3 (14,3%) cases are noted metastasises in regional lymph nodes and in 6 (28,6%) cases – dis-
semination on a peritoneum of a small intestine. At 4 (19%) animals are revealed tumours of lungs. Obtained data can 
be used for studying MGC. 

 
Key words: gastric cancer, rat, formaldehyde, peroxide of hydrogen. 
 
Введение 
 
В настоящее время получены данные, свиде-

тельствующие о том, что ФА обладает цитотокси-
ческим и канцерогенным эффектами [10; 12].  

В эксперименте на крысах с длительным 
введением ФА с питьевой водой (в течение 2 лет) 
показана его способность индуцировать злокачест-
венные лимфомы и опухоли желудочно-кишечного 
тракта [12]. Большинство исследователей связыва-
ют канцерогенные эффекты ФА с его выраженны-
ми генотоксическими свойствами, а именно, с его 
способностью образовывать белковые сшивки ДНК 
[11; 13]. Что же касается ПВ, в ряде работ установ-
лено, что она также обладает генотоксическими 
свойствами [5; 6] и, кроме того, способна стимули-
ровать процессы неоангиогенеза [8]. Совместное 
применение ФА и ПВ приводило к усилению гено-
токсических свойств ФА, однако, данное исследо-
вание проводилось для изучения механизмов ате-
росклероза [9].  

Мы не встретили работ, где ПВ изучалась бы 
экспериментально, как фактор, способный потен-
цировать действие известных канцерогенов, хотя 
роль эндогенных продуктов перекисного окисления 

в канцерогенезе достаточно хорошо известна [4; 7]. 
Все выше сказанное послужило основанием для 
проведения настоящего исследования.  

Цель – оценить канцерогенные свойства 
смеси ФА и ПВ и возможность ее использования 
для индукции злокачественных опухолей, в частно-
сти рака желудка. 

 
Материалы и методы 
 
Исследование выполнено на 35 белых беспо-

родных крысах самцах массой 180 – 250 г (30 под-
опытные, а 5 – контрольные). Содержание живот-
ных и эксперименты осуществляли согласно «Пра-
вилам проведения работ с использованием лабора-
торных животных» (приказ № 755 от 12.08.1977 г. 
МЗ СССР).  

Животным каждые две недели, в 1 и 3 день, 
внутрижелудочно вводили по 1,0 мл смеси, со-
стоящей из 0,4 %-ного  раствора формальдегида и 
0,4 %-ного р-ра раствора перекиси водорода в от-
ношении 1:1 на протяжении 6 месяцев. Смесь гото-
вили при комнатной температуре и вводили в тече-
ние 15 минут от момента смешивания растворов. 
Контролем служили 5 интактных крыс, находив-
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шихся на обычном пищевом и водном режиме. Че-
рез 6 мес. от начала эксперимента, после наркоти-
зации парами эфира, забиты первые 5 крыс, осталь-
ные (21) – через 7,5 мес. Желудки крыс и иные ор-
ганы, имеющие признаки патологических измене-
ний, изучали гистологически. Парафиновые срезы 
толщиной 3–4 мкм окрашивали гематоксилином 
Майера и эозином и иммуногистохимическим ме-
тодом (ИГХ) с использованием антител к панцито-
кератину АЕ1/АЕ3 («DAKO», Дания). Препараты 
изучали с помощью микроскопа Optika B-350 
(Optika, Италия) с использованием видеокамеры 
Digital Camera for Microscope DCM500. Гистологи-
ческую структуру опухоли устанавливали в соот-
ветствии с Международной гистологической клас-
сификацией опухолей пищевода и желудка [14]. 

 
Результаты и обсуждение  
 
Введение смеси ФА и ПВ подопытным жи-

вотным сопровождалось явлениями интоксикации, 
которые были наиболее выражены в первые сутки 
после введения смеси.  

У подопытных животных наблюдалась затор-
моженность, вялость, редко – одышка (возможно за 
счет того, что при введении часть смеси попадала в 
дыхательные пути), отек мошонки. 4 крысы погибли 
на 4–6 сутки после 2 введения смеси ФА и ПВ от 
явлений острой интоксикации. У погибших живот-
ных наблюдались отек легких, застойные изменения 
в печени, выраженный отек слизистой желудка. 
Смертность составила 13,3 %. По мере увеличения 
числа введений отмечалась адаптация животных к 
вводимым ксенобиотикам со снижением выражен-
ности побочных эффектов.  

Первые опухоли зафиксированы через 6 мес 
от начала эксперимента (у 4 из 5 животных). В од-
ном случае опухоль представляла собой экзофит-
ное образование около 0,4 мм в диаметре, в других 
– очаговые уплотнения слизистой оболочки (0,5–
1,0 см), иногда с микроэрозиями на ее поверхности. 
Изменения носили одиночный характер и локали-
зовались преимущественно в пределах слизистой 
оболочки пилорического отдела желудка или на 
границе пилорического и фундального отделов. 
Гистологическая картина соответствовала высоко и 
умеренно (в 1 случае) дифференцированной адено-
карциноме желудка на фоне высокой степени ин-
траэпителиальной неоплазии. В измененных участ-
ках выявлялись атипические железы, неправильной 
формы, часто с кистозными расширениями. Куби-
ческие или уплощенные клетки, выстилающие 
стенки таких желез, отличались выраженной ати-
пией: анизоцитозом, анизокариоцитозом, полихро-
мазией ядер, патологическими митозами. В одном 
случае наблюдалась инвазия опухоли в подслизи-
стую основу желудка.  

Что касается слизистой оболочки предже-
лудка, она выглядела несколько истонченной, 
складки сглажены. В области перехода преджелуд-
ка в тело во всех случаях регистрировались явления 
дисплазии плоского ороговевающего эпителия. Это 
проявлялось нарушением архитектоники эпители-
ального пласта, полярности эпителиальных клеток, 
их полиморфизмом. Ядра клеток базального слоя 
гиперхромны, много митозов. Довольно часто в 
этой области встречались «эпителиальные жемчу-
жины», иногда наблюдался «рост» эпителиального 
пласта в толщу подслизистой основы слизистой 
оболочки желудка. На других участках слизистой 
преджелудка отмечалось истончение пласта по-

кровного эпителия, с признаками инволютивно-
дегенеративных изменений в нем.  

Через 7,5 мес. злокачественные опухоли в 
теле и пилорическом отделе желудка зафиксирова-
ны у всех животных. Обычно наблюдалось не-
сколько (до 2–3) инфильтрированных участков сли-
зистой оболочки желудка с ригидными складками 
размером от 0,7×1,0 см до 1,5×3,0 см. У 5 из 21 
крысы (23,8 %) обнаружены схожие образования и 
в слизистой 12-перстной кишки. При микроскопи-
ческом исследовании большинство новообразова-
ний локализовались в пределах слизистой оболочки 
желудка. У 17 из 21 (80,9 %) животных были выяв-
лены новообразования, соответствующие перстне-
видноклеточному раку (рис. 1–2; см. вклейку), у 14 
(66,6 %) – очаги высокодифференцированной тубу-
лярной аденокарциномы (рис. 3), у 5 (23,8 %) – 
умеренно дифференцированной аденокарциномы 
(рис. 4). В 5 наблюдениях отмечено разрастание 
опухоли в подслизистой основе органа (рис. 5). 

Несмотря на то, что опухоли локализовались 
в пределах слизистой оболочки и подслизистой 
основы желудка, у всех животных к концу экспе-
римента кровеносных и лимфатических сосудах 
подслизистой основы наблюдались опухолевые 
эмболы (рис. 6). Тяжи и скопления опухолевых 
клеток отмечены также в мышечной (рис. 7) и се-
розной оболочке органа. В 3 случаях в плотных, 
увеличенных до 0,5–1,0 см регионарных лимфати-
ческих узлах большого сальника выявлены мета-
стазы железистого рака, что подтверждалось экс-
прессией панцитокератина в цитоплазме опухоле-
вых клеток, отличающихся выраженным клеточ-
ным и ядерным полиморфизмом (рис. 8).  

В 6 наблюдениях (28,6 %) по серозной обо-
лочке тонкой кишки отмечены белесоватые образо-
вания 1–2 мм в диаметре. Микроскопически они 
были представлены опухолевыми инфильтратами, 
поражающими всю толщу стенки органа. Большая 
часть клеток, образующих описанные структуры, 
были с небольшими гиперхромными ядрами округ-
лой, овальной и неправильной формы, с тонким 
ободком цитоплазмы. Реакция на панцитокератин в 
них отсутствовала или была слабо позитивной. 
Другие клетки имели крупные светлые ядра, раз-
личных размеров и формы. Их цитоплазма отлича-
лась более интенсивной реакцией к цитокератину 
(рис. 9). Указанные клетки нередко формировали 
мелкие полостные структуры. При диссеминации 
опухоли по серозной оболочке тонкой кишки во 
всех случаях наблюдались раковые комплексы в 
большом сальнике.  

Следует отметить, что неопластические из-
менения развивались на фоне умеренной атрофии 
слизистой оболочки желудка (в основном пилори-
ческого отдела). На участках, расположенных ря-
дом с опухолью отмечались выраженная дисплазии 
желудочного эпителия и появление в слизистой 
желудка очаговых лейкоцитарных инфильтратов. В 
подслизистой основе желудка на участках, распо-
ложенных рядом с опухолью, зафиксировано фор-
мирование сосудов капиллярного типа, образован-
ных одним слоем эндотелиальных клеток. Клини-
ческие исследования свидетельствуют о том, что 
сосуды подобного типа могут отражать инвазивный 
и метастатический потенциал злокачественных 
опухолей [1; 2]. 

У 4 животных (19 %) выявлены опухоли в 
легких, которые были представлены белесоватыми 
уплотнениями от 0,5 до 1,0 см в диаметре, непра-
вильной формы и с нечеткими контурами. При гис-
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тологическом исследовании патологические обра-
зования были представлены железистыми структу-
рами, неправильной, причудливой формы, часто с 
сосочковыми разрастаниями в их просвете, с боль-
шим количеством митозов, в том числе и патологи-
ческих, клеточным и ядерным полиморфизмом 
(рис. 10). В окружающей ткани опухолевые клетки 
образовывали обширные диффузные инфильтраты 
со слабо выраженной стромой, неоднородные по 
клеточному составу. Некоторые инфильтраты со-
стояли в основном из обширных скоплений мелких, 
лимфоцитоподобных клеток, с гиперхромными 
ядрами и очень тонким ободком цитоплазмы. Дру-
гие – из полиморфных клеток с эозинофильной ци-
топлазмой и ядрами округлой формы, различной 
величины и интенсивности окраски, которые рас-
полагались либо центрально, либо по периферии 
клетки, выходя за контуры ее оболочки. В окру-
жающих тканях отмечался выраженный отек, ве-
нозное полнокровие, обширные диффузные и оча-
говые лейкоцитарные инфильтраты, местами об-
ширные кровоизлияния. Наблюдаемые изменения 
могут соответствовать как метастатическому пора-
жению легких, так и первичным опухолям, которые 
могли возникнуть в результате попадания смеси в 
дыхательные пути.  

У двух крыс в брыжейке тонкой кишки вы-
явлены увеличенные до 1 см плотные лимфоузлы. 
При микроскопическом исследовании, на фоне ре-
активной гиперплазии в корковом слое отмечались 
единичные фолликулоподобные структуры, не 
имеющие четких границ, инфильтрирующие мозго-
вой слой и оболочку лимфатического узла. Опухо-
левые клетки отличались выраженным ядерным 
полиморфизмом, встречались клетки с гигантскими 
ядрами, с ядрами неправильной формы, многоядер-
ные клетки. В синусах большое количество плазма-
тических клеток и макрофагов. Такая картина соот-
ветствовала злокачественным лимфомам. В других 
исследованных брыжеечных лимфоузлах наблюда-
лись явления реактивного лимфаденита.  

Кроме описанных изменений у подопытных 
животных также наблюдались выраженные дистро-
фические и дегенеративные изменения в печени и 
семенниках, обусловленные хронической интокси-
кацией. В печени эти изменения выражались расши-
рением и полнокровием вен печеночных долек и 
синусоидных капилляров, скоплением эритроцитов в 
просвете сосудов с образованием микротромбов.  

В сосудах центральных отделов долек часто 
отмечалось краевое стояние лейкоцитов и лейкодиа-
педез. В перилобулярных отделах печеночных долек 
размеры гепатоцитов уменьшены, наблюдался пик-
ноз ядер клеток, редукция цитоплазмы. Цитоплазма 
гепатоцитов зерниста.  

На поздних сроках эксперимента в ткани пе-
чени появлялись очаговые кровоизлияния, с выра-
женной дистрофией и некрозом гепатоцитов.  

В семенниках крыс развивался отек стромы 
и инволютивные изменения эндокриноцитов (кле-
ток Лейдига). На поздних сроках эксперимента на-
блюдалась гиалинизация интерстициальной ткани 
органа. В извитых семенных канальцах отмечалась 
деструкция сперматогенного эпителия, заполнение 
канальцев некротизированным клеточным детри-
том, нарушение целостности собственной оболочки 
семенных канальцев.  

 
Заключение  

Проведенное исследование установило, что 
смесь ФА и ПВ обладает высокой канцерогенной 
активностью. С химической точки зрения эта смесь 
обладает рядом особенностей.  

Так, Л.В. Серебренниковым и А.В. Головки-
ным при изучении продуктов реакции ФА и ПВ 
методом спектрального анализа [3] было отмечено, 
что исходные продукты и их комплексы 
(СН2О…Н2О2) довольно продолжительное время 
регистрируются в исследуемой смеси. Независимо 
от соотношения смешиваемых веществ (1 : 1; 1 : 2; 
2 : 1) промежуточным и довольно стойким продук-
том их реакции является перекисная молекула 
Н2С(ОН)ООН, которая в дальнейшем может разла-
гаться на муравьиную кислоту, воду и диоксид уг-
лерода.  

По сравнению с исследованием M. Soffritti et 
al. [12], применение с ФА вместе с ПВ способство-
вало не только значительному увеличению числа 
животных с опухолями (12 и 100 % соответствен-
но), сокращению времени введения канцерогена 
(104 нед. и 26 нед. соответственно), но и стимули-
ровало метастатическую активность индуцирован-
ных опухолей желудка.  

Результаты исследования могут быть ис-
пользованы для изучения механизмов желудочного 
канцерогенеза, в частности опухолевого ангиогене-
за и метастазирования.  
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Резюме 
 
Представления о влиянии ЭБ на выживаемость больных РМЖ остаются противоречивыми. Материалом 

для исследования послужила выборка больных РМЖ I–II стадии (n=1414), наблюдавшихся в период 1990–1999 
гг. Выделено две группы: группа №1 – больные, перенесшие РМЭ в день ЭБ (n=1185), и группа №2 – больные, 
перенесшие отсроченную РМЭ (n=229). Изучено влияние временнóго интервала между ЭБ и РМЭ на десяти-
летнюю ОВ и БРВ. Сравнительный анализ показал, что выживаемость больных, перенесших РМЭ в день ЭБ 
(группа №1), была ниже, чем выживаемость больных с отсроченной РМЭ (группа №2). Было установлено, что 
влияние отсроченной РМЭ, определено состоянием регионарных лимфоузлов. При отсутствии метастазов в 
регионарных лимфоузлах наблюдалась достоверно более высокая выживаемость больных, перенесших ЭБ с 
отсроченной РМЭ. Таким образом, влияние ЭБ на выживаемость больных РМЖ I–II стадии, при условии от-
сроченности РМЭ от 1 до 15 дней, сопряжено с состоянием регионарных лимфоузлов. 

 
Ключевые слова: биотерапия, рак молочной железы, биопсия. 
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Abstract 
 
Representations about influence OSB on survival rate sick of a BC remain discordant. As a stuff for research 

sample of patients BC I-II of a stage (n=1414) has served, observed in 1990–1999. Is secured two groups: group №1 – 
the patients who have tolerated a RM in day OSB (n=1185), and group №2 – the patients who have tolerated delayed 
RM (n=229). Time interval influence between OSB and BC on the ten years' OS and DFS rate is studied. Relative 
analysis has shown, that the survival rate of the patients who have tolerated RM in day OSB (group №1), was more low, 
than survival rate of patients with delayed RM (group №2). Influence delayed RM has been established, that, defined by 
a state regional lymphonoduses. In the absence of metastasises in regional lymphonoduses higher survival rate of the 
patients who have tolerated OSB with delayed RM was observed authentically. Thus, influence OSB on survival rate of 
patients BC I–II of a stage, under a condition delayed RM from 1 till 15 days, is interfaced to a state regional lym-
phonoduses. 

 
Key words: biotherapy, breast cancer, biopsy. 
 
Введение 
 
Современное лечение РМЖ на предвари-

тельном этапе предусматривает уверенную морфо-
логическую верификацию опухоли. Выбор способа 
биопсии в каждом конкретном случае определён 
клинической ситуацией и техническими возможно-
стями онколога.  

Однако существуют опасения, связанные с 
диссеминацией опухолевых клеток в результате 
нарушения целостности опухолевого образования. 
Эволюция такого рода суждений привела к появле-
нию гипотезы, что риск диссеминации рака в 
большей мере связан с ЭБ и в меньшей мере – с 
тонкоигольной биопсией. Согласно базовым кли-
ническим рекомендациям радикальное хирургиче-
ское лечение должно быть максимально приближе-
но к ЭБ. Проведенный нами анализ мировой лите-
ратуры показал, что биологическое значение раз-
личных видов биопсии всё же не ясно, а суждения о 
её влиянии на выживаемость больных РМЖ оста-
ются противоречивыми [1; 3; 4]. 

Материалы и методы 
 
Объектом исследования послужили больные 

РМЖ I–II стадии, наблюдавшиеся в онкодиспансере 
г. Ростова-на-Дону в период 1990–1999 гг. Выборка 
представлена больными, перенесшими ЭБ (n=1414). 
ЭБ опухоли проводилась в объеме секторальной 
резекции молочной железы. Операционный матери-
ал направлялся на срочное гистологическое иссле-
дование. В дальнейшем, морфологическая верифи-
кация либо была получена сразу и тогда РМЭ вы-
полнялась в день ЭБ, либо материал подвергался 
парафиновой проводке и РМЭ выполнялась не-
сколько отсрочено. В последнем случае медиана 
между ЭБ и РМЭ составила 8 (4,025%–14,075%) дней. 
Таким образом, в выборке больных, перенесших ЭБ, 
выделено две группы: группа №1 – больные, пере-
несшие РМЭ в день ЭБ (n=1185), и группа №2 – 
больные, перенесшие отсроченную РМЭ (n=229). 
Проведена оценка влияния эксцизионной биопсий на 
десятилетнюю ОВ и БРВ. Сравниваемые группы по 
возрастному составу и опухолевой распространен-
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ности были сопоставимы. Наличие рака у всех боль-
ных подтверждено результатами гистологического 
анализа операционного материала. Статистическую 
обработку данных проводили с использованием про-
граммы «Статистика 8.0».  

 
Результаты и обсуждение 
 
Сравнительный анализ показал, что выжи-

ваемость больных, перенесших РМЭ в день ЭБ 
(группа №1), была ниже, чем выживаемость боль-
ных с отсроченной РМЭ (группа №2). Десятилетняя 
ОВ больных группы №1 составила – 72,0 ± 2,0%, 
группы №2 – 87,9 ± 2,7%, различия достоверны 
(р=0,0071). Десятилетняя БРВ больных группы №1 
составила – 71,6 ± 1,8%, группы №2 – 86,1 ± 2,8%, 
различия достоверны (р=0,00003).  

Анализ выживаемости продолжен с учетом 
состояния регионарных ЛУ. При отсутствии мета-
стазов в регионарных ЛУ выживаемость больных 
группы №1 была так же ниже, чем выживаемость 
больных группы №2. Десятилетняя ОВ больных 
группы №1 составила – 76,8 ± 2,2%, группы №2 – 
91,9 ± 2,7%, различия достоверны (р=0,0056). Деся-
тилетняя БРВ больных группы №1 составила – 75,7 
± 2,3%, группы №2 – 89,2 ± 3,4%, различия досто-
верны (р=0,0016). При наличии метастазов в регио-
нарных ЛУ различия ОВ сглаживались: десятилет-
няя ОВ больных группы №1 составила 60,7 ± 2,7%, 
группы №2 – 68,5 ± 9,0%, различия не достоверны 
(р=0,39). Десятилетняя БРВ больных группы №1 
составила – 58,8 ± 3,8%, группы №2 – 68,1 ± 8,7%, 
различия не достоверны (р=0,21). 

Таким образом, биологическое значение ЭБ, 
а именно влияние на выживаемость больных РМЖ, 
сопряжено с состоянием регионарных ЛУ. При от-
сутствии метастазов в ЛУ наблюдалась достоверно 
более высокая выживаемость больных, перенесших 
ЭБ с отсроченной РМЭ. При наличии метастазов в 
ЛУ влияние ЭБ на выживаемость больных РМЖ 
было не достоверным. Результаты анализа сущест-
венно трансформировали наши представления о 
влиянии ЭБ выживаемость больных РМЖ. Ситуа-
ция при которой РМЭ выполнялась спустя не-
сколько дней после ЭБ, считавшаяся ранее прогно-
стически неблагоприятной, фактически приводила 
к повышению выживаемости. Ключевым условием, 
определяющим влияние ЭБ с отсроченной РМЭ, 
являлось отсутствие метастазов в регионарных ЛУ. 
Методика ЭБ предусматривает удаление опухоли в 
блоке с окружающими тканями, т.е. опухоль оста-
ётся фактически неповрежденной.  

Из всех видов биопсии именно при ЭБ проис-
ходит максимальный выброс клеток, их обломков и 
фрагментов тканей в лимфатическое русло. Биоло-
гическое значение этого перемещения пока досто-
верно не установлено [4; 5]. Это может быть движе-
нием биологически инертного материала [2], но мо-
жет быть и событием, способным активировать им-
мунорегуляторные процессы. Основным местом, где 
проходят ключевые иммунорегуляторные процессы, 
конечно, являются регионарные ЛУ. Для реализации 
этих эффектов необходимо время. Таким образом, 
отсроченность лимфодиссекции и способствует реа-
лизации иммунных процессов. Возможно, в данном 
случае имеет место биотерапевтический эффект, 
вследствие которого выживаемость больных, пере-
несших ЭБ с отсроченной РМЭ достоверно выше, 
чем выживаемость больных, перенесших РМЭ в 
день ЭБ. Таким образом, по результатам нашего ис-
следования мы считаем, что современное направле-
ние хирургического лечения РМЖ, предусматри-
вающее сохранение регионарных ЛУ при условии 
отсутствия в них метастазов, заключает в себе био-
терапевтический потенциал и является перспектив-
ным. В настоящее время такие возможности предос-
тавляет методика исследования сторожевого ЛУ. И 
ценность этой методики, на наш взгляд, не только в 
снижении частоты осложнений. Прежде всего, со-
храняя рецепторное поле иммунной системы, мы 
тем самым способствуем мобилизации собственных 
ресурсов опухоленосителя. Отдаленные результаты 
такого подхода к хирургическому лечению РМЖ 
уже начинают публиковаться. Авторы констатиру-
ют, что при прочих равных условиях выживаемость 
больных, перенесших только биопсию сторожевого 
ЛУ, достоверно выше, чем выживаемость больных, 
перенесших аксиллярную лимфодиссекцию.  

 
Выводы 
 
1. Выполнение РМЭ в сроке до 15 дней по-

сле ЭБ не ухудшает выживаемость боль-
ных РМЖ I–II стадии. 

2. Влияние эксцизионной биопсии на вы-
живаемость больных РМЖ I–II стадии, 
при условии отсроченности РМЭ от 1 до 
15 дней, сопряжено с состоянием регио-
нарных лимфоузлов. 

3. Эксцизионная биопсия РМЖ I–II стадии, 
при условии отсроченности РМЭ до 15 
дней, повышает выживаемость больных 
с метастатически не пораженными ре-
гионарными лимфоузлами.  
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И ПЕРЕКИСИ ВОДОРОДА ПРИ ВНУТРИЖЕЛУДОЧНОМ ВВЕДЕНИИ КРЫСАМ  
 

   

 Рис. 1. Перстневидно-клеточный рак желудка в 
пределах слизистой оболочки: окраска гематокси-
лин Майера и эозин, × 200.

Рис. 2. Перстневидно-клеточный рак желудка в 
пределах слизистой оболочки: окраска гематокси-
лин Майера и эозин, × 600.  

 
 

  
 
 Рис. 4. Умеренно дифференцированная аденокар-

цинома желудка в пределах слизистой желудка. 
Инвазия опухолевых клеток в собственную пла-
стинку и подслизистую основу органа: окраска ге-
матоксилин Майера и эозин, × 200. 

 
 
 
 

Рис. 3. Очаги высокодифференцированной адено-
карциномы с поражением базальных отделов фун-
дальных желез желудка: окраска гематоксилин 
Майера и эозин, × 200.

 
 

  
 
 Рис. 6. Опухолевый эмбол в кровеносном сосуде 

подслизистой основы желудка: окраска гематокси-
лин Майера и эозин, × 600. 

Рис. 5. Разрастания перстневидно-клеточного рака 
в подслизистой основе желудка. Отмечается раз-
личная реакция опухолевых клеток на панцитоке-
ратин (от выраженной, до практически ее отсутст-
вия): иммуногистохимическая окраска с антитела-
ми к панцитокератину (АЕ1/АЕ3), × 200. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 I



  
 
 Рис. 7. Скопление опухолевых клеток в подслизи-

стой основе слизистой оболочки желудка: окраска 
гематоксилин Майера и эозин, × 600. 

Рис. 8. Метастаз рака желудка в лимфоузле боль-
шого сальника. Положительная реакция на панци-
токератин (АЕ1/АЕ3) в цитоплазме опухолевых 
клеток: иммуногистохимическая окраска с антите-
лами к панцитокератину (АЕ1/АЕ3), × 600. 

 
 
 
 
 

  
 

Рис. 9. Диссеминаты рака желудка по брюшине 
тонкой кишки: иммуногистохимическая окраска с 
антителами к панцитокератину (АЕ1/АЕ3), × 600. 

Рис. 10. Опухолевое поражение ткани легкого: ок-
раска гематоксилин Майера и эозин, × 200. 
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