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Резюме 
 
Комплексный многопараметрический анализ профиля специфических онкомаркеров в биологических жид-

костях организма способен существенно повысить эффективность ранней диагностики онкологических заболева-
ний. В последнее время в клинико-лабораторной практике большие надежды связывают с многопараметрически-
ми суспензионными микрочипами на основе микрочастиц, оптически кодированных флуорофорами. Кодирован-
ные флуорофорами микросферы с высокой точностью могут быть дифференцированы в суспензионном образце 
по индивидуальным оптическим кодам с помощью классической проточной цитофлуориметрии. В настоящем 
исследовании разработана универсальная многопараметрическая суспензионная система нового поколения на 
основе микросфер, кодированных флуоресцентными нанокристаллами. Система адаптирована для детекции двух 
форм ПСА – маркера РПЖ в сыворотке крови человека. Выявление маркеров с помощью сенсоров типа «лабора-
тория на микрочастице» основано на формировании и визуализации иммунного комплекса онкомаркера с распо-
знающими АТ, высокоориентированного на поверхности флуоресцентных микросфер с помощью адаптерных 
молекул белка А. Введение в состав микрочипа молекул-адаптеров обеспечивает высокую эффективность детек-
ции онкомаркеров и универсальность системы для определения различных профилей онкомаркеров. 

 
Ключевые слова: флуоресцентные полупроводниковые нанокристаллы, квантовые точки, онкомаркеры, 

простатический специфический антиген, микросферы, суспензионные микрочипы, многопараметрический ана-
лиз, проточная цитометрия. 
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Abstract 
 
Multiplexed analysis of the specific cancer marker profile of biological fluids can substantially improve early diag-

nosis of cancer. In modern clinical laboratory practice, much hope is put on multiplexed suspension microarrays based on 
microbeads optically encoded with fluorophores. Individual optical codes make it possible to differentiate fluorophore-
encoded microbeads in a suspension sample with high accuracy by means of classical flow cytometry. In this study, a ver-
satile multiplexed suspension system of a new generation based on microbeads encoded with fluorescent nanocrystals has 
been developed. The system has been adapted for detecting two forms of PSA, serum marker of human prostate cancer. 
Lab-on-a-bead detection of the markers is based on the formation and imaging of an immune complex of the cancer 
marker with capture antibody, which is attached to the surface of the fluorescent microbeads in a highly oriented manner 
through the adapter molecule (protein A). The use of the adapter molecules ensures highly effective detection of cancer 
markers and the versatility of the microarray intended for determining different biomarker profiles. 

 
Key words: fluorescent semiconductor nanocrystals, quantum dots, cancer markers, prostate-specific antigen, 

microbeads, suspension microarrays, multiplexed analysis, flow cytometry. 
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Введение 
 
В настоящее время в лабораторной клиниче-

ской диагностике онкологических заболеваний 
применяется две стратегии для количественной 
детекции специфических сывороточных онкомар-
керов: традиционный твердофазный ИФА на пла-
нарных носителях [6; 15] и диагностика нового по-
коления с помощью суспензионных систем на ос-
нове кодированных микрочастиц [16; 22]. 

Твердофазный ИФА с использованием план-
шета или микрочипа остается наиболее распро-
страненным методом определения специфических 
растворимых маркеров и активно используется в 
клинической практике [2; 3]. Тем не менее, много-
параметрические суспензионные системы на осно-
ве оптически кодированных микрочастиц имеют 
ряд преимуществ перед системами на планарном 
носителе, расширяя возможности анализа специфи-
ческих растворимых маркеров [14]. Для таких сис-
тем характерны высокая чувствительность, точ-
ность и скорость определения с помощью проточ-
ной цитометрии; кроме того, их использование дает 
возможность выявить одновременно несколько АГ 
в одном биологическом образце, причем количест-
во выявляемых биомаркеров может быть достаточ-
но велико [1; 8; 22]. 

Принцип работы многопараметрической 
суспензионной системы заключается в специфиче-
ской визуализации и количественном определении 
каждого из анализируемых маркеров в составе им-
мунного комплекса, образовавшегося на поверхно-
сти оптически кодированных микрочастиц, с по-
мощью проточной цитометрии. Каждому анализи-
руемому маркеру присваивается индивидуальный 
оптический код популяции микросфер, который 
помогает количественно дифференцировать дан-
ный маркер в тестируемом биологическом образце. 
При смешивании нескольких популяций флуорес-
центных микросфер, оптические коды которых 
присвоены разным биомолекулам, реализуется 
возможность многопараметрического количествен-
ного определения профиля специфических марке-
ров в одном образце [11; 22]. 

Для многоцветного оптического кодирования 
микросфер могут быть использованы классические 
органические флуорофоры или флуорофоры нового 
поколения – флуоресцентные полупроводниковые 
нанокристаллы, или КТ [7; 10; 11]. 

По сравнению с классическими органиче-
скими флуорофорами, КТ обладают уникальными 
оптическими свойствами [17]. Важнейшие из них – 
это высокие коэффициенты экстинкции и, как след-
ствие, яркость излучения; узкий симметричный пик 
флуоресценции; прямая зависимость значения дли-
ны волны максимума флуоресценции от размера 
нанокристаллов, позволяющая задавать оптические 
свойства нанокристалла в процессе синтеза; широ-
кие спектры поглощения, позволяющие использо-
вать один источник излучения для возбуждения КТ 
с разными оптическими свойствами; высокая фото-
стабильность и т.д. [12; 13]. Использование КТ для 
оптического кодирования микрочастиц позволяет 
одновременно выявлять несколько биомаркеров, 
повысить фотостабильность и чувствительность 
диагностической системы, использовать более про-
стое декодирующее оборудование (стандартная 
комплектация проточного цитометра) и значитель-
но сократить время и стоимость анализа [4; 22]. 
Кроме того, благодаря своим уникальным спек-
тральным свойствам, КТ могут использоваться как 

эффективные доноры энергии при Ферстеровском 
резонансном переносе энергии (Förster resonance 
energy transfer, FRET) на подходящий акцептор [12; 
18]. Такая возможность позволяет значительно по-
высить качество выявления маркеров, а также чув-
ствительность и специфичность диагностической 
системы. 

В настоящее время технологии c использо-
ванием КТ и микросфер, кодированных флуорес-
центными нанокристаллами, находятся на этапе 
интенсивной разработки для дальнейшей интегра-
ции в клинико-диагностическую практику [1]. По-
лучены первые интересные результаты применения 
таких суспензионных систем в протеомике для 
идентификации аутоантител (ауто-АТ) в сыворотке 
крови [23], что открывает широкие перспективы 
применения разработанных суспензионных микро-
чипов для одновременного выявления целого спек-
тра биологических маркеров с высокой точностью 
и чувствительностью. 

Применение в лабораторной клинической 
диагностике суспензионных микрочипов имеет 
важное медицинское значение, т.к. подобные сис-
темы для многопараметрического анализа образцов 
биологических жидкостей являются экономичной и 
эффективной альтернативой традиционным ИФА-
системам [8; 14]. Диагностические суспензионные 
системы на основе микросфер, кодированных КТ, 
способны во многом превзойти возможности суще-
ствующих клинико-лабораторных методов как для 
количественной детекции отдельных растворимых 
онкомаркеров, так и для сравнительного анализа их 
профиля и, в конечном счете, для эффективной ди-
агностики онкологических заболеваний. 

Целью исследования было разработать уни-
версальную многопараметрическую суспензион-
ную систему нового поколения на основе микро-
сфер, кодированных флуоресцентными нанокри-
сталлами, адаптируемую для анализа профилей 
различных онкомаркеров, и продемонстрировать 
принципы ее применения на примере выявления 
двух форм ПСА – маркера РПЖ в сыворотке крови 
человека. 

 
Материалы и методы 
 
Синтез и солюбилизация  
флуоресцентных нанокристаллов 
Нанокристаллы, или КТ, состава CdSe/ZnS, 

покрытые гидрофобной оболочкой триоктилфос-
финоксида (trioctylphosphine oxide, TOPO), были 
синтезированы в соответствии с описанными ранее 
протоколами [20] и имели максимумы флуоресцен-
ции на 515 и 581 нм и квантовые выходы 55 % и 
70 %, соответственно. Стабильные водораствори-
мые отрицательно заряженные нанокристаллы бы-
ли получены путем модификации поверхности КТ 
низкомолекулярным производным полиэтиленгли-
коля, содержащим функциональные концевые ти-
ольную и карбоксильную группы (Thermo Fisher 
Scientific) [21]. 

 
Синтез микросфер,  
оптически кодированных  
флуоресцентными нанокристаллами 
В качестве матрицы для синтеза оптически 

кодированных микрочастиц использовались кар-
боксилированные латексные микросферы с диамет-
ром 4,08 мкм (меламин-формальдегидные микро-
частицы (MF 4.08 µm), microParticles GmbH, Гер-
мания) с отрицательно заряженной поверхностью. 



5  РАЗРАБОТКА СУСПЕНЗИОННЫХ МИКРОЧИПОВ…ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 

Органические полиэлектролиты противоположного 
заряда – полиаллиламин гидрохлорид 
(poly(allylamine hydrochloride), PAH; Mw ≈ 15000 
Да; Sigma-Aldrich) и полистиролсульфонат натрия 
(poly(sodium 4-styrenesulfonate), PSS; Mw ≈ 70000 
Да; Sigma-Aldrich) – попеременно адсорбировались 
на поверхности стандартных карбоксилированных 
микросфер, формируя плотную многослойную по-
лимерную оболочку [24]. Индивидуальные одно-
цветные оптические коды микросфер были получе-
ны путем включения в состав формирующейся 
оболочки водорастворимых КТ с отрицательно за-
ряженной поверхностью [25]. 

Непосредственно перед процедурой химиче-
ской конъюгации с биомолекулами флуоресцент-
ные микросферы покрывали дополнительным по-
лимерным слоем полиакрилата натрия (poly(acrylic 
acid sodium salt), PAA; Mw ≈ 15000; Sigma-Aldrich) 
для получения микросфер с экспонированными на 
поверхности карбоксильными группами. 

 
Конъюгация адаптерных молекул  
с поверхностью флуоресцентных микросфер 
Ковалентное связывание функциональных 

адаптерных молекул белка А (Sigma-Aldrich) с по-
верхностью кодированных микросфер (из расчета 
10–50 мкг на 106 микросфер) осуществлялось с по-
мощью карбодиимидного метода химической 
конъюгации по механизму образования ковалент-
ных связей между карбоксильными группами по-
верхностного полиакрилатного слоя микросфер и 
экспонированными аминогруппами белка.  

После конъюгации с адаптерными молеку-
лами свободную поверхность микросферы блоки-
ровали от неспецифического связывания с другими 
компонентами диагностической системы с помо-
щью инкубации с 1–5%-ным раствором бычьего 
сывороточного альбумина или казеина коровьего 
молока (Sigma-Aldrich). 

 
Иммунодиагностический анализ  
онкомаркеров с помощью микросфер,  
кодированных флуоресцентными  
нанокристаллами 
Опухолевые АГ – маркеры РПЖ выявляли 

путем классического иммуноанализа с помощью 
технологии «лаборатория-на-микрочастице». Для 
этого распознающие АТ к свободному или общему 
ПСА (Fujirebio Diagnostics) связывались с адаптер-
ными молекулами белка А (Thermo Fisher Scientific) 
на поверхности микросфер, кодированных КТ с 
максимумами флуоресценции на 515 или 581 нм, 
соответственно.  

Таким образом, микросферы, ковалентно 
связанные с адаптерными молекулами, последова-
тельно инкубировались с компонентами диагно-
стической системы: распознающим АГ-
специфическим моноклональным АТ; выявляемым 
АГ (одна из форм ПСА); детекторным монокло-
нальным АТ; вторичным биотинилированным по-
ликлональным АТ; конъюгатом стрептавидина с 
флуорофором, визуализирующим диагностическую 
систему. Поверхностные детекторные АТ (Fujirebio 
Diagnostics) были общими для обеих форм ПСА. В 
качестве вторичных АТ были использованы биоти-
нилированные F(ab)2-фрагменты поликлональных 
АТ к Fc-фрагментам мышиных иммуноглобулинов 
(Sigma-Aldrich).  

Полученные комплексы визуализировались с 
помощью конъюгата стрептавидина с флуорес-
центным красителем Tri-COLOR (Invitrogen). 

АГ-специфические микросферы были отка-
либрованы с помощью стандартных растворов, со-
держащих известные количества рекомбинантного 
АГ (ПСА) (Abcam) в диапазоне концентраций 0–
100 нг/мл для свободного и 0–2000 нг/мл для обще-
го ПСА. 

Для анализа клинических образцов АГ-
специфические микросферы смешивались в экви-
валентных количествах (по 20000 микросфер каж-
дого типа в суспензии объемом 50 мкл для анализа 
одного образца) и инкубировались с сывороткой 
крови (50 мкл) здоровых доноров и онкологических 
пациентов с высоким уровнем ПСА. Точные сыво-
роточные концентрации двух форм ПСА были 
предварительно определены с помощью стандарт-
ного ИФА с использованием диагностических на-
боров производства Fujirebio Diagnostics. Образцы 
сыворотки крови здоровых доноров и больных 
РПЖ были предоставлены Отделением урологии и 
Отделом клинической иммунологии ФГБНУ 
«РОНЦ им. Н.Н. Блохина». 

При анализе разработанной суспензионной 
системы с помощью проточной цитометрии возбу-
ждение флуоресценции КТ и вторичной флуорес-
центной метки, визуализирующей иммунные ком-
плексы, осуществлялось с помощью аргонного ла-
зера с длиной волны излучения 488 нм 
(FACSCantoII, Becton Dickinson). Оптические коды 
популяций микросфер и флуоресценция вторичной 
визуализирующей метки регистрировались в стан-
дартных каналах проточного цитометра: FITC 
(fluorescein) (микросферы, кодированные КТ с мак-
симумом флуоресценции на 515 нм); PE 
(phycoerythrin) (микросферы, кодированные КТ с 
максимумом флуоресценции на 581 нм) и PE-Cy5 
(phycoerythrin-cyanine 5) (Tri-COLOR, 670 нм). Ре-
зультаты анализа системы записывались до значе-
ния 5000–10000 детектируемых событий на образец 
и обрабатывались с помощью пакета программ 
FACSDiva (Becton Dickinson). 

 
Результаты и обсуждение 
 
Синтез микросфер,  
оптически кодированных  
флуоресцентными нанокристаллами 
С помощью адаптированной процедуры 

формирования многослойной полимерной оболоч-
ки с включением в ее состав флуоресцентных на-
нокристаллов одного типа были синтезированы 
популяции одноцветных микросфер диаметром 
4,08 мкм с максимумами флуоресценции на 515 или 
581 нм, предназначенные для одновременного вы-
явления нескольких онкомаркеров. Анализ микро-
сфер, кодированных КТ, с помощью проточной 
цитометрии показал, что полученные образцы го-
могенны и обладают интенсивной флуоресценцией 
(рис. 1, А и Б). Оптические коды индивидуальных 
популяций микросфер, кодированных КТ с различ-
ными оптическими свойствами, были визуально 
различимы в смеси образцов. 

 
Конъюгация адаптерных молекул  
с поверхностью флуоресцентных микросфер 
Для формирования функциональных микро-

чипов и эффективной количественной детекции 
растворимых онкомаркеров флуоресцентные мик-
росферы были конъюгированы с адаптерными бел-
ками (белок А). Бактериальные белки А и G содер-
жат в своей структуре специфические участки, об-
ладающие высоким сродством к Fc-концевым 
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фрагментам иммуноглобулинов класса G млекопи-
тающих [5]. Рекомбинантные белки А и G широко 
используются в аффинной хроматографии в каче-
стве аффинного носителя-сорбента, с которым спе-
цифически связываются иммуноглобулины G (АТ), 
для высокоизбирательного выделения монокло-
нальных АТ из разного рода биологических образ-
цов, таких, как культуральная среда, асцитная жид-
кость и т.д. 

Преимущества такого подхода в разработан-
ной диагностической системе заключаются в пра-
вильной ориентации АГ-специфических участков 
молекулы распознающего АТ на поверхности мик-
росферы за счет связывания его Fc-фрагментов с 
белком-адаптером, что гарантирует формирование 
полноценных функциональных иммунодиагности-
ческих микрочипов для количественного определе-
ния маркеров. Использование поверхностных адап-
терных белков также обеспечивает принципиаль-
ную возможность создания универсальных наборов 
популяций флуоресцентных микрочастиц, которые 
можно эффективно комбинировать и адаптировать 
для анализа различных профилей маркеров. 

В качестве вторичных агентов для визуали-
зации детекторных комплексов на поверхности 
микросфер использовали биотинилированные 
F(ab)2-фрагменты поликлональных АТ, специфич-
ные к Fc-фрагментам мышиных иммуноглобули-
нов, и конъюгат стрептавидина с флуоресцентным 
красителем Tri-COLOR. Такие АТ лишены своих 
Fc-фрагментов и не способны связываться непо-
средственно с адаптерными молекулами белка А, 
что позволяет значительно снизить ложноположи-
тельный неспецифический сигнал. Кроме того, при 
таком методе анализа оба АГ-специфических АТ из 
пары оставались интактными, что гарантировало 
сохранение высокой аффинности и специфичности 
моноклональных АТ. 

Чтобы оценить эффективность конъюгации 
молекул-адаптеров, микросферы инкубировали с 
полноразмерными поликлональными АТ, мечен-
ными флуоресцеином (Invitrogen). По интенсивно-
сти флуоресценции вторичной метки (флуоресцеи-
на) можно было оценить количество белка А, свя-
зывающего Fc-фрагменты меченых полноразмер-
ных АТ, на поверхности микросфер (рис. 1, В). В 
альтернативном контрольном эксперименте с ин-
кубацией микросфер с F(ab)2-фрагментами имму-
ноглобулинов, меченными флуоресцеином (Sigma-
Aldrich), флуоресценция вторичной метки не выяв-
лялась (рис. 1, Г). Это свидетельствует о том, что 
разработанная система позволяет значительно сни-
зить и даже практически ликвидировать ложнопо-
ложительный флуоресцентный сигнал неспецифи-
ческого связывания компонентов иммунодиагно-
стической системы с белком А при использовании 
вторичного агента на основе F(ab)2-фрагментов 
иммуноглобулинов. 

По результатам анализа стандартных раство-
ров рекомбинантного АГ были построены калибро-
вочные графики для количественного определения 
двух форм ПСА в образцах сыворотки крови (рис. 
2). Стандартные диагностические системы для вы-
явления ПСА, используемые в клинической лабо-
раторной практике, позволяют определять истин-
ные концентрации маркеров только в узких диапа-
зонах, где интенсивность флуоресценции линейно 
зависит от их концентрации (0–10 нг/мл для сво-
бодного и 0–60 нг/мл для общего ПСА). Для анали-
за образцов с более высокими уровнями онкомар-
керов необходима предварительная подготовка об-

разца с его разведением до концентрации, попа-
дающей в диапазон линейной зависимости. Как 
видно из рис. 2, в этом отношении разработанная 
нами суспензионная система микросфер выгодно 
отличается от ныне существующих: калибровочные 
графики содержат дискретные линейные участки на 
всем диапазоне концентраций АГ в калибровочных 
пробах (0–100 нг/мл для свободного и 0–2000 нг/мл 
для общего ПСА). Другими словами, разработанная 
система позволяет определять как низкие, так и 
очень высокие концентрации онкомаркеров без 
предварительного разведения образца и избежать 
появления ложных результатов при возникновении 
так называемого хук-эффекта, характерного для 
стандартного твердофазного иммуноанализа на 
планарных носителях [9]. 

Для проверки применимости предлагаемой 
нами диагностической системы в клинических ус-
ловиях мы проанализировали несколько образцов 
сыворотки крови больных РПЖ и здоровых доно-
ров женского пола с помощью разработанных сус-
пензионных микрочипов (рис. 3) и сравнили ре-
зультаты с данными, полученными ранее с помо-
щью стандартного клинико-лабораторного метода 
ИФА (Fujirebio Diagnostics). При анализе образов 
сыворотки здоровых доноров женского пола сигнал 
связывания вторичной флуоресцентной метки на 
поверхности АГ-специфических микросфер оста-
вался низким (рис. 3, В) и соответствовал неспеци-
фическому сигналу (PE-Cy5-отрицательная попу-
ляция) (рис. 3, Б). После инкубации с сывороткой 
крови больного РПЖ с установленными высокими 
уровнями двух форм ПСА эффективность связыва-
ния в составе иммунодиагностических микрочипов 
и интенсивность флуоресценции визуализирующей 
метки были значительно выше (PE-Cy5-
положительная популяция) (рис. 3, Г). Эти резуль-
таты свидетельствуют о том, что разработанная 
суспензионная система на основе микросфер, коди-
рованных КТ, позволяет оценить содержание двух 
форм ПСА и качественно дифференцировать сыво-
ротки здоровых доноров и больных РПЖ. 

 
Заключение 
 
Современные клинико-лабораторные методы 

ранней диагностики онкологических заболеваний и 
выбора стратегии их лечения основаны на опреде-
лении профиля и количественного содержания из-
вестных онкомаркеров в клинических образцах 
[19]. В большинстве случаев для установления точ-
ного диагноза требуется количественное определе-
ние целого набора онкомаркеров в одном образце. 
Традиционные методы твердофазного иммуноана-
лиза на планарных носителях по-прежнему остают-
ся наиболее распространенным диагностическим 
методом в клинической практике [2]. К сожалению, 
свойства неподвижной планарной матрицы во мно-
гом ограничивают возможности оперативной мо-
дификации профиля анализируемых параметров, 
чувствительность, точность, качество и скорость 
детекции. Многопараметрические суспензионные 
микрочипы на основе оптически кодированных 
микросфер имеют ряд преимуществ по сравнению с 
классическими планарными биочипами [14]. Для 
таких систем характерны лучшая кинетика связы-
вания, более широкие диапазоны определяемых 
концентраций в режиме многопараметрического 
анализа, принципиальная возможность оперативно-
го увеличения количества выявляемых биомарке-
ров [1; 8; 22]. 
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Рис. 1. Контроль эффективности конъюгации адаптерных молекул белка А на поверхности микросфер диамет-
ром 4,08 мкм, кодированных КТ, с помощью проточной цитометрии. Возбуждение флуоресценции КТ и вто-
ричной флуоресцентной метки осуществлялось с помощью аргонного лазера с длиной волны излучения 488 нм: 

а. карбоксилированные латексные микрочастицы, использованные в качестве матрицы для синтеза микросфер, опти-
чески кодированных КТ (РЕ-отрицательная, FITC-отрицательная популяция); 

б. микросферы, кодированные КТ с максимумом флуоресценции на 581 нм (PE-положительная, FITC-отрицательная 
популяция); 

в. микросферы, кодированные КТ с максимумом флуоресценции на 581 нм и конъюгированные с адаптерными моле-
кулами белка А: связывание полноразмерных поликлональных АТ, меченных флуоресцеином (PE-положительная, 
FITC-положительная популяция); 

г. микросферы, кодированные КТ с максимумом флуоресценции на 581 нм и конъюгированные с адаптерными моле-
кулами белка А: отсутствие связывания F(ab)2-фрагментов иммуноглобулинов, меченных флуоресцеином (PE-
положительная, FITC-отрицательная популяция); 

д. гистограммы распределения интенсивности флуоресценции вторичной метки (флуоресцеин, FITC) в случае связы-
вания меченых полноразмерных антител или отсутствия связывания меченых F(ab)2-фрагментов иммуноглобули-
нов с адаптерными молекулами белка А, конъюгированными с поверхностью кодированных микросфер. 
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Рис. 2. Калибровочные кривые для количественного определения общего ПСА в образцах сыворотки крови с по-
мощью суспензионной системы флуоресцентных микросфер, построенные по результатам цитометрического ана-
лиза калибровочных растворов рекомбинантного АГ. Представлены результаты трех независимых экспериментов: 

а. калибровочная кривая для количественного определения оПСА в диапазоне 0–65 нг/мл; 
б. калибровочная кривая для количественного определения оПСА в диапазоне 0–2000 нг/мл. 
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Рис. 3. Выявление оПСА в образцах сыворотки крови с помощью иммунодиагностических микрочипов 
на основе микросфер, кодированных КТ с максимумом флуоресценции на 581 нм, методом ПЦ: 

а. флуоресцентные микросферы, кодированные КТ с максимумом флуоресценции на 581 нм (PE-положительная, 
PE-Cy5-отрицательная популяция, отрицательный контроль); 

б. флуоресцентные микросферы, проинкубированные с 2%-ным раствором казеина и остальными компонентами 
микрочипа: минимальное неспецифическое связывание визуализирующего конъюгата стрептавидин–Tri-
COLOR (PE-положительная, PE-Cy5-отрицательная популяция); 

в. флуоресцентные микросферы, проинкубированные с сывороткой крови здорового донора женского пола и ос-
тальными компонентами микрочипа: флуоресценция визуализирующей метки на уровне неспецифического 
сигнала связывания (PE-положительная, PE-Cy5-отрицательная популяция); 

г. флуоресцентные микросферы, проинкубированные с сывороткой крови больного РПЖ и остальными компо-
нентами микрочипа: интенсивная флуоресценция визуализирующей метки при связывании онкомаркера (PE-
положительная, PE-Cy5-положительная популяция); 

д. гистограммы распределения интенсивности флуоресценции вторичной метки, визуализирующей специфиче-
ские иммунные комплексы выявляемого онкомаркера с антителами после инкубации микросфер, кодирован-
ных КТ, с образцами сыворотки крови. 

 
В настоящем исследовании мы разработали 

универсальную многопараметрическую суспензи-
онную систему нового поколения на основе микро-
сфер, кодированных флуоресцентными нанокри-
сталлами, адаптируемую для анализа различных 
профилей онкомаркеров, и продемонстрировали 
принципы ее применения на примере выявления 
двух форм ПСА – маркера РПЖ в сыворотке крови 
человека. Принцип работы суспензионной системы 
основан на одновременном выявлении нескольких 
онкомаркеров, связывающихся с поверхностью АГ-
специфических популяций микросфер, обладаю-

щих индивидуальными оптическими кодами, с по-
следующей оценкой интенсивности флуоресценции 
вторичной метки, визуализирующей диагностиче-
ские комплексы каждой популяции микросфер ме-
тодом классической проточной цитометрии. Благо-
даря адаптерным молекулам белка А, конъюгиро-
ванным с поверхностью микрочастиц, обеспечива-
ется правильная ориентация и эффективное форми-
рование функциональных диагностических микро-
чипов, а система может быть легко адаптированна 
для анализа выбранного профиля специфических 
онкомаркеров, что свидетельствует о ее универ-
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сальности. Разработанная система флуоресцентных 
микросфер позволяет оценить уровень содержания 
специфических онкомаркеров и качественно диф-
ференцировать образцы сыворотки здоровых доно-
ров и онкологических пациентов с повышенным 
содержанием опухолевых АГ.  

Суспензионные микрочипы нового поколе-

ния на основе микросфер, кодированных КТ, по-
зволяют проанализировать профиль растворимых 
онкомаркеров с высокой эффективностью, чувстви-
тельностью и скоростью, что, несомненно, будет 
способствовать своевременной ранней диагностике 
онкологических заболеваний. 
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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 
АГ антиген 
АТ антитело 
ИФА иммуноферментный анализ 
КТ квантовая точка 
ПСА простатический специфический антиген 

оПСА общий простатический специфический антиген 
ПЦ проточная цитометрия 
РПЖ рак предстательной железы 
FACS fluorescence-activated cell sorting 
FITC fluorescein isothiocyanate 
FRET  Förster resonance energy transfer 
MF melamine formaldehyde 
PAA poly(acrylic acid, sodium salt) 
PAH poly(allylamine hydrochloride) 
PE phycoerythrin 
PE-Cy5 phycoerythrin-cyanine 5 
PSA prostate-specific antigen 
PSS poly(sodium 4-styrenesulfonate) 
TOPO trioctylphosphine oxide 
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Резюме 
 
Идеальная диагностическая флуоресцентная нанометка должна состоять из нанокристалла с максималь-

но возможной яркостью свечения и высокоспецифичной распознающей молекулы минимально возможного 
размера. При этом все распознающие молекулы, связанные с поверхностью нанокристалла, должны быть ори-
ентированы одинаковым образом – так, чтобы их центры связывания были доступны для взаимодействия с ан-
тигенами и не были блокированы поверхностью нанокристалла. 

Яркость полупроводниковых флуоресцентных нанокристаллов «квантовых точек» более чем на порядок 
превышает яркость лучших органических флюорофоров, они в тысячи раз более фотостабильны и флуоресцен-
ция квантовых точек разных цветов может быть возбуждена светом одной длины волны. В тоже время, моно-
мерные однодоменные антитела, наименьшие функциональные единицы антител, производимых камелоидами 
и акулами, в 12 раз меньше полноразмерных моноклональных антител и, при сравнимой аффинности, отлича-
ются выдающейся стабильностью и способностью к рефолдингу. 

В настоящей работе нами получены ориентированные конъюгаты однодоменных антител с водораство-
римыми квантовыми точками. Высокая ориентация антител на поверхности нанокристалла была достигнута за 
счет введения в структуру антител дополнительного C-концевого аминокислотного остатка, с последующим 
проведением реакции связывания антител с наночастицами именно через этот остаток. 

Полученные диагностические метки использованы для высокочувствительной детекции РЭА in vitro ме-
тодом проточной цитометрии. Показана возможность выявления малых количеств РЭА+ клеток линии MC38 
(колоректальной аденокарциномы мыши) в смеси с РЭА– клетками. Предполагается, что чувствительность ди-
агностики с использованием созданных нанометок нового поколения может быть существенно повышена за 
счет оптимизации условий возбуждения их флуоресценции, а возможность одновременного возбуждения флуо-
ресценции нанокристаллов разных цветов позволяет разработать системы высокопроизводительной детекции 
большого количества онкомаркеров в минимальном объеме сыворотки крови. 

 
Ключевые слова: квантовые точки, однодоменные антитела, раково-эмбриональный антиген, диагно-

стические метки 
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Abstract 
 
An ideal diagnostic fluorescent nanoprobe should comprise a nanocrystal with the highest possible fluorescence 

brightness and a highly specific capture molecule, which should be as small as possible. Furthermore, all capture mole-
cules linked to the nanocrystal should be so oriented that their antigen-binding centers be accessible for antigens and not 
blocked by the nanocrystal surface. 

The brightness of fluorescence nanocrystals, so-called QDs, is more than an order of magnitude higher than that of the 
best organic fluorophores; QDs are thousands of times more photostable; and fluorescence of QDs of different colors can be 
excited by light of the same wavelength. The monomeric single-domain antibodies (sdAbs), the smallest known antigen-
recognizing molecules, which are derived from immunoglobulins of camelids and sharks, are 12 times smaller than full-size 
antibodies while preserving about the same affinity for antigens. They are also extremely stable and capable of refolding. 

We have obtained oriented conjugates of sdAbs with water-soluble QDs. The desirable orientation of sdAbs rela-
tive to the nanocrystal surface was ensured by adding an amino acid residue to the C-end of the antibody peptide chain 
and subsequently linking the antibody to the nanocrystal through this residue. 
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The resultant diagnostic probes have been used for highly sensitive detection of CEA in vitro by means of flow 
cytometry. This technique has been demonstrated to detect minor amounts of CEA+ MC38 cells in a mixture with CEA– 
cells. There are grounds to believe that the sensitivity of diagnosis using the novel nanoprobes can be substantially en-
hanced by optimizing the mode of excitation of their fluorescence. The possibility to simultaneously excite fluorescence 
of QDs of different colors allows systems for high-throughput detection of multiple cancer markers in a single, small 
serum sample to be developed. 

 
Key words: quantum dots, single-domain antibodies, carcinoembryonic antigen, diagnostic probes. 
 
Введение 
 
КТ – новый класс флуорофоров, которые 

представляют собой неорганические нанокристал-
лы размером 2–10 нм, состоящие из полупроводни-
кового ядра и оболочки, защищающей его от окис-
ления [10]. В отличие от органических флуорофо-
ров, традиционно используемых в клинической 
диагностике, КТ обладают рядом преимуществ: они 
имеют узкий, симметричный спектр эмиссии и ши-
рокий спектр возбуждения, что позволяет исполь-
зовать один источник излучения для одновремен-
ного возбуждения флуоресценции КТ разных цве-
тов. Очевидно, что подобные свойства позволяют 
одновременно выявить несколько биомаркеров в 
одном образце, используя для их визуализации КТ 
разных цветов [1]. КТ обладают также уникальны-
ми фотохимическими свойствами: интенсивность 
их флуоресценции более чем в сто раз, а фотоста-
бильность в несколько тысяч раз выше, чем орга-
нических флуорофоров [11]. Для применения КТ в 
биологических и медицинских целях [2; 9] их по-
верхность модифицируют с тем, чтобы придать им 
стабильность в водных средах и биологических 
жидкостях и тканях. При этом для формирования 
дополнительной полярной оболочки на поверхно-
сти КТ используют соединения, содержащие раз-
личные функциональные группы (как правило, 
гидроксильные, карбоксильные или аминогруппы), 
что позволяет варьировать заряд поверхности по-
лученных частиц, а также осуществлять их химиче-
скую сшивку с различными биологическими распо-
знающими молекулами – белками, пептидами, оли-
гонуклеотидами. Такой подход позволяет получать 
диагностические флуоресцентные нанометки, об-
ладающие чрезвычайно высокими яркостью и фо-
тостабильностью. Кроме того, разработанные ме-
тоды конъюгации КТ с антителами позволяют по-
лучить целый набор меток для выявления множест-
ва антигенов. 

За последние 15 лет непрерывно расширяет-
ся применение биоконъюгатов КТ в качестве диаг-
ностических меток в иммуногистохимических и 
цитохимических исследованиях [5; 6]. Как правило, 
для этих целей применяют конъюгаты КТ с моно-
клональными антителами или стрептавидином в 
комбинации с биотинилированными антителами. 
Большинство авторов отмечают, что использование 
КТ позволяет добиться большей чувствительности 
по сравнению со стандартными методами имму-
ноокрашивания [12;13]. 

Настоящая работа посвящена получению и 
применению в цитометрических исследованиях 
компактных диагностических меток на основе 
конъюгатов КТ с одАт – так называемыми «нано-
антителами», специфичными к РЭА. Такие антите-
ла представляют собой вариабельные домены нека-
нонических двухцепочечных антител (рис. 1), кото-
рые вырабатываются в организмах некоторых ви-
дов животных (представителей семейства верблю-
довых). Неканонические антитела состоят только 
из двух тяжелых цепей, в отличие от полноразмер-

ных иммуноглобулинов, в состав которых входят 
две тяжелые и две легкие цепи [4]. Антиген-
связывающий участок таких антител состоит из 
одного вариабельного домена VhH и представляет 
собой наименьший из известных на сегодняшний 
день фрагментов, обладающих функциональной 
активностью антител. ОдАтОдАт получают генно-
инженерным методом на основе последовательно-
сти вариабельных доменов неканонических анти-
тел. В отличие от обычных моноклональных анти-
тел с молекулярной массой порядка 150 кДа, одАт 
имеют молекулярную массу всего около 13 кДа и 
состоят из приблизительно 110 аминокислотных 
остатков. При таком компактном размере одАт 
имеют высокие стабильность и растворимость, они 
полностью сохраняют функциональную активность 
полноразмерных антител и способны связываться с 
эпитопами, стерически недоступными для полно-
размерных антител. В данной работе для получения 
компактных диагностических меток были исполь-
зованы модифицированные одАт, содержащие С-
концевой остаток цистеина, который позволил 
конъюгировать антитела с поверхностью КТ в 
строго заданной ориентации, не затрагивая участок 
связывания антигена. Метод ориентированной 
конъюгации одАт на поверхности КТ позволил по-
лучить компактные сверхъяркие диагностические 
метки, которые были использованы для цитомет-
ричских исследований. 

 
Материалы и методы 
 
Получение и очистка  
рекомбинантных однодоменных антител 
РЭА-специфичные одАт С17 были получены 

путем иммунизации ламы. Клоны РЭА-специфичных 
одАт были отобраны из библиотек одАТ, полученных 
после иммунизации. Гены одАт были субклонирова-
ны в плазмидный вектор рЕТ, содержащий фрагмент 
ДНК, кодирующий шесть остатков гистидина, для 
экспрессии в клетках бактерий Escherichia coli штам-
ма BL21-DE3 и дальнейшего выделения одАт с по-
мощью хроматографии на колонке с никель-агарозой. 
Плазмидные конструкции pET одАт-C17-his6Cys бы-
ли получены введением дополнительного фрагмента 
ДНК, кодирующего аминокислоту цистеин с помо-
щью стандартных генно-инженерных методов. Спе-
цифическая интеграция одиночного аминокислотного 
остатка цистеина на С-конце молекул рекомбинант-
ных одАт-Cys позволяет получить ориентированное 
расположение молекул одАт на поверхности КТ по-
сле конъюгирования. 

Бактериальные клетки, трансформированные 
плазмидными конструкциями, выращивали в тече-
ние ночи при 37 °C и постоянном перемешивании в 
10 мл среды 2 YT, содержащей 16 г/л бактотрипто-
на, 10 г/л дрожжевого экстракта, 85 мМ хлорида 
натрия, 2 % глюкозы и 100 мкг/мл ампициллина. 
Полученную ночную культуру бактериальных кле-
ток разводили в 400 мл свежей среды 2 YT и расти-
ли до момента, когда оптическая плотность (OD600) 
становилась равной 0,5.  



13  ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ОРИЕНТИРОВАННЫЕ КОНЪЮГАТЫ ОДНОДОМЕННЫХ…

 

 
 

Рис. 1. Строение полноразмерных антител, состоящих из двух тяжелых и двух легких цепей, и неканонических 
двухцепочечных антител, которые состоят из двух тяжелых цепей. Антиген-связывающий участок полнораз-
мерных антител состоит из двух вариабельных доменов тяжелей и легкой цепей; у неканонических антител этот 
участок состоит только из одного вариабельного домена (VhH). Однодоменные антитела, поучаемые из нека-
нонических антител, являются наименьшими структурными единицами, обладающими полноценной функцио-
нальной активностью антитела. 

 

 
 

Рис. 2. Схема получения конъюгатов квантовых точек с рекомбинантными однодоменными антителами, моди-
фицированными путем введения дополнительного остатка цистеина на С-конце аминокислотной последова-
тельности. 
 

Экспрессию одАт-Cys индуцировали добав-
лением 0.1 мМ изопропил β-d-1-тиогалактопирано-
зида, и инкубировали клетки при 30 °C и постоян-
ном перемешивании в течение 20 ч.  

Клетки собирали центрифугированием, кле-
точный осадок замораживали на 20 мин при –80 °C 
и затем лизировали добавлением реагента для экс-
тракции белков BugBuster® (Novagen) на 20 мин 
при мягком перемешивании.  

После этого одАт выделяли с помощью хро-
матографии на колонке с никель-агарозой (Clontech) 
согласно протоколу производителя. После очистки 
одАт-Cys концентрировали в натрий-фосфатном 
буфере, содержащем 137 мМ хлорида натрия (pH 
7,2), с помощью центрифужных концентраторов 
Амикон Ультра 5000 MWCO. Степень очистки 
одАт-Cys определяли с помощью электрофореза в 
ПААГ в присутствии додецилсульфата натрия. Кон-
центрацию белка определяли спектрофометрически. 
Полученные высокоочищенные препараты одАт-Суs 
с концентрацией белка 5 мг/мл хранили при –20 °С. 

Оценка специфической активности получен-
ных партий одАт проводилась с помощью стан-
дартных иммунотестов (иммуноблоттинг). 

 
Конъюгация антител  
с квантовыми точками 
Для получения конъюгатов были использо-

ваны КТ с максимумом эмиссии флуоресценции 
при 570 нм, солюбилизированные в водном раство-
ре с помощью DL-цистеина и поверхность которых 
была модифицирована с использованием низкомо-
лекулярных производных ПЭГ с концевыми сульф-
гидрильными (SH) и гидроксильными (ОН) или 
аминогруппами (NH2) в молярном соотношении 
(SH-ПЕГ-ОН):(SH-ПЕГ-NH ) = 9:1 [9].  2

Конъюгацию с одАт проводили согласно ме-
тодике, описанной в [9]. Kвантовые точки разводи-
ли в 0,1 М фосфатном буферном растворе (рН 7,2) 
до концентрации 4 мг/мл. Затем к раствору КТ до-
бавляли 100-кратный молярный избыток бифунк-
ционального сшивающего агента Sulfo-SMCC и 
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инкубировали при комнатной температуре в тече-
ние часа при постоянном перемешивании. После 
окончания активации КТ очищали от избытка 
Sulfo-SMCC на хроматографической колонке с Се-
фадексом G-25, уравновешенной 0,1 М фосфатным 
буферным раствором (рН 7,2).  

Затем очищенные активированные КТ сме-
шивали с одАт в молярном соотношении 1:10 и 
инкубировали в течении 2 ч при комнатной темпе-
ратуре при постоянном перемешивании. Получен-
ные конъюгаты очищали методом гель-
фильтрационной хроматографии на колонке с Су-
пердексом G200, уравновешенной 0,1 М фосфат-
ным буфером (рН 7,2). 

Количественно соотношение одАт и КТ в 
полученных конъюгатах оценивали спектрофото-
метрически; содержание антител в пробе определя-
ли при помощи стандартного набора реагентов (ре-
акция Бредфорда), содержание КТ в пробе – по 
спектру поглощения, используя значение коэффи-
циента молярного поглощения на первом экситон-
ном максимуме поглощения. Полученное соотно-
шение одАт и КТ в конъюгатах составило прибли-
зительно 4 : 1. 

Размеры КТ и конъюгатов КТ–одАт измеря-
ли методом динамического рассеяния света с по-
мощью анализатора размера наночастиц Zetasizer 
Nano ZS (Malvern). 

Клеточные культуры 
Линию клеток колоректальной аденокарци-

номы мышиMC38 культивировали в среде 
Dulbecco's Modified Eagle Medium glutaMAX media 
(Invitrogen) с добавлением 10% ТЭС, инактивиро-
ванной нагреванием (BioWhittaker), и антибиоти-
ков: пенициллина (1000 ед./мл), стрептомицина 
(1000 мкг/мл), фунгизина (2,5 мкг/мл). Клеточную 
линию МС38-РЭА, экспресирующую РЭА, культи-
вировали в тех же условиях в среде с добавлением 
G418 (Sigma-Aldrich). 

 
Окрашивание клеток  
при помощи конъюгатов КТодАт  
и цитометрический анализ 
Конъюгаты КТодАт разводили в фосфатно-

солевом буферном растворе, содержащем 5% БСА, 
до концентрации 30 мкг/мл. Клетки МС38 и МС38-
РЭА суспендировали, и готовили смесь клеток с 
содержанием МС38-РЭА1% и МС38 99%. Затем к 
общему количеству 100 000 клеток добавляли по 50 
мкл растворов конъюгатов КТ-одАт и инкубирова-
ли в течение 90 мин при +4 °С в темноте.. Затем 
производили отмывку фосфатным буферным рас-
твором, содержащим 5 % БСА. Сразу же после по-
следней стадии отмывания определяли соотноше-
ние окрашенных и неокрашенных клеток в смеси. 
Цитометрический анализ флуоресцентно окрашен-
ных клеток проводили с помощью проточного ци-
тометра FACStar Plus (Becton Dickinson). Для воз-
буждения флуоресценции КТ использовали аргоно-
вый лазер с длиной волны излучения 488 нм, сиг-
нал анализировали в диапазоне 564–586 нм. Интен-
сивность окрашивания клеток в каждом из анали-
зируемых образцов оценивали по значению медиа-
ны флуоресцентного сигнала. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Получение и характеризация  
конъюгатов КТ–одАт 
Квантовые точки, представляющие собой 

нанокристаллы CdSe, покрытые оболочкой из ZnS, 

были синтезированы в органической среде, солю-
билизированы (для перевода в водный раствор) 
путем замены гидрофобных лигандов на поверхно-
сти КТ на DL-цистеин. Затем молекулы цистеина 
замещали смесью тиол-содержащих низкомолеку-
лярных производных ПЭГ с концевыми гидро-
ксильными (ОН) или аминогруппами (NH2) в мо-
лярном соотношении (SH-ПЕГ-ОН):(SH-ПЕГ-NH2) 
= 9 : 1 [9]. Таким образом, были получены стабиль-
ные в водных растворах компактные КТ с гидроди-
намическим диаметром около 9 нм и квантовым 
выходом около 90 %. На поверхности таких КТ 
экспонированы функциональные группы, опреде-
ляющие стабильность КТ при различных рН. Варь-
ируя состав производных ПЭГ при солюбилизации 
КТ, можно регулировать поверхностный заряд по-
лучаемых частиц и подбирать оптимальное соот-
ношение функциональных групп для дальнейшей 
конъюгации (ковалентной иммобилизации) антител 
на поверхности КТ. 

При получении диагностических меток на 
основе конъюгатов КТ с антителами решающими 
условиями являются: 

1) сохранение биологической активности и 
стабильности антитела в результате 
конъюгации; 

2) оптимальное количественное соотноше-
ние КТ и антитела в составе конъюгата; 

3) надлежащая ориентация антител на по-
верхности КТ, с тем чтобы функцио-
нально активные сайты были экспониро-
ваны наружу и доступны для связывания 
с антигеном. 

Для иммобилизации биологических молекул (в 
частности, антител) на поверхности наночастиц ши-
роко используют стандартные методы карбодиимид-
ной химии. Как правило, ковалентная иммобилизация 
осуществляется за счет взаимодействия первичной 
аминогруппы антитела с карбоксильными группами 
на поверхности частицы, предварительно активиро-
ванными с помощью водорастворимого карбодиими-
да. Этот метод имеет ряд ограничений. Во-первых, 
интермедиаты, образующиеся при активации гидро-
ксильных групп с помощью карбодиимида, неста-
бильны в водных средах и подвергаются быстрому 
гидролизу, поэтому необходимо использовать боль-
шие избытки карбодиимида. Во-вторых, взаимодей-
ствие аминогрупп антитела с активированными кар-
боксильными группами КТ происходит случайным 
образом и может привести к большому числу нежела-
тельных сшивок и потери аффинности антитела. В-
третьих, из-за большого числа аминогрупп, экспони-
рованных на поверхности антитела, его ориентация на 
поверхности происходит случайным образом, что 
приводит к стерической недоступности определенной 
доли центров связывания антигена. 

Выпускаемые компанией Invitrogen метки на 
основе антител, связанных с КТ, получают конъюга-
цией КТ с фрагментами антител, образующихся в 
результате частичного восстановления дисульфидных 
связей полноразмерного антитела. При надлежащих 
условиях восстановления, в результате такой реакции 
получаются два фрагмента антител, каждый из кото-
рых состоит из одной тяжелей и одной легкой цепей. 
Конъюгация происходит через тиольные группы вос-
становленных фрагментов антител. Однако функцио-
нальная активность восстановленных таким образом 
фрагментов антител может быть существенно сниже-
на за счет нарушения целостности антиген-
связывающих сайтов, образованных вариабельными 
доменами тяжелей и легкой цепей.  
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Рис. 3. Проточная цитометрия смесей клеток MC38-РЭА и MC38. 100 000 клеток инкубировали с КТ–одАт в 
течение 90 мин при +4°С в темноте. Сразу же после последней стадии отмывания определяли соотношение ок-
рашенных и неокрашенных клеток в смеси с помощью проточной цитометрии. 

a. с процентным содержанием МС38-РЭА 1%  
b. МС38 99% и МС38-РЭА 10% и МС38 90% 

 
Так, было обнаружено, что количество функ-

ционально активных антител в составе полученных 
таким образом серийно производимых конъюгатов 
составляет всего лишь 0,076 ± 0,014 антител/КТ, в то 
время как большая часть антител теряет свою актив-
ность вследствие чрезмерного восстановления [7]. 

В данной работе был разработан метод ориен-
тированной конъюгации одАт на поверхности КТ, 
который позволяет сохранить биологическую актив-
ность антител и задать их строгую ориентацию на 
поверхности КТ (рис. 2). Модифицированные одАт к 
РЭА были получены генно-инженерными методами 
путем введения дополнительного остатка цистеина 
на С-конце аминокислотной последовательности. 
Для конъюгации с КТ был использован бифункцио-
нальный сшивающий агент сульфо-сульфосукцини-
мидил-4-[N-малеимидометил] циклогексан-1-карбо-
ксилат (Sulfo-SMCC), имеющий две реакционно-
способные группы; одна из них (N-окси-
сукцинимидный эфир) активна в отношении пер-

вичных аминогрупп на поверхности КТ, а вторая 
(малеимидная группа) связывается с тиольной 
группой цистеина в составе модифицированного 
одАт. Сначала проводили реакцию взаимодействия 
Sulfo-SMCC с аминогруппами в составе оболочки 
КТ, после чего активированные КТ очищали от 
избытка реагента методом гель-проникающей хро-
матографии. Затем к КТ добавляли одАт, в резуль-
тате чего тиольные группы в составе одАт связыва-
лись с поверхностью КТ, активированных с помо-
щью Sulfo-SMCC. За счет того, что в состав моди-
фицированных одАт была введена всего одна ти-
ольная группа, присоединение одАт происходило 
только через С-концевой аминокислотный остаток 
антител. В результате все молекулы одАт, кова-
лентно связанные с поверхностью КТ, строго ори-
ентированы относительно поверхности КТ, что со-
храняет активность распознающего центра, экспо-
нированного в окружающую среду. Молярное со-
отношение одАт:КТ в конъюгате подсчитывали, 
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определяя содержание белка методом Бредфорда и 
подсчитывая концентрацию КТ, зная коэффициен-
ты экстинкции КТ для первого экситона. Это соот-
ношение оказалось примерно 4 одАт на КТ 
(одАт:КТ = 4 : 1). 

Измерения с использованием метода ДРС 
показали, что конъюгация КТ с одАт-Cys позволяет 
получить исключительно компактные диагностиче-
ские метки. Гидродинамические диаметры конъю-
гатов КТ–одАт (11,9 нм) лишь немного больше, 
чем диаметры неконъюгированных КТ (8,84 нм) и 
гораздо меньше, чем размеры серийно выпускае-
мых конъюгатов КТ–IgG (30,3 нм). 

 
Использование конъюгатов КТ–одАт  
в проточной цитометрии 
Эксперименты по иммунодетекции с помощью 

метода проточной цитометрии продемонстрировали, 
что конъюгаты КТ–одАт специфически связывают 
РЭА – рецептор клеточной поверхности, который 
экспрессирует значительная часть опухолевых клеток 
человека (рис. 3). Проточная цитометрия смесей кле-
ток MC38-РЭА и MC38 в различных соотношениях 
(процентное содержание РЭА-положительных клеток 
в смеси варьировалось от 100% до 1%), окрашенных 
конъюгатами КТ–одАт, показала тесную корреляцию 
между числом клеток, идентифицированных как 
РЭА+, и действительным количеством РЭА+ клеток: 
даже 1% РЭА+ клеток легко выявлялся на фоне 99% 

РЭА– клеток (рис. 3). Это подтверждает высокую 
специфичность и чувствительность выявления РЭА-
эксперес-сирующих клеток с помощью конъюгатов 
КТ–одАт методом проточной цитометрии. 

 
Заключение 
 
Метод ориентированной конъюгации, разрабо-

танный в данном исследовании, позволяет химически 
иммобилизовать одАт на поверхности КТ без потери 
функциональной активности антител таким образом, 
что практически все центры связывания антигена экс-
понированы в окружающую среду. Полученные ди-
агностические метки на основе конъюгатов КТ–одАт 
имеют крайне малый размер: их гидродинамический 
диаметр составляет 11,9 нм, что значительно меньше 
используемых в настоящее время конъюгатов полно-
размерных антител с КТ. В среднем, с каждой КТ 
конъюгированы одАт4 молекулы одАт. 

Полученные диагностические метки приме-
няли для иммунодетекции РЭА-положительных 
клеток методом проточной цитометрии. Показана 
высокая чувствительность меток: они позволяют 
выявить РЭА-положительные клетки, даже если их 
содержание в клеточной популяции составляет все-
го 1%. Данный подход можно применять для высо-
коточной детекции других онкомаркеров, напри-
мер, рецепторов эпидермального фактора роста, 
методом проточной цитометрии. 
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Резюме 
 
ММ характеризуется низкой чувствительностью к химио- и биотерапии вследствие высокой резистент-

ности к апоптозу. Мы оценили значимость модуляции аутофагии (блокирования или индукции) для изменения 
цитотоксичности паклитаксела клеточных линиях ММ с разным статусом гена B-RAF in vitro. Мутации в гене 
B-RAF определяют уровень аутофагии в клетках ММ in vitro. B-RAFV600–линии были резистентны к действию 
паклитаксела, однако их комбинация с хлорокином синергично увеличивала цитотоксичность препарата. Хотя 
B-RAFWT–клетки ММ были более чувствительны к паклитакселу, добавление ингибитора не влияло на гибель 
клеток. Изучение механизмов феномена показало вовлечение апоптоза.  

 
Ключевые слова: метастатическая меланома, аутофагия, апоптоз, химиорезистентность, генетические 

мутации. 
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Abstract  
 
MM is characterized by low sensitivity to chemotherapy and biotherapy because of its high resistance to apop-

tosis. We evaluated the significance of the autophagy modulation (blocking or induction) cytotoxicity change of Pacli-
taxel on 11 cell lines of MM with different B-RAF gene status in vitro. Cytotoxicity was determined by MTT assay, cell 
death by flow cytometry. Detection of mRNA expression Beclin1 performed by RT-PCR. Mutations in the B-RAF gene 
determine the level of autophagy in MM cells in vitro. B-RAFV600 lines were resistant to Paclitaxel and autophagy inhi-
bition by chloroquine increased cytotoxicity of the taxane up to 40-50%. Although B-RAFWT MM cells were more sensi-
tive to Paclitaxel, the addition of inhibitor had no effect on cell death. Investigation of the mechanisms of the phenom-
ena showed the involvement of apoptosis process. 

 
Key words: metastatic melanoma, autophagy, apoptosis, chemoresistance, genetic mutations. 
 
Введение 
 
Метастатическая меланома кожи является 

одним из наиболее агрессивных типов злокачест-
венных опухолей с неблагоприятным прогнозом 
течения болезни. По прогнозу всемирной организа-
ции здравоохранения в ближайшее десятилетие 
заболеваемость меланомой кожи возрастет на 25 % 
[5; 14]. Смертность от меланомы остается на высо-
ком уровне, что связано с высоким метастатиче-
ским потенциалом опухоли, диагностикой заболе-
вания на поздних стадиях и низкой эффективно-
стью противоопухолевой терапии. Лечение мета-
статических меланом с использованием стандарт-
ных режимов химиотерапии и биотерапии остается 
недостаточно эффективным, несмотря на появле-
ние новых таргетных препаратов. Паклитаксел – 
цитостатический препарат, относящийся к такса-
нам, часто используется в комбинациях для лече-
ния метастатической меланомы. Препарат связыва-
ется с тубулином, ингибируя деполимеризацию, 
что приводит к блокированию деления клеток на 
стадии митоза и интерфазы. Также паклитаксел 
активирует апоптотическую программу гибели кле-

ток. Однако эффективность современных режимов 
химиотерапии при метастатической меланоме оста-
ется низкой: частота частичных ремиссий составля-
ет всего 15–20 % [17], а медиана общей выживае-
мости больных – 6 мес [7]. 

Прорывом в лечении диссеминированной 
меланомы кожи стало создание препаратов, на-
правленных на инактивацию белка B-RAF, мутации 
в кодирующем гене которого встречаются у 40–60 
% пациентов [11]. Белок B-RAF – се-
рин/треониновая протеинкиназа – является одной 
из важных сигнальных молекул клетки, которая 
участвует в передаче сигнала от рецепторов факто-
ра роста RAS через MEK- и ERK-киназы, способст-
вуя пролиферации клеток меланомы и их рези-
стентности к апоптозу [13]. Наиболее частой мута-
цией в гене B-RAF является мутация V600E (80 %), 
когда происходит замена аминокислот валин на 
глутамин. Также встречаются мутации V600K (5–
20 % случаев), V600R (1–3 %), V600D (<1 %), 
V600M (<1 %) и не V600 мутации (2 %) [1]. 

Аутофагия – эволюционно сложившийся 
процесс внутрилизосомальной утилизации цито-
зольных белков, макромолекул, органелл и белко-
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вых агрегатов. Аутофагия активируется в ответ на 
целый ряд стимулов, включая недостаток пита-
тельных веществ, гипоксию и активацию онкоге-
нов. Изменения в сигнальных путях, связанных с 
аутофагией, часто встречаются при злокачествен-
ных новообразованиях и многих других заболева-
ниях [2; 21].  

Роль B-RAF в регуляции аутофагии является 
спорной и зависит от типа злокачественного ново-
бразования; сигнализация ERK связана с образова-
нием аутолизосом [10] и гибелью клеток путем ау-
тофагии [9].  

Ранее Jane L. Armstrong с соавт. показали, 
что клеточные линии меланомы с мутацией в B-
RAF (B-RAFV600E) дефектны в отношении аутофа-
гии [8]. Несмотря на то, что клетки с мутирован-
ным типом гена имеют более высокий уровень ба-
зальной аутофагии, чем клетки “дикого” типа, 
дальнейшая активация аутофагии происходит толь-
ко в клетках B-RAFWT [6].  

Роль аутофагии в качестве альтернативного 
механизма клеточной смерти в последние годы бы-
ла предметом активных дискуссий. Выявление ау-
тофагосом с отличными от апоптоза признаками в 
гибнущих клетках заставило ученых предположить, 
что она может участвовать в гибели клеток [18]. 
Однако, в большинстве случаев, аутофагия рас-
сматривается как механизм выживания опухолевых 
клеток, который может откладывать запуск апопто-
за, поддерживать метаболизм в условиях пищевого 
стресса и снижать повреждение клеток путем пре-
дотвращения накопления поврежденных белков и 
органелл. Вовлечение аутофагии в механизмы ги-
бели опухолевых клеток при раке молочной железы 
было показано также и для паклитаксела. Пакли-
таксел ингибирует аутофагию путем блокирования 
активации PI3K 3 класса и Vps34 – основного уча-
стника образования аутофагосом [20].  

Аутофагию можно рассматривать как новую 
мишень для терапии меланомы. Сигнальные моле-
кулы, вовлеченные в процесс аутофагии, могут 
быть использованы в качестве потенциальных био-
маркеров для определения прогноза течения опухо-
левого заболевания, предсказания эффективности 
противоопухолевой терапии и выбора рациональ-
ного лечения для каждого конкретного больного. 
Активно ведется поиск новых противоопухолевых 
препаратов, модулирующих аутофагию, для повы-
шения эффективности химиотерапевтического ле-
чения онкологических больных. 

В ходе данной работы нами проведено ис-
следование механизмов гибели клеток метастати-
ческой меланомы с разным статусом гена B-RAF 
под действием паклитаксела, в том числе – при 
комбинации его модуляторами аутофагии.  

 
Материалы и методы 
 
Реактивы 
TRIzol-реагент («Sigma», США), агароза ква-

лификации «Biothech grade» (Хеликон, Россия); 
бромистый этидиум (Serva, Германия); изопропи-
ловый спирт, МТТ («ICN Biomedicals, США), 
ДМСО («Sigma», США). M-MuLV обратная транс-
криптаза RevertAid, Taq-полимераза, реакционные 
буферы, маркеры молекулярной массы ДНК c дли-
ной фрагментов 100 п.н. (все – Fermentas, Литва); 
смесь дезоксинуклеотидов (Хеликон, Россия); гек-
самеры, праймеры для генов бета-актин (β-Actin, 
ACT) и Beclin 1 синтезированы в фирме Литех 
(Россия). 

Препараты 
Хлорокин дифосфат (Sigma, США) разводи-

ли в дистиллированной воде до 30 мМ (стоковый 
раствор). Рамамицин (Sigma, США) разводили в 
ДМСО до стоковой концентрации 27,4 мкМ. Сто-
ковые растворы хранили при –20 °С. Паклитаксел 
(Таксол, Bristol-Myers Squibb, Великобритания) 
готовили ex tempоrо.  

 
Культивирование клеточных линий  
В работе были использованы следующие 

клеточные линии меланомы человека: Mel Cher, 
Mel Kor, Mel Mtp, Mel Z, полученные в НИИ ЭДи-
ТО ФГБНУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина», и линия из 
АТСС каталога Sk-mel-2 [3; 4; 19]. Клеточные ли-
нии культивировали на полной питательной среде 
RPMI-1640, содержащей 10% эмбриональной сы-
воротки теленка (ТЭС, HyClone, США); 2 мM/мл 
глутамина, 50 мг/мл пенициллин-стрептомицина 
(ПанЭко, Россия) при 37 °С в атмосфере 5 %-ного 
СО2. 

 
Цитотоксичность 
Клетки (8×104 клеток/мл) вносили в 96-

луночный планшет в полной среде. Через 24 часа 
добавляли паклитаксел в диапазоне концентраций 
0,2÷25 мкМ. Инкубацию проводили 48 ч, затем до-
бавляли в каждую лунку по 20 мкл раствора МТТ 
(3-[4,5-диметилтриазол-2-ил]-2,5 дифенил тетразо-
лия бромид) в конечной концентрации 0,5 мг/мл. 
Клетки инкубировали еще 4 часа, затем среду от-
бирали и добавляли к ним по 200 мкл ДМСО. Оп-
тическую плотность раствора формазана определя-
ли на спектрофотометрическом анализаторе «Уни-
план» (Россия) при 540 нм, используя ДМСО как 
нулевой контроль. Для препарата строили график 
зависимости «доза–эффект» и определяли IC50.  

Модуляция цитотоксичности 
Инкубацию с веществами рапамицин (100 

нМ) и хлорокин (30 мкМ) или ДМСО в соответст-
вующей концентрации как отрицательным контро-
лем проводили в течение 1 ч, затем добавляли Пак-
литаксел (10 мкМ) и инкубировали в течение 48 ч.  

 
Проточная цитофлуориметрия 
Клеточные линии сажали по 2×105 в дупле-

тах на 6-луночные планшеты в полной среде. Через 
24 ч к клеткам добавляли рапамицин (100 нМ), 
хлорокин (20 мкМ) или контрольный раствор, ин-
кубировали в течение 60 мин при 37 °С, затем вно-
сили препарат паклитаксел (10 мМ) и оставляли 
клетки на 24 ч. 

Для окрашивания клеток на ранний и позд-
ний апоптоз использовали коммерческий набор 
Annexin-V FITC Apoptosis Kit (Invitrogen, США). К 
клеткам (1×106/100 мкл) добавляли раствор, содер-
жащий пропидий йодид и аннексин V. Клетки ин-
кубировали при комнатной температуре в темноте 
в течение 15 мин, далее к клеткам добавляли 350–
400 мкл связывающего буфера для остановки реак-
ции. Анализ данных (10 000 событий) проводили на 
проточном цитофлуориметре BD FACSCanto II. 

 
ОТ-ПЦР  
Детекцию экспрессии мРНК Beclin1 опреде-

ляли с помощью ПЦР с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР). Через 24 ч после культивирования с хи-
миопрепаратми клетки лизировали, используя реа-
гент TRIzol. Из лизата опухолевых клеток выделя-
ли тотальную РНК в системе хлороформ-
изопропиловый спирт. Обратную транскрипцию 
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проводили в соответствии со стандартным прото-
колом [12]. Реакцию проводили в амплификаторе 
«Терцик» (ДНК-Технология, Россия) по программе: 
24 ° С – 10 мин, 42°С – 50 мин и 70°С – 15 мин. 
Использовали следующие праймеры для гена 
Beclin1 F:5`–AAGACAGAGCGATGGTAG-3` и 
R:5`–CTGGGCTGTGGTAAGTAA-3` (продукт 282 
н.п.); для beta-Actin F:5’-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3’ и 
R:5’-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3’ (про-
дукт 460 н.п.). Условия амплификации: предвари-
тельная обработка – 94°С – 2 мин; денатурация 
ДНК – 94 °С – 30 с; отжиг праймеров – 62 °С – 30 с; 
элонгация – 72 °С – 1 мин (для Beclin1, 26 циклов), 
а также 94 °С – 2 мин; 94 °С – 20 сек; 60 °С – 20 с; 
72 °С – 45 с (для beta-Actin, 24 цикла).  

Продукты амплификации анализировали по-
сле электрофореза в 1,5 %-ном агарозном геле, со-
держащем бромистый этидий в стандартной кон-
центрации.  

Уровень экспрессии Beclin1 оценивали в от-
носительных единицах оптической плотности (о.е.) 
с помощью программы «ImageJ» по отношению к 
уровню β-Actin. 

Статистический анализ проводили с ис-
пользованием программы GraphPad Prizm v. 5.0. 
Достоверность различий оценивали по критерию 
Стьюдента или критерию 2. Различия считали ста-
тистически достоверными при р<0,05. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Цитотоксичность паклитаксела  
и его комбинаций  
с модуляторами аутофагии  
на клеточных линиях  
меланомы человека in vitro 
Исследование было проведено на 5 клеточ-

ных линиях метастатической меланомы человека, 2 
из которых (Mel Cher, Mel Z) имели мутантный 
статус B-RAFV600E, а 3 (Mel Kor, Mel Mtp, Sk-mel-2) 
– “дикий” тип B-RAFWT.  

Цитотоксичность паклитаксела была изучена 
in vitro при инкубации клеток с препаратом в диа-
пазоне концентраций 0,2 мкМ÷2,5 мкМ в течение 
48 часов с помощью МТТ–теста. Противоопухоле-
вая активность препарата оценивалась по IC50 по 
результатам трех независимых экспериментов 
(табл. 1).  

 
Таблиц а  1  

Характеристика клеточных линий меланомы кожи 
человека и цитотоксичнсть паклитаксела 

Клеточная 
линия 

Статус 
B-RAF 

Базальный 
уровень 
аутофагии 

Степень 
индукции 
аутофагии 

IC50, 
μМ 

Mel Kor WT низкий 1,6 3,6 ± 
1,1 

Mel Mtp WT высокий 0,2 3,3 ± 
0,6 

Sk-mel-2 WT низкий 5,7 5,79 
±1,1 

Mel Cher V600E высокий 0,9 14,7 ± 
0,47 

Mel Z V600E низкий 2,7 6,5±2,6 
 
Показано, что клеточные линии с диким ти-

пом гена оказались более чувствительными к дей-
ствию препарата, чем с мутациями B-RAFV600E. 
Среднее значение IC50 для паклитаксела для B-RAF-
мутированных линий составило 10,6±5,8 мкМ, и 
для немутированных – 4,23±1,36 мкМ (р=0,142).  

Анализ аутофагии проводили по оценке экс-
прессии мРНК гена Beclin 1, который участвует в 
инициации образования аутофагосом (табл. 1). 
Уровень базальной аутофагии клеток этих линий и 
ее индукция в условиях недостатка питательных 
веществ и факторов роста были описаны нами ра-
нее [6]. В зависимости от базального уровня кле-
точные линии были разделены на линии с низким 
базальным уровнем аутофагии (Mel Z, Mel Kor, Sk-
mel-2) и с высоким (Mel Mtp, Mel Cher). Способ-
ность клеточных линий к индукции аутофагии оце-
нивалась по соотношению уровня мРНК Beclin 1 в 
условиях 24-часового голодания к базальному 
уровню. При соотношении >1,1, клеточная линия 
оценивалась как способная к индукции аутофагии.  

В качестве модуляторов аутофагии исполь-
зовали рапамицин (индуктор) и хлорокин (ингиби-
тор). Рапамицин является ингибитором mTOR-
сигнального пути, который участвует в регуляции 
аутофагии при различных клеточных стрессах (на-
пример, голодании) [15]. Хлорокин блокирует ау-
тофагию на этапе образования аутолизосомы [16]. 

Влияние модуляторов аутофагии на цито-
токсичность паклитаксела (10 мкМ) оценивалась 
при преинкубации клеток с рапамицином (100 нМ) 
либо с хлорокином (30 мкМ) в течение 1 часа. Вы-
живаемость клеток оценивали через 48 ч с помо-
щью МТТ-теста (см. рисунок). Было показано, что 
клеточные линии mel Kor и Mel Z были чувстви-
тельны к ингибитору (выживаемость составила 12 и 
8 % соответственно). Выживаемость других кле-
точных линий при инкубации с модуляторами ау-
тофагии в течение 48 ч была выше 70 % относи-
тельно контроля.  

Анализ результатов показал, что хлорокин 
потенцирует цитотоксичность паклитаксела на кле-
точных линиях метастатической меланомы челове-
ка с мутациями в гене B-RAF. Так, выживаемость 
клеток линии Mel Cher при инкубации с паклитак-
селом (10 мкМ) составила 56±11 %, в комбинации с 
хлорокином – только 6±2 %. При этом индуктор 
аутофагии статистически значимо не влиял на вы-
живаемость меланомных клеток. Незначительное 
увеличение цитотоксичности паклитаксела при 
комбинации с рапамицином или хлорокином на 
клетках меланомы кожи человека с B-RAFWT стату-
сом может быть объяснено цитотоксичностью са-
мих модуляторов. 

Таким образом, хотя клеточные линии с B-
RAFV600E были резистентны к паклитакселу, их 
комбинация с хлорокином синергично увеличивала 
цитотоксичность препарата. 

 
Индукция  
апоптотической гибели клеток  
меланомы человека  
под действием паклитаксела  
и его комбинаций  
с модуляторами аутофагии in vitro 
Было изучено влияние паклитаксела и его 

комбинаций с модуляторами на индукцию апоптоза 
на клеточных линиях меланомы человека после 24-
часовой инкубации с препаратами (табл. 2). Для 
этого клетки окрашивали набором Annexin-V FITC 
Apoptosis Kit и анализировали методом проточной 
цитофлуориметрии. 

Несмотря на то, что цитотоксичность палки-
таксела была выше для клеток с диким типом B-
RAF, цитостатик активировал апоптоз в среднем у 
19,8±1,3 % клеток B-RAFWT, и 27,5±0,3 % клетках B-
RAFV600E (р=0,015).  
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Таблиц а  2  
Апоптотическая активность паклитаксела и его комбинация с модуляторами аутофагии на клеточных линиях 
меланомы 

Уровень апоптоза при 24-часовой инкубации с химиопрепаратами, m±SD(%) 
Клеточная 
линия 

С
та
ту
с 

B
-R

A
F

 
Паклитаксел Паклитаксел + 

хлорокин Хлорокин Паклитаксел + 
рапамицин Рапамицин 

Mel Mtp 20,7 ± 3,4 18,3 ± 1,3 7,3 ± 1,3 18,4 ± 2,3 11,7 ± 4,5 
Sk-mel-2 wt 18,8 ± 3,4 24,8 ± 6,5 6,4 ± 0,3 14,3 ± 3,7 1,8 ± 0,7 
Mel Cher 27,3 ± 2,2 43,0 ± 1,9 2,3 ± 0,3 18,3 ± 0,7 3,5 ± 1,6 

Mel Z mt 27,7 ± 2,6 52,5 ± 1, 8 4,35±2,8 30,2 ± 7,8 2,6 ± 1,5 
  

 
Рис. Влияние модуляторов аутофагии на цитотоксичность паклитаксела.  

 
Анализ индукции апоптоза под действием 

комбинаций паклитаксела с модуляторами аутофа-
гии показал, что увеличение индукции апоптоза 
происходит только в клетках с мутацией в гене B-
RAF при ингибировании запуска аутофагии 
(р=0,05). В остальных случаях значимой индукции 
апоптоза не наблюдалось. 

Таким образом, синергизм паклитаксела и 
хлорокина может быть связан с повышением апоп-
тотической активности в клетках B-RAFV600E. 

 
Выводы 
 
Проведенное нами исследование показало, 

что мутации в гене B-RAF ассоциированы с изме-
нением уровня аутофагии в клетках метастатиче-
ской меланомы. Клеточные линии ММ с B-RAFV600E 
оказались более резистентны к паклитакселу в 
сравнении с клеточными линиями, не несущими 
мутаций. При исследовании апоптотической актив-
ности паклитаксела и его комбинаций с модулято-
рами аутофагии увеличение апоптоза наблюдалось 
только у клеточных линий с мутантным типом ге-
на. При этом синергизм цитотоксической активно-
сти отмечали только при комбинации паклитаксела 
с хлорокином. Хотя B-RAFWT клетки ММ были бо-
лее чувствительны к паклитакселу, добавление ин-
гибитора не влияло на гибель клеток 

В настоящее время существует два противо-
положных подхода к использованию модуляторов 
аутофагии в онкологии.  

 

Одни авторы считают, что необходимо ин-
гибировать процесс для блокирования цитопротек-
торной функции аутофагии. Другие говорят о ее 
активации, чтобы запустить клеточную гибель пу-
тем аутофагии опухолевых клеток, высоко рези-
стентных к запуску апоптоза. Чаще всего выбор 
тактики зависит от этиологии злокачественного 
новообразования.  

Нами было показано, что ингибирование ау-
тофагии хлорокином при применении паклитаксела 
– цитостатического агента, увеличивает гибель 
опухолевых клеток в случае B-RAF–мутированных 
опухолей, но не влияет на клетки “дикиго” типа.  

Таким образом, мутации в гене B-RAF могут 
определять чувствительность клеточных линий 
меланом к запуску в них аутофагии и резистент-
ность меланомы к паклитакселу. Комбинация пре-
парата с ингибиторами аутофагии может усилить 
его противоопухолевую активность за счет актива-
ции апоптоза. Ингибирование аутофагии может 
рассматриваться как перспективный подход к ком-
бинированной терапии ММ кожи как у пациентов с 
мутированным статусом гена B-RAF, так и с геном 
“дикого” типа. Эффективные комбинации требуют 
дополнительного изучения. 

 
 
Исследование выполнено при финансовой 

поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 
12-04-33257 мол_а_вед. 
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Резюме 
 
Недавно был обнаружен цитотоксический ответ ДК, направленный против ОК. В качестве условий для 

проявления этого эффекта указывали на необходимость мембранного контакта между ДК и ОК и предваритель-
ную неспецифическую стимуляцию ДК. Однако эти условия оказались недостаточными. Мы установили, что уро-
вень антипролиферативного действия ДК напрямую связан с наличием опухолевого антигена в ОК. Нам удалось 
показать, что ещё одним необходимым условием является как нагрузка ДК специфическим опухолевым антиге-
ном, так и наличие данного антигена в опухолевой клетке. Мы показали преимущества использования очищенно-
го антигена для нагрузки ДК над стратегией использования лизата ОК в качестве смеси антигенов. 

 
Ключевые слова: дендритные клетки, антипролиферативное действие, PRAME, опухолевые клетки. 
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Abstract 
 
A special cytotoxic response of DC against TC has been discovered recently. There are two conditions critically 

need for the manifestation of this effect. First, it is a membrane contact between DC and the OC. Second, nonspecific pre-
stimulation of DC is required. However, these conditions have not been sufficient. We have shown that additional neces-
sary condition is the loading of DC with specific tumor antigen. Furthermore, the antigen should be exist in a tumor cell. 
We have shown the advantages of using purified antigen for activation of DC. Activated DC have inhibited the growth of 
antigen-positive TC successfully. We suppose that is better to use a pure antigen than a mixture of antigen for this effect. 
We found that the level of anti-proliferative effect directly depends on the presence of tumor antigen in OK. 

 
Key words: dendritic cells, cytotoxic action, PRAME, tumor cells. 
 
Введение 
 
В последние годы активно разрабатываются 

новые методы терапии опухолевых заболеваний, в 
частности, методы иммунотерапии [2–7]. Основа-
нием для развития этих методов является то, что 
некоторые опухоли являются иммуногенными. Из-
вестно, например, что клетки меланомы экспресси-
руют на поверхности иммуногенные маркеры [35]. 
Эти маркеры способствуют развитию собственного 
иммунного ответа и регрессии опухоли. Частичная 
регрессия первичного очага наблюдается примерно 
в трети случаев, а в 1 – 2 % случаев может про-
изойти полная регрессия [17]. 

ДК как АПК постоянно захватывают, пере-
рабатывают и представляют антигены Т- и В-
лимфоцитам. Распознав антиген, T- и B-клетки ак-
тивируются и осуществляют антиген-специфи-
ческий ответ. 

В то же время, в ряде работ было показано, 
что ДК, помимо презентации опухолевых антиге-

нов, способны сами оказывать антипролифератив-
ное действие на опухолевые клетки [30; 36; 40]. ДК 
захватывают антигены из живых, апоптозных или 
некрозных клеток [36]. После взаимодействия ДК с 
живыми опухолевыми клетками, опухолевые клет-
ки погибают, а их антигены захватываются ДК и 
представляются Т-лимфоцитам [28; 38], так же, как 
и после захвата антигенов из апоптозных и некроз-
ных клеток. В ряде работ было показано, что липо-
полисахарид (ЛПС), который вызывает созревание 
ДК, стимулировал ДК и приводил к усилению по-
давления роста опухолевых клеток [32; 34]. Но в 
тоже время было показано, что в зависимости от 
дозы ЛПС действие ДК на опухоли может быть 
различным, как подавляющим, так и стимулирую-
щим рост опухоли [37]. 

Таким образом, очевидно, что ДК могут кон-
тролировать рост опухолей in vivo. Было показано, 
что только при прямом контакте ДК с опухолевыми 
клетками осуществляется подавление роста по-
следних [30; 32; 33]. 
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Показано, что ЛПС не действует специфиче-
ски, а только усиливает имеющуюся способность 
ДК секретировать факторы, угнетающие рост опу-
холевых клеток [30]. Таким образом, существует 
неизвестный фактор, который определяет возмож-
ность специфического взаимодействия между ДК и 
клетками опухоли, выраженного в антипролифера-
тивном воздействии ДК против клеток-мишеней. 

Мы предположили, что ДК осуществляют 
свою способность угнетать рост опухоли только в 
том случае, если они захватывают такой же анти-
ген, которым обладает и опухолевая клетка. Со-
гласно этому предположению, можно целенаправ-
ленно нагрузить ДК специфическим опухолевым 
антигеном для подавления роста опухоли, позитив-
ной по данному антигену. 

Очень важным является выбор опухолевого 
антигена для нагрузки ДК в условиях ex vivo [4–7; 
21–26]. С этой целью используют лизаты опухоле-
вых клеток, положительных по определённому 
маркеру [2; 9; 15; 27–29] или очищенные рекомби-
нантные антигены. 

Но нужно учесть, что такой лизат содержит 
не только полезные антигенные детерминанты, но и 
значительное число примесей, которые в лучшем 
случае окажутся неэффективными в процессе на-
грузки антигеном.  

Необходимо уточнить, что профиль экспрес-
сии антигенов всегда отличается в разных клеточ-
ных линиях. Иммуногенные белки, кодируемые 
опухоль-ассоциированными генами GAGE, NY-
ESO-1, MAGEA1, PASD1, SEMG1, SPANXA1 и 
PRAME, и могут стать теми антигенами, которыми 
будет опосредован дендритноклеточный антипро-
лиферативный ответ [10]. Однако если эти антиге-
ны не будут экспрессироваться клетками-
мишенями, цитотоксическогий эффект нагружен-
ных ДК против клеток опухоли может и не про-
явиться. Мы считаем, что для наиболее активного 
воздействия нужно использовать единственный 
антигенный белок, очищенный от примесей. Нами 
был выбран белок PRAME, который гиперэкспрес-
сируется в клетках меланомы [1; 14; 16; 39]. Белок 
PRAME кодируется одноимённым РТГ и отличает-
ся высокой иммуногенностью. Его экспрессия рас-
пространена при многих онкологических заболева-
ниях [1; 8; 9–13]. 

Целью данной работы явилось сравнение 
антипролиферативного действия ДК, нагруженных 
и не нагруженных рекомбинантным белком 
PRAME, на рост культивируемых PRAME+ опухо-
левых и нормальных клеток. 

 
Материалы и методы 
 
Культуры клеток 
В работе использовали линии клеток: K562, 

происшедшие из эритробластного лейкоза, моно-
бластные U937, моноцитарные THP-1, промоноци-
тарные NOMO-1 и нормальные фибробласты WI-
38. Культуры клеток росли в среде RPMI-1640, со-
держащей 2 мМ глютамина, 10 мМ HEPES, 10 % 
ТЭС (“MP Biomedical”, США), 40 мкг/мл гентами-
цинсульфата (“RKA”, Словения). 

Для оценки возможного антипролифератив-
ного действия белка PRAME на клетки К562, белок 
PRAME в буферном растворе, содержащем 50 мМ 
трис, 0,1 %-ный N-лауроилсаркозин, инкубировали 
с клетками К562. Белок PRAME в концентрациях 8 
мкг/мл не оказывал антипролиферативного эффекта 
на клетки. 

Выделение РНК и ПЦР в реальном времени 
Выделение РНК проводилось гуанидин тио-

ционат хлороформ-фенольным методом из перифе-
рической крови, костного мозга и клеточных линий 
[31]. Реакцию обратной транскрипции проводили с 
использованием набора случайных нуклеотидных 
гексамеров в качестве праймеров и обратной 
транскриптазы M-MLV (“Promega”, США). 

Количественное определение экспрессии ге-
нов GAGE, NY-ESO-1, MAGEA1, PASD1, SEMG1, 
SPANXA1 и PRAME проводилось методом ПЦР в 
реальном времени по технологии TaqMan с исполь-
зованием приборов IQ Cycler (“BioRad”, США) и 
Applied Biosystems 7500. Системы специфических 
праймеров и зондов разработаны на основе данных 
по нуклеотидным последовательностям, предостав-
ленных ресурсом http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 
Флуоресцентный сигнал определяли при 60 С с 
использованием фильтров для FAM. В качестве 
контрольного гена использовали ABL. В качестве 
положительных контролей (стандартов) использо-
вали разведения плазмид с известным числом ко-
пий, с вставкой участка соответствующего гена. 
Количество копий гена в образцах определялось по 
калибровочной кривой, построенной по 10-
кратным разведениям стандартов. Экспрессия гена 
вычислялась как относительная:  

число копий изучаемого гена / число копий 
контрольного гена ×100%. 

 
Получение дендритных клеток 
Методика получения ДК была нами взята из 

работы Чкадуа и соавт. [27] с некоторыми модифи-
кациями. Для получения ДК кровь донора или КМ 
больного ОММЛ брали в пробирки с гепарином (30 
ед/мл), наслаивали на Lympho separation medium 
(1,077, “MP Biomedicals”) для получения фракции 
мононуклеаров, центрифугировали при 1500 
об/мин 40 мин.  

Полученные мононуклеары суспендировали 
в концентрации 107/мл в среде RPMI-1640 с 2 мМ 
глютамина, 10 мМ HEPES, 40 мкг/мл гентамицина, 
c 10 % сыворотки крови донора или 10 % ТЭС и 
помещали в лунки 24-луночной платы по 1 мл в 
лунку. Через 2 часа культивирования при 37 С с 5 
% СО2 из лунок отбирали неприкрепившиеся лим-
фоциты и 2 раза промывали лунки той же средой 
для полного удаления лимфоцитов, которые соби-
рали в отдельный флакон. К части лимфоцитов до-
бавляли интерлейкин-2 (ИЛ-2; 10 ед/мл;” Sigma”, 
США) до совместной инкубации с ДК. 

Для получения зрелых ДК к прикрепившим-
ся клеткам добавляли полную среду для культиви-
рования, содержащую цитокины: по 80 нг/мл (ГМ-
КСФ; “Sigma”) и 10 нг/мл интерлейкина-4 (ИЛ-4; 
“Sigma”). На 2; 4 и 6 сутки культивирования к 
клеткам добавляли по 0,1 мл смеси ГМ-КСФ (800 
нг/мл) и ИЛ-4 (100 нг/мл). Для получения незрелых 
ДК выделенные клетки инкубировали без добавле-
ния цитокинов. 

Зрелость дендритных клеток определяли в 
реакции иммунофлуоресценции методом двойного 
окрашивания. Собранные клетки из культуральных 
флаконов трижды отмывали, суспендировали в PBS 
pH=7,5, и центрифугировали для получения осадка, 
затем ресуспендировали и отмывали клетки в PBS 
до конечной плотности 1×105 (для каждого образ-
ца). В пробирки, содержащие клетки, добавляли по 
10 мкл моноклональных антител, конъюгирован-
ных с FITC, и 10 мкл антител конъюгированных с 
PE, инкубировали 30 минут при 4 С; после чего 
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клетки дважды отмывали в 1 мл PBS (центрифуги-
рованием) и ресуспендировали в 300 мкл PBS, со-
держащем 1 %-ный формалин. В качестве контроля 
использовали IgG2b, конъюгированных с FITC, и 
МКА CD20 PE. Экспрессию антигенов на клеточ-
ной поверхности оценивали на проточном цитоф-
луориметре BD FACSCantoTMII (США). Анализи-
руемый гейт устанавливали на основании комбина-
ции светорассеивания и размера клеток. В работе 
использовались антитела фирмы “Beckman Coulter” 
(Франция). 

 
«Нагрузка» ДК 
ДК нагружали либо лизатом [29] клеток 

К562, либо белком PRAME (8 мкг/мл). Для получе-
ния лизата клетки помещали в PBS, 4 раза быстро 
замораживали в жидком азоте и оттаивали, затем 
центрифугировали при 12000 об/мин и супернатант 
использовали для нагрузки. Соотношение ДК к 
клеткам К562 – 1 : 3. ДК инкубировали с антигеном 
1 сутки. 

 
Терминальная дифференцировка ДК 
Клетки после «нагрузки» отмывали от среды 

и помещали в среду с фактором некроза опухоли-
α(20 нг/мл, ФНО- α, “Sigma”) и простагландином Е2 
(250 нг/мл, ПГЕ2; “Sigma”) на 2 дня. 

Совместная инкубация ДК с опухолевыми 
или нормальными клетками. После окончания ин-
кубации со всеми цитокинами, ДК собирали, цен-
трифугировали, ресуспендировали в исходной сре-
де роста, помещали в 96-луночную плату отдельно 
или в смеси с клетками линий K562, U937, NOMO-
1, THP-1 или с нормальными фибробластами линии 
WI-38. Клетки в лунках перемешивали и оставляли 
инкубироваться на несколько суток. За сутки до 
окончания инкубации в лунки добавляли по 1 мкКи 
(40 кБк) [3Н]-тимидина, затем определяли включе-
ние [3Н]-тимидина [30]. В лунках без [3Н]-
тимидина подсчитывали число клеток, окрашенных 
трипановым синим. 

 
Результаты 
 
Клеточные линии различались по скорости 

роста: медленно растущие культуры NOMO-1 и 
THP-1 (уровень экспрессии гена PRAME в этих 
клетках составил 0,713 и 44,3 % соответственно) и 
быстрорастущие К562 и U937 (в этих клетках уро-
вень экспрессии PRAME составил 541 и 3,4 % соот-
ветственно). Наблюдались различия и в самом 
профиле экспрессии РТГ. Кроме PRAME, в клетках 
линии К562 наблюдалась экспрессия генов GAGE, 
NY-ESO-1, MAGEA1, PASD1, SEMG1 и SPANXA1. 
Мы не обнаружили мРНК GAGE, NY-ESO-1, 
MAGEA1, PASD1, SEMG1 и SPANXA1 в линиях 
NOMO-1 THP-1 и U937, что означает и отсутствие 
в клетках белков, кодируемых данными генами. 

В ДК, выделенных из мононуклеарной фрак-
ции крови донора, после инкубации с факторами, 
вызывающими их полное созревание, присутство-
вало 39,4 % СD83+ ДК и 55,9 % СD86+ ДК. 

Зрелые ДК донора, нагруженные и ненагру-
женные белком PRAME, подавляли включение 
[3Н]-тимидина в медленно растущие клетки 
NOMO-1 и THP-1 при их соотношении 1 : 1 (по 
5×103 в лунке каждого вида клеток) по сравнению с 
интактными клетками и клетками, растущими с 
незрелыми ДК (рис. 1). Зрелые ДК также подавляли 
рост нормальных фибробластов WI-38, видимо, 
определяя их как чужеродные клетки.  

 
 
Рис. 1. Влияние дендритных клеток донора на рост 
клеток к 7 суткам инкубации, соотношение клеток 
при посеве 1:1 (по 5×103 клеток в лунке каждого 
вида клеток): 

 
Зрелые ДК не оказывали токсического воз-

действия на аутологичные фибробласты (данные не 
представлены). 

Предполагалось, что ДК, нагруженные бел-
ком PRAME, будут значительно подавлять рост 
быстрорастущих клеток К562, имеющих высокий 
уровень экспрессии гена PRAME.  

Однако ДК, нагруженные белком PRAME, 
при совместной инкубации с быстрорастущими 
лейкозными клетками К562 или U937 практически 
не проявили ожидаемого эффекта. В присутствии 
незрелых ДК отмечено увеличение скорости роста 
клеток (рис. 1). 

Одновременное увеличение в два раза плот-
ности зрелых ДК и клеток-мишеней при их совме-
стной инкубации усиливало антипролиферативный 
эффект ДК на все клетки (рис. 2).  

Мы определяли процент клеток перевивае-
мых линий, культивируемых совместно с ДК, и 
сравнили с количеством интактных клеток. Зрелые 
ненагруженные ДК, выделенные из крови донора, 
при культивировании в соотношении ДК : клетки-
мишени 1 : 1 (по 104 в лунке каждого вида клеток) 
полностью подавили рост клеток NOMO-1, а рост 
остальных клеток был подавлен на 40–60 %. На-
грузка ДК лизатом клеток К562 вызвала усиление 
действия ДК против клеток К562.  
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Рис. 2. Влияние дендритных клеток донора на ли-
нии клеток на 5 сутки инкубации при соотношении 
104:104:  

 
При этом рост клеток других линий подав-

лялся слабее, чем при культивировании со зрелыми 
ненагруженными ДК. ДК, нагруженные белком 
PRAME, подавили рост клеток THP-1 и K562 на 
60%, максимальное подавление наблюдали на 
клетках NOMO-1 и U937 (рис. 2). 

Таким образом, при увеличении плотности 
клеток нагрузка ДК специфическим опухолевым 
антигеном – белком PRAME, приводила к более 
сильному подавлению роста всех клеток по сравне-
нию с ДК, не нагруженными PRAME, или нагру-
женных лизатом клеток линии K562. ДК, нагру-
женные лизатом клеток К562, подавляли рост кле-
ток К562, но слабее по сравнению с ДК, нагружен-
ными рекомбинантым PRAME. Нагрузка ДК лиза-
том клеток К562 вызывала также более слабое по-
давление роста других линий клеток по сравнению 
с ДК без нагрузки и нагруженных белком PRAME. 
На микрофотографиях клеток, сделанных в конце 
инкубации (рис. 3), видно, что там, где воздействие 
ДК оценивалось как сильное, меняется плотность 
клеточных культур, заметно изменяется вид клеток. 

При увеличении соотношения ДК:К562=5 : 1 
(2,5×104 : 5×103) антипролиферативное действие ДК 
было значительным. Незрелые ДК, нагруженные 
белком PRAME, слабее подавляли рост клеток по 
сравнению с ненагруженными ДК (рис. 4, а). На-
против, зрелые ДК, нагруженные белком PRAME, и 
затем инкубированные с ФНО-альфа и ПГЕ2, ока-
зывали более сильное антипролиферативного дей-
ствие (рис. 4, б). Если после нагрузки белком 
PRAME ДК не подвергались терминальной диффе-
ренцировке, то их действие на клетки К562 было 
слабым. Вероятно, после того, как ДК вступают в 
контакт с опухолевыми клетками, перерабатывая 
опухолевые антигены, опухолевые клетки, остав-

шиеся живыми, подавляют их дальнейшее созрева-
ние и тем самым ослабляют способность выполнять 
функции АПК активировать Т-лимфоциты и оказы-
вать полноценный антипролиферативный эффект. 

Ещё большее антипролиферативное дейст-
вие ДК на клетки опухолей проявлялось после до-
бавления лимфоцитов донора к смеси клеток 
ДК+К562. При этом действие лимфоцитов, предва-
рительно активированных ИЛ-2, в данном случае 
не отличалось от неактивированных лимфоцитов 
(рис. 4). 

Клетки костного мозга больного ОММЛ по-
лучили через 2 мес после установления диагноза и 
проведения 3 курсов химиотерапии. Уровень экс-
прессии гена PRAME в дебюте заболевания состав-
лял 3,3 %, а в день взятия КМ для выделения ДК 
экспрессия гена PRAME была существенно ниже – 
около 4,32×10-3%. Созревание ДК индуцировали 
согласно протоколу получения ДК из мононуклеа-
ров периферической крови здорового донора. 
Сравнивали влияние плотности и соотношения ДК 
к клеткам К562 на рост клеток К562 (рис. 5). Для 
оценки антипролиферативного эффекта подсчиты-
вали число клеток К562 в лунке.  

При совместной инкубации в соотношении 1 
: 1 число клеток К562 уменьшалось в 2,5 раза по 
сравнению с контролем. Увеличение концентрации 
зрелых ДК до соотношения 3 : 1 в лунке относи-
тельно исходной концентрации клеток К562 (5×103 
в лунке) приводило к снижению числа клеток К562 
к 7 суткам инкубации почти в 7 раз. При повыше-
нии исходной концентрации ДК и клеток К562 до 
104 или 1,5×104 в лунке влияние ДК было слабее. 
Нагрузка ДК белком PRAME не дала никакого пре-
имущества по сравнению со зрелыми ДК, ненагру-
женных антигеном (рис. 5). 

 
Обсуждение 
 
Как видно из результатов первого экспери-

мента (рис. 1), антипролиферативное действие не-
нагруженных ДК зависит от степени их зрелости. 
Зрелые ДК по сравнению с незрелыми сильнее по-
давляли рост опухолевых клеток.  

Кроме того, антипролиферативное действие 
ДК на опухолевые клетки зависело от скорости 
роста клеток.  

Согласно результатам, быстрорастущие опу-
холевые клетки оказались намного более устойчи-
вы к антипролиферативному воздействию ДК. Зре-
лые ДК также вызывают гибель нормальных фиб-
робластов линии WI-38, возможно, признавая их 
чужеродными. 

Согласно нашим наблюдениям, для подавле-
ния роста опухоли было необходимо, чтобы число 
ДК значительно превышало количество опухоле-
вых клеток. Вероятно, при активно пролифери-
рующей опухоли немногочисленные ДК просто не 
успевают войти в контакт со всеми клетками. Осо-
бенно если учесть, что ДК не делятся в культуре, то 
по истечении некоторого времени опухолевые 
клетки становились столь многочисленными, что 
на их фоне не ощущалось антипролиферативного 
действия редких ДК.  

В нашем случае число клеток К562, увели-
чивается с 5×103 в 9 и 30 раз за 3 и 7 суток соответ-
ственно (рис. 5). Этот результат согласуется с на-
блюдениями другой группы учёных. Согласно Pan 
et al., для значительного антипролиферативного 
эффекта соотношение числа ДК к клеткам разных 
опухолей должно быть 10 и выше [36]. 
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Рис. 3. Микрофотография клеток на 5 сутки инкубации, соотношение при посеве 104:104. Обозначения, как на рис. 2. 
 

 
 

Рис. 4а-б. Рост клеток К562 при совместной инкубации с незрелыми и зрелыми дендритными клетками и 
лимфоцитами. Соотношение клеток при посеве 2,5×104 ДК : 5×103 К562, 5×104 Лф. Лф – лимфоциты, инкуби-
рованные в среде без ИЛ-2; Лф (ИЛ-2) – лимфоциты, инкубированные с 10 ед/мл ИЛ-2 до инкубации с ДК.  

а. нДК – инкубированные с 80 нг/мл ГМ-КСФ и 10 нг/мл ИЛ-4; нДК (PRAME) – инкубированные с ГМ-КСФ 
и ИЛ-4, затем нагружались белком PRAME;  

б. зДК – (PRAME) – зрелые клетки, нагруженные белком PRAME. 
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Рис. 5. Влияние дендритных клеток, полученных из костного мозга больного ОММЛ, на рост клеток К562 на 3 
и 7 сутки совместной инкубации при разной плотности и соотношении клеток. Обозначения, как на рис. 1. 

 
Другой важный вопрос, разрешённый нами, 

заключался в выборе формы антигена для стимуля-
ции антипролиферативного эффекта ДК против 
чужеродных клеток. В качестве альтернативы на-
грузки лизатом клеток линии K562 мы предложили 
использовать очищенный рекомбинантный белок 
PRAME. Из результатов видно, что ДК, нагружен-
ные очищенным белком, всегда осуществляли 
больший антипролиферативный эффект против 
клеток-мишений, чем ДК, ненагруженные, или на-
груженные лизатом клеток K562. Согласно основ-
ным представлениям о функциях ДК, данные клет-
ки могут презентировать в качестве антигенов 
практически любые пептиды, имеющие экзогенное 
происхождение. K562 содержат не только антигены 
белка PRAME, но и множество других из группы 
раково-тестикулярных антигенов, не говоря о на-
личии белков, кодируемых генами домашнего хо-
зяйства. Из рассмотренных нами антигенов общим 
среди линий U937, THP-1, NOMO-1 и K562 оказал-
ся только PRAME, геномная РНК которого экс-
прессировалась во всех линиях. Согласно профилю 
экспрессии, лизат клеток K562 может содержать 
пептиды белков GAGE, NY-ESO-1, MAGEA1, 
PASD1, SEMG1, SPANXA1 и PRAME. Данные ан-
тигены не могут находиться в клетках линий U937, 
THP-1 и NOMO-1, так как в них не происходит син-

теза мРНК генов. 
Таким образом, ДК, захватив множество ан-

тигенов из смеси, полученной после лизиса K562, 
презентируют как эпитопы белка PRAME, так и 
эпитопы множества других белков. Концентрация 
белка PRAME не является преобладающей в лиза-
те, а сам белок никогда не сравнится по чистоте с 
выделенным рекомбинантным белком. Однозначно, 
что ДК будут захватывать и презентировать боль-
шинство белков, среди которых PRAME будет со-
ставлять незначительную долю. Не исключено, что 
лизат целых клеток содержит активные протеоли-
тические ферменты, присутствие которых может 
стать губительным для ДК. 

Мы видели, что антипролиферативный эф-
фект, проявляемый ДК, нагруженными лизатом или 
очищенным белком, был сопоставимым при куль-
тивировании с K562 (рис 2). Эпитопы антигенов 
GAGE, NY-ESO-1, MAGEA1, PASD1, SEMG1 и 
SPANXA1 так же, как эпитопы PRAME, захваты-
ваются и расщепляются ДК.  

Поскольку клетки линии K562 имеют набор 
этих антигенов, то в данном случае не могло на-
блюдаться каких-либо серьёзных различий в интен-
сивности антипролиферативного ответа.  

Однако наличие этих антигенов в лизате не 
способствовало развитию более интенсивного, ли-
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бо хотя бы сопоставимого антипролиферативного 
эффекта ДК против линий U937, THP-1 и NOMO-1, 
в клетках которых, как мы показали, антигенов 
GAGE, NY-ESO-1, MAGEA1, PASD1, SEMG1 и 
SPANXA1 быть не может.  

Сила антипролиферативного ответа опреде-
лялась только примесью белка PRAME, который 
содержится в лизате. 

 С другой стороны, антипролиферативный 
эффект ДК, обработанных чистым белком PRAME 
был более выражен против клеток U937, THP-1 и 
NOMO-1 (рис 2). В этих линиях происходит экс-
прессия гена PRAME, и наличие этого белка позво-
лило ДК, нагруженным PRAME, проявить направ-
ленное антипролиферативное действие. 

Таким образом, нагруженные белком 
PRAME ДК приобретают способность к антипро-
лиферативному эффекту, который проявляется 
против PRAME+ клеток.  

Вероятнее всего, именно по этой причине 
создание дендритноклеточной вакцины, где в каче-
стве белка-мишени был выбран PRAME, заверши-
лось неудачей при работе с клетками больного, 
имеющими низкий уровень экспрессии PRAME. 

 

Выводы 
 
Несмотря на недостаток фактов, которые по-

могли бы нам раскрыть механизм антипролифератив-
ного действия ДК, у нас есть все основания для под-
тверждения того, что ключевым звеном в этом эффекте 
является наличие антигена, связывающего как ДК, так 
и клетку-мишень. Антиген должен экспрессироваться 
клеткой-мишенью, и в то же время им должны быть 
нагружены ДК. Наибольший эффект наблюдался при 
антипролиферативном действии ДК, нагруженных 
специально очищенным от нежелательных примесей 
белком PRAME, активно экспрессирующих этот ген. И 
наибольший антипролиферативный эффект наблюда-
ется при нагрузке целевым антигеном зрелых ДК. 

Мы полагаем, что при создании дендритнокле-
точных вакцин оптимальным решением является на-
грузка целевым антигеном в форме очищенного белка 
зрелых ДК, и использование их против опухолей, чьи 
клетки позитивны по антигену, выбранному в качест-
ве целевого. Оптимальным временем применения 
дендритноклеточной вакцины является состояние, 
когда различными способами достигается минималь-
ный размер опухолевой массы. 
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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 
 
 
АПК – антиген-презентирующие клетки 
ЛПС – липополисахарид 
РТГ – раково-тестикулярный ген 
ИЛ-2 – интерлейкин-2 
ИЛ-4 – интерлейкин-4 
ГМ-КСФ – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 
КМ – костный мозг  
ОММЛ – острый миеломоноцитарный лейкоз 
ОК – опухолевые клетки 
ДК – дендритные клетки (DC – dendritic cells) 

зДК – зрелые дендритные клетки;  
зДК – зрелые дендритные клетки, нагруженные белком PRAME (по 8 мкг/мл среды);  
нДК – незрелые дендритные клетки, инкубировались в среде без цитокинов. 
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Резюме 
 
Феномен миграции стволовых клеток в опухолевый очаг открывает перспективы создания новых тера-

певтических технологий в онкологии. ГСК, обладающие большим репаративным потенциалом, могут быть ис-
пользованы для оптимизации схем лечения опухолей мозга. 

Цель работы состояла в получении экспериментальных данных, свидетельствующих о способности 
ГСК к направленной миграции к клеткам глиомы.  

В работе использовали клетки глиобластомы человека линии U87, культуры ГСК и фибробластов чело-
века. Клетки кокультивировали в течение пяти дней. В ходе эксперимента наблюдали формирование клеточно-
го вала из гемопоэтических стволовых клеток по периметру культуральной вставки, содержащей клетки глио-
мы. Такую картину не наблюдали в среде с фибробластами. Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что ГСК обладают собственным потенциалом направленной миграции к клеткам глиомы U87. 

 
Ключевые слова: глиальные опухоли, глиобластома, гемопоэтические стволовые клетки, клеточная миграция. 
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Abstract 
 
Phenomenon directed migration of stem cells in the tumor tissue bodes well for the creation of new therapeutic 

technologies. HSCs are the least involved in the carcinogenesis of malignant gliomas have a great reparative potential 
and can be used to optimize treatment regimens malignant glial brain tumors.  

Aim of the experimental substantiation HSCs ability to directional migration of glioblastoma cells. In this study 
we used human glioblastoma line U87, the culture of HSCs, and human fibroblasts. Cells were cultured five days. Ex-
periments revealed the formation of cellular HSCs shaft perimeter culture inserts containing culture glioma. This picture 
is not observed in the wells with the cultures of fibroblasts.  

These results indicate that HSCs have high potential directional migration of glioma cells U87; it allows us to 
consider them as promising lines for development of new anticancer biomedical technology and sheds light on previ-
ously unknown aspects of carcinogenesis glial tumors.  

 
Key words glial brain tumors, Glioblastoma multiforme, hematopoietic stem cells, neural stem cells, tumor 

cells, cell migration. 
 
Введение 
 
СК – магистральный тренд в развитии со-

временных биотехнологий и новая клиническая 
реальность мировой трансляционной и регенера-
тивной медицины.  

Трансплантация СК коренным образом из-
менила базовые терапевтические подходы к лече-
нию сосудистых и нейродегенеративных заболева-
ний, модифицировала основные протоколы лечения 
травм центральной нервной системы [18] и терапии 
ряда фатальных онкогематологических заболева-
ний [13]. Она стала новой теоретической и методо-
логической платформой для создания новаторских 
биомедицинских технологий [1; 7; 8; 12].  

Несмотря на значительные успехи, на пути 
широкого внедрения клеточных технологий в по-
вседневную клиническую практику перед регене-
ративной медициной стоит целый ряд нерешенных 
этических, юридических, религиозных задач и тех-
нологических ограничений. Наиболее сложным и 
важным аспектом проблемы применения СК в кли-
нике является потенциальная возможность неопла-
стической трансформации клеточного транспланта-
та и развитие злокачественного онкологического 
заболевания из трансплантированных СК [19]. 
Опасность неопластической трансплантации СК 
после их введения в организм вынудила ведущие 
клиники мира практически отказаться от использо-
вания эмбрионального и фетального клеточного 
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материала, культивирования СК, использования 
клеток с индуцированной iPSCs и сосредоточиться 
только на использовании аутологичных СК [7]. 
Вынужденные меры возымели определенный успех 
для клиники, однако они не значительно уменьши-
ли степень сопутствующего риска для пациентов, 
поскольку механизмы неопластической трансфор-
мации СК в опухолевые СК и специфика взаимо-
действия СК с опухолью до настоящего времени 
остаются еще не достаточно ясными и понятными. 

Феномен таргетной (целенаправленной) ми-
грации СК в опухолевый очаг, описанный научной 
группой Карен Эбоди [11], пролил свет на ряд 
очень важных аспектов этой проблемы. Рост опу-
холи в мозге или в любом другом органе приводит 
к повреждению тканей и запуску экспрессии генов 
семейства HIF, которые регулируют продукцию 
цитокинов, привлекающих СК [6; 22].  

Идентифицировано более 80 лигандов, 
управляющих процессом миграции СК через соот-
ветствующие рецепторы [2; 3; 6]. Наиболее изучено 
взаимодействие фактора стромальных клеток SDF-
1α с рецептором CXCR4 [15], фактора стволовых 
клеток SCF с рецептором c-Kit, фактора роста гепа-
титов HGF с рецептором c-Met, фактора роста эн-
дотелия сосудов VEGF с VEGFR, белка хемоатрак-
танта моноцитов MCP-1 с CCR2, ядерного белка 
амфотерина HMGB1 с RAGE и урокиназы плазми-
ногена с uPAR [4; 6; 9; 19; 20]. 

Согласно данным литературы [5], основным 
источником цитокинов, привлекающих СК в опу-
холь, являются дегенерирующие ткани клеточного 
микроокружения опухоли, соответственно, сам фе-
номен миграции СК в область неопластического 
повреждения длительное время исследователями 
рассматривался только как саногенетический про-
цесс [19; 22]. Однако не решен важнейший вопрос 
фундаментальной биологии опухолей: может ли 
сама опухолевая ткань привлекать СК без участия 
окружающих тканей. И второе, какие клеточные и 
молекулярные механизмы канцерогенеза лежат в 
основе данного межклеточного взаимодействия?  

Цель настоящей работы состояла в получе-
нии экспериментальных данных и неопровержимых 
доказательствах способности ГСК человека к на-
правленной миграции к клеткам глиобластомы ли-
нии U87 in vitro.  

 
Материалы и методы 
 
Гемопоэтические стволовые клетки  
Культура ГСК была представлена ЗАО 

«Клиника восстановительной и интервенционной 
неврологии и терапии «Нейровита» (Москва). 

Согласно сопроводительной документации, с 
целью увеличения количества стволовых клеток в 
периферической крови донор получал 8 инъекций Г-
КСФ с интервалом 12 ч в течение 4 дней. В первые 
три дня доза Г-КСФ составляла 2,5 мкг/кг массы 
тела, а в последний день удваивалась. Сбор стволо-
вых клеток из периферической крови проводили с 
помощью аппарата COBE® Spectra Apheresis System. 
Выделение клеток CD34+/CD45+ фенотипа осущест-
вляли методом иммуномагнитной сепарации на раз-
делительной колонке autoMACS™Pro.  

Сбор материала осуществлялся для лечения 
нейроонкологических больных. Использование 
материала в исследовательских целях проводилось 
с согласия пациента.  

После размораживания клетки культивиро-
вали в среде DMEM, содержащей 10% FBS, FGF, 

EGF и антибиотик-антимикотик (производитель – 
Gibco®). Перед внесением в смешанную культуру 
ГСК были обработаны флуоресцирующим красите-
лем CellTracker™ Red CMTPX (производитель – 
Molecular Probes®). 

 
Культура клеток  
глиобластомы человека линии U 87 
Глиобластома человека линии U87 MG была 

предоставлена «Национальным институтом регене-
ративной медицины» (Москва). Данная линия по-
лучена от 44-летнего пациента и входит в Амери-
канскую коллекцию клеточных культур «ATCC» 
под номером НТВ-14 [14].  

Клетки размораживали в течение 10 мин при 
+37 ºС, отмывали от ДМСО средой DMEM, содер-
жащей 10% FBS, антибиотик-антимикотик «100Х» 
(все производства компании Gibco®). Клетки оса-
ждали центрифугированием, добавляли свежую 
среду и ресуспендировали.  

Далее, клетки культивировали до образова-
ния монослоя, затем, снимали с помощью фермен-
тативной диссоциации (0,05 %-ный trypsin-EDTA, 1 
: 4 при +37 ºС, 10 мин) и центрифугировали (120g, 6 
мин). Супернатант сливали, добавляли свежую сре-
ду и ресуспендировали.  

С целью визуализации клетки обрабатывали 
флуоресцентным маркером Vybrant® CFDA SE Cell 
Tracer (производитель – компания Molecular 
Probes®). 

 
Фибробласты 
В работе использовали первичную культуру 

фибробластов человека (предоставлена компанией 
Life Technology). Клетки размораживали согласно 
стандартному протоколу и культивировали в пол-
ной среде DMEM/F12, HEPES, содержащей 10% 
FBS, 2 мМ L-глутамина, 0,8 % глюкозы, 0,2 ЕД/мл 
инсулина и антибиотик-антимикотик (все произ-
водства компании Gibco®). Перед внесением в 
культуру фибробласты обработаны флуоресци-
рующим красителем CellTracker™ Red CMTPX 
(производитель – компания Molecular Probes®). 

 
Дизайн эксперимента 
Для создания сочетанных культур использо-

вали культуральные вставки (Millipore) ø 12 мм с 
размером пор 0,4 мкм. В каждую лунку 12-
луночного культурального планшета помещали 
вставку, которую иммобилизовали каплей стериль-
ного парафина. Внутрь культуральной вставки вно-
сили равное количество (0,5×106) клеток линии 
глиомы U87 и фибробластов (рис. 1). 

Планшет с культуральными вставками инку-
бировали в течение 24 ч, затем на дно лунки план-
шета высаживали по 0,25×106 ГСК. Через 3 ч инку-
бации клетки, не прикрепившиеся к дну лунки, от-
бирали. Подсчет клеток в области проекции мем-
браны культуральной вставки осуществляли в пол-
ностью автоматизированном режиме с использова-
нием системы Cell-IQ (CM-Technologies) первого 
по пятый дни эксперимента. 

В работе использовали систему визуализа-
ции живых клеток LSM 5 Karl Zeis Pascal и конфо-
кальный лазерный сканирующий микроскоп Carl 
Zeiss LSM. Для работы с изображениями применя-
лись программы 3D for LSM Version 1.4.2, ImageJ 
(США). Статистическая обработка полученных 
данных проведена с применением экстенсивных 
коэффициентов и коэффициентов относительной 
интенсивности. 
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 Рис. 1. Схема лунки культурального планшета. 

Зеленый – клетки глиомы, внесенные в культу-
ральную вставку; красный – гемопоэтические 
стволовые клетки, внесенные в культуру. 

Рис. 5. Общая схема эксперимента, основная 
идея – формирование клеточного вала по пери-
метру полупроницаемой культуральной вставки. 

 
 
 
 
 

 
 

 
Рис. 6. Динамика числа ГСК в области культуральной вставки сов ходе эксперимента. 
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Рис. 7. Изменение числа ГСК в области культуральной вставки на 5 день эксперимента.  
 

Экспериментальная часть работы была одоб-
рена Комиссией по биомедицинской этике Школы 
биомедицины ДВФУ. 

 
Результаты 
 
При окрашивании реагентом Vybrant® CFDA 

SE Cell Tracer клетки глиомы U87 приобретали ус-
тойчивую флуоресценцию (рис. 2; см. обложку) и 
визуализировались в виде образований или слегка 
вытянутой формы. ГСК и фибробласты окрашенные 
CellTracker™ Red CMTPX, также активно флуорес-
цировали в смешанной культуре (рис. 3).  

Спустя двое суток наблюдений клетки гли-
областомы сформировали монослой. В свою оче-
редь, в сочетанной культуре с ГСК отмечалась от-
четливая тенденция к формированию клеточного 
вала, располагавшихся по периметру культураль-
ной вставки, содержащей культуру глиомы U87 
(рис. 4; 5). Достигая максимума к третьему дню 
эксперимента, данный феномен отсутствовал в со-
четанных культурах с фибробластами, что демон-
стрирует способность глиобластомы человека ак-
тивно привлекать СК.  

Можно предположить, что направленная ми-
грация ГСК к клеткам глиобластомы обусловлена 
продукцией цитокинов и хемоатрактантов, первич-
ным источником которых являются именно опухо-
левые клетки.  

Доказано, что глиомы продуцируют тенас-
цин, фибронектин, ламинин, различные типы кол-
лагена и ряд других биологически активных моле-
кул, привлекающих стволовые клетки [16; 20; 21]. 

Подсчет количества ГСК, окрашенных 
флуоресцентным маркером CellTracker™ Red 

CMTPX, показал достоверное (р≤0,05) увеличение 
количества ГСК в области мембраны во всех соче-
танных культурах, содержащих клетки глиомы, 
начиная со второго дня эксперимента. Значимых 
изменений числа ГСК в области культуральной 
вставки в кокультуре с фибробластами не наблюда-
ли (рис. 6). Увеличение числа ГСК в проекции 
культуральной вставки было достоверным во всех 
лунках содержащих клетки глиобластомы (рис. 7). 

 
Обсуждение 
 
На сегодняшний день существует две теории 

интерпретирующие процессы канцерогенеза – в 
виде вероятностной и иерархической моделей. Со-
гласно первой, все клетки опухоли обладают оди-
наковым онкогенным потенциалом [23]. Вторая же 
гласит, что среди всех этих клеток лишь небольшое 
подмножество, «боковая популяция», способная 
порождать новые опухоли [20]. Очевидно, кроме 
первичной пролиферации под онкогенным потен-
циалом следует понимать способность привлекать 
здоровые СК и вовлекать их в процессы канцероге-
неза.  

Например, мультиформная глиобластома, 
как явствует из названия, гетерогенна как никакая 
другая опухоль, и содержит клетки самых разных 
типов. Поскольку большинство клеток опухоли 
характеризует конкретный профиль генетических 
нарушений, логично предположить, что клетка, из 
которой они произошли, обладала способностью 
порождать клетки разных типов, то есть СК.  

Как следует из эксперимента, клетки глиоб-
ластомы способны сами привлекать СК. Очевидно, 
этот механизм и запускает неопластический рост, а 
возникающее в процессе опухолевой инвазии по-
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вреждение окружающих тканей сопровождается 
нарушением их метаболизма и гипоксией, что ведет 
к продукции цитокинов усиливающих процессы 
направленной миграции опухолевых клеток.  

В естественных условиях, в мозге, основным 
источником СК становятся герминативные центры 
– субвентрикулярная зона и зубчатая извилина. При 
появлении в паренхиме мозге опухоли в гермина-
тивных зонах резко усиливаются пролиферативные 
процессы, а через 14 дней выявляется резкое сни-
жение общего количества клеток [24; 26].  

Очевидно, этот процесс только отчасти но-
сит регуляторный характер, и скорее всего, объяс-
няет преобладание опухолей во второй половине 
жизни, когда количество СК в субвентрикулярной 
зоне резко сокращается [22]. В этих условиях, рек-
рутируя нейральные стволовые клетки (НСК) опу-
холь их аккумулирует, стимулирует экспрессию 
онкогенов, тем самым используя их репликативный 
и миграционный потенциал [4; 25]. 

Нашей исследовательской группой выполнен 
глубокий анализ литературы по вопросам миграции 
СК к очагу злокачественных опухолей [4; 6]. Не 
вызывает сомнений, что СК, введенная в организм 
с опухолью, неизбежно найдёт неопластический 

очаг. Следует предположить, что дальнейшая судь-
ба СК в этом случае всецело будет зависеть от глу-
бины изменений генома вызванных мутационными 
процессами. Сопоставление протеомного профиля 
НСК и опухолевой СК глиобластомы линии U 87 
позволяет сделать вывод о глубоких изменениях в 
экспрессии генов, вызванных процессами канцеро-
генеза [5].  

 
Заключение 
 
ГСК человека, в отличие от НСК, менее под-

вержены мутационным изменениям и могут рас-
сматриваться в качестве перспективной клеточной 
линии для лечения нейроонкологических заболева-
ний и травм мозга. 

Таким образом, клетки глиобластомы чело-
века линии U87 обладают способностью привле-
кать СК, что позволяет отнести феномен направ-
ленной миграции к фундаментальным механизмам 
канцерогенеза. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке Министерства образования и науки Рос-
сийской Федерации (проект № 14.575.21.0038) 

 
 
 
Литература 
 
1. Алексеева И.С., Кулаков А.А., Гольдштейн Д.В. и др. Результаты клинико-экспериментального ис-

следования по использованию комбинированного клеточного трансплантата на основе мультипо-

тентных мезенхимальных стромальных клеток жировой ткани для восстановления дефектов костной 

ткани // Российский биотерапевтический журнал. – 2012. – T. 11, № 4. – C. 67–9. 

2. Барышников А.Ю. Взаимодействие опухоли и иммунной системы организма // Практическая онколо-

гия. – 2003. – Т. 4, № 3. – С. 127–30. 

3. Боценовский В.А., Барышников А.Ю. Молекулы клеточной адгезии // Успехи современной биологии. 

– 1994. – Т. 114, № 6. – С. 741. 

4. Брюховецкий И.С., Брюховецкий А.С., Кумейко В.В. и др. Стволовые клетки в канцерогенезе мультиформ-

ной глиобластомы // Клеточная трансплантология и тканевая инженерия. – 2013. – Т. 8, № 2. – С. 13–9. 

5. Брюховецкий А.С., Шевченко В.Е., Чехонин В.П. и др. Сравнительное протеомное картирование опу-

холевых стволовых клеток, выделенных из глиобластомы линии U 87, нейрональных стволовых и 

мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток человека: от каталогизации клеточных бел-

ков к инновационной парадигме протеом-основанной клеточной терапии опухолей // Клеточная 

трансплантология и тканевая инженерия. – 2013. – Т. 8, № 2. – C. 85–92. 

6. Брюховецкий И.С., Брюховецкий А.С., Мищенко П.В. и др. Роль системных механизмов миграции и 

хоуминга стволовых клеток в развитии злокачественных опухолей центральной нервной системы и 

разработке новых методов противоопухолевой терапии // Российский биотерапевтический журнал. – 

2013. –Т. 12, № 4. – C. 3–12. 

7. Брюховецкий А.С. Клеточные технологии в нейроонкологии: циторегуляторная терапия глиальных 

опухолей головного мозга. – М.: Издательская группа РОНЦ, 2011. – 652 с. 

8. Киселевский М.В., Ситдикова С.М., Тенчурин Т.Х., Хомченко А.М. Современные подходы и перспек-

тивы создания биоимплантантов трахеи // Российский биотерапевтический журнал. – 2014. – T. 13, 

№ 3. – C. 127–31. 

№ 4/том 13/2014   РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 



 

№ 4/том 13/2014  РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

36 ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ МИГРАЦИЯ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ…

9. Уласов И.В., Каверина Н.В., Кадагидзе З.Г., Барышников А.Ю. Антиглиомная аденовирусная вироте-

рапия: механизм, регуляция и клинические перспективы // Российский биотерапевтический журнал. 

– 2014. – Т. 13, № 2. – С. 11–8. 

10. Уласов И.В., Каверина Н.В., Барышников А.Ю. Роль сурвивина в диагностике и терапии опухолей 

головного мозга // Российский биотерапевтический журнал. – 2014. – Т. 13, № 3. – С. 71–6. 

11. Aboody K.S., Brown A., Rainov N.G. et al. Neural stem cells display extensive tropism for pathology in 

adult brain: Evidence from intracranial gliomas // PNAS. – 2000. – 97(23). – P. 12846–51. 

12. Barth R.F., Kaur B. Rat brain tumor models in experimental neuro-oncology: the C6, 9L, T9, RG2, F98, 

BT4C, RT-2 and CNS-1 gliomas // J. Neurooncol. – 2009. – 94(3). – P. 299–312. 

13. Bordignon С. Progress Stem-cell therapies for blood diseases // Nature. – 2006. – 441(7097). – P. 1100–2. 

14. Cheng W.Y., Chiao M.T., Liang Y.J. et al. Luteolin inhibits migration of human glioblastoma U-87 MG and T98G cells 

through downregulation of Cdc42 expression and PI3K/AKT activity // Mol. Biol. Rep. – 2013. – 40(9). – P. 5315–26. 

15. Greenbaum A., Hsu Y.M., Day R.B. et al. CXCL12 in early mesenchymal progenitors is required for hema-

topoietic stem-cell maintenance // Nature. – 2013. – 495(7440) –. P. 227–30. 

16. He J., Liu Y., Lubman D.M. Targeting glioblastoma stem cells: cell surface markers // Curr. Med. Chem. – 

2012. – 19(35). – P. 6050–5. 

17. Kelaini S., Cochrane A., Margariti A. Direct reprogramming of adult cells: avoiding the pluripotent state // 

Stem Cells Cloning. – 2014. – 7. – P. 19–29. 

18. Lindvall O., Kokaia Z. Stem cells for the treatment of neurological disorders // Nature. – 2006. – 441(7097). – P. 1094-6. 

19. Lok C. Stem-cell research: Never say die // Nature. – 2012. – 481(7380). – P. 130–3. 

20. Ozawa K., Sato K., Oh I. et al. Cell and gene therapy using mesenchymal stem cells (MSCs) // J. Autoim-

mun. – 2008. – 30(3). – P. 121–7. 

21. Piccirillo S.G., Binda E., Fiocco R., Shah K. Brain cancer stem cells // J. Mol. Med. (Berl.). – 2009. – 

87(11). – P. 1087–95. 

22. Silva-Vargas V., Crouch E.E., Doetsch F. Adult neural stem cells and their niche: a dynamic duo during 

homeostasis, regeneration, and aging // Curr. Opin. Neurobiol. – 2013. – 23(6). – P. 935–42. 

23. Sonnenschein C., Soto AM. Theories of carcinogenesis: an emerging perspective // Semin Cancer Biol. – 

2008. – 18(5). – P. 372–7. 

24. Walzlein J.H., Synowitz M., Engels B. et al. The antitumorigenic response of neural precursors depends on 

subventricular proliferation and age // Stem Cells. – 2008. – 26(11). – P. 2945–54.  

25. Zhao D., Najbauer J., Annala J.A. et al. Human neural stem cell tropism to metastatic breast cancer // Stem 

cells. – 2012. – 30. – P. 314–25. 

26. Zhao D., Najbauer J., Garcia E. et al. Neural stem cell tropism to glioma: critical role of tumor hypoxia // 

Mol Cancer Res. – 2008. – 6(12). – P. 1819–29. 

 
СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

 
 

ГСК   – гемопоэтические стволовые клетки (HSCs – Hematopoietic stem cells) 
Г-КСФ   – гранулоцитарный колониестимулирующий фактор 
СК   – стволовые клетки  
 
НСК   – нейральные стволовые клетки  
HIF   – hypoxia-inducible factor 
 
iPSCs   – плюрипотентность 
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Резюме 
 
Применение аллогенного губчатого биоматериала при глубоком повреждении скелетной мышцы способ-

ствует полному восстановлению дефекта. Продукты биодеградации биоматериала ингибируют профиброген-
ную клеточную активность (TGF- ß1, FGF-ß, Vimentin) и снижают скорость коллагенообразования, тем самым 
стимулируют миогистогенез. В группе животных без использования биоматериала в результате заживления 
дефекта происходило образование рубца с дальнейшим перерождением в жировую ткань. Использовались гис-
тологические, иммуногистохимические и электронномикроскопические методы исследования. 

 
Ключевые слова: аллогенный губчатый биоматериал, регенерация, фиброгенные цитокины, скелетная 

мышечная ткань. 
 

 
A.I. Lebedeva  
ALLOGENEIC SPONGIFORM BIOMATERIAL  
– FIBROSIS INHIBITOR OF THE DAMAGED SKELETAL MUSCULAR TISSUE  
FSBI «Russian Eye and Plastic Surgery Center» of the Health Ministry of the Russian Federation, Ufa 

 
Abstract 
 
The use of allogeneic spongiform biomaterial in deep damaged skeletal tissue contributes to complete defect res-

toration. The biomaterial biodegradation products inhibit profibrogenic cellular activity (TGF-ß1, FGF- ß, Vimentin) 
and reduce collagen formation speed, thereby stimulate myohistogenesis. During the defect restoration process, scarring 
formation with further degeneration into adipose tissue took place in a group of animals when there were not used the 
biomaterial. Histological, immunohistochemical and electron microscopic methods of the investigation were used.  

 
Key words: allogenic biomaterial sponge, regeneration, fibrogenic cytokines, skeletal muscle tissue. 
 
Введение 
 
Как правило, глубокие повреждения скелет-

ной мышцы вызывают воспалительную реакцию, 
исходом которой является формирование рубца [3]. 
Существующие технологии коррекции мышечных 
дефектов – аутопластика, аллопластика, ксенопла-
стика, клеточные технологии, генная терапия – яв-
ляются трудоемкими, травматичными и сопряжены 
с осложнениями [2].  

Одним из перспективных направлений в ре-
генеративной медицине является тканевая инжене-
рия с использованием биодеградируемых транс-
плантатов [4].  

При их применении необходимо учитывать 
степень фиброзирования регенерата. Разработан-
ные в ФГБУ «Всероссийский центр глазной и пла-
стической хирургии» МЗ РФ биоматериалы Алло-
плант (Патент РФ на изобретение №2189257, ТУ 
9398-001-04537642-2011) изготавливаются из када-
верной аллогенной волокнистой соединительной 
ткани, после имплантации биодеградируют, а про-
дукты резорбции (коллаген и протеогликаны) яв-
ляются эффективными биостимуляторами клеточ-
ных элементов и регуляторами паранхиматозно-
стромальных взаимодействий [6; 7].  

Цель исследования – определение фибро-
генных факторов в скелетной мышечной ткани и 
раскрытие морфологических аспектов регенерации 
после пластики дефекта АГБ. 

Материалы и методы  
 
Для исследования использовали половозре-

лых аутбредных крыс линии Wistar обоего пола 
массой от 0,18 до 0,2 кг. Животные были получены 
из питомника лабораторных животных Рапполово. 
Работу проводили с соблюдением «Правил прове-
дения работ с использованием экспериментальных 
животных» (приказ Минвуза от 13 ноября 1984 г. 
№724). В контрольной группе (n=36) производи-
лось выделение икроножной мышцы, а также ма-
лоберцового нерва, который не повреждали. В ик-
роножной мышце моделировали дефект длиной 3–4 
мм, который ушивали викрилом. В опытной группе 
(n=36) в аналогичный дефект укладывали АГБ со-
ответствующих размеров и фиксировали викрилом. 
Из опыта животных выводили путем инсуффляции 
летальной дозы паров фторотана. Забор аутопсий-
ного материала проводили через 3; 7; 14; 30; 60 и 
90 суток после эксперимента. Кусочки ткани фик-
сировали в 10 %-ном р-ре нейтрального формалина, 
обезвоживали в серии спиртов возрастающей кон-
центрации и заливали в парафин по общепринятой 
методике. Гистологические срезы готовили на мик-
ротоме LEICA RM 2145 (Германия), окрашивали 
гематоксилином и эозином, по Ван Гизону, по 
Маллори. Для иммуногистохимических исследова-
ний парафиновые срезы толщиной 4 мкм окраши-
вали с помощью иммуногистостейнера Leica 
Microsystems Bond™ (Германия).  
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В качестве первичных антител применяли: 
трансформирующий фактор роста ß1 (TGF-ß1), 
vimentin, фактор роста фибробластов ß1 (FGF ß1) в 
разведении 1:300 (Santa Cruz Biotechnology, США). 
Для демаскировки использовали непрямую стреп-
тавидин-биотиновую систему детекции Leica 
BOND (Novocastra™, Германия). Оценку специ-
фичности реакции проводили при окрашивании 
срезов без первичных антител. Подсчет клеток 
производили в 20 полях зрения каждого образца 
(n=6) при увеличении ×400. Исследование и визуа-
лизацию препаратов проводили с использованием 
микроскопа Leica DMD 108 (Германия) со специа-
лизированным программным обеспечением управ-
ления настройками и захвата изображения. Для 
электронномикроскопического исследования ку-
сочки тканей фиксировали в 2,5%-ном растворе 
глютаральдегида, приготовленного на какодилат-
ном буфере (рН 7,2–7,4) с дофиксацией в 1 %-ном 
растворе OsO4 на том же буфере. Материал обез-
воживали в спиртах возрастающей концентрации и 
заливали в эпон-812 по общепринятой методике. 
Предварительно готовили полутонкие срезы тол-
щиной 1 мкм, окрашивали их толуидиновым синим 
на 2,5%-ном растворе безводной соды. На данных 
срезах выбирали участки для электронно-
микроскопического исследования. Полутонкие и 
ультратонкие срезы готовили на ультратоме ЕМ 
UС 7 (Leica, Германия). Ультратонкие срезы кон-
трастировали 2%-ным водным раствором уранил-
ацетата, цитратом свинца по Рейнольдсу и изучали 
в трансмиссионном микроскопе JEM-1011 (Jeol, 
Япония) при ускоряющем напряжении 80 kB. Для 
обработки числовых данных использовали пара-
метрический дисперсионный анализ по Р. Фишеру 
при помощи критерия Fd и непараметрический 
(ранговый) дисперсионный анализ по Краскелу-
Уоллесу с использованием для сравнения отдель-
ных выборок рангового U–критерия [12]. 

 
Результаты и обсуждение 
 
После резекции мышцы в контрольной груп-

пе через 7–14 суток стадия острого воспаления раз-
вилась до пролиферативной. Дефект замещался 
грануляционной тканью, представленной плотными 
пучками коллагеновых волокон, инфильтрирован-
ных макрофагами, фибробластическими и иммуно-
генными клетками.  

Среди клеток соединительной ткани преоб-
ладали клетки фибробластического ряда: мезен-
химные клетки, юные фибробласты и зрелые фиб-
робласты с активной коллагенсинтетической (кол-
лагенобласты II типа) деятельностью (рис. 1).  

На 21 сутки в месте дефекта выявлялись 
признаки трансформации грануляционной ткани в 
жировую. На фоне разрастания волокнистой соеди-
нительной ткани выявлялись как единичные жиро-
вые капли, так и их скопления (рис. 2).  

В цитоплазме фибробластов помимо харак-
терной хорошо развитой саркоплазматической сети 
наблюдались разнокалиберные липидные капли, 
которые накапливались и заполняли весь объем 
цитоплазмы, смещая ядро на периферию клетки 
(рис. 3). В патологической зоне в условия гипоксии 
и воспаления известна способность трансформации 
фибробластических клеток в адипоциты [1; 5]. 

Спустя 30 суток в результате заживления 
формировался неадекватный регенерат, состоящий 
из жировой и плотной волокнистой соединитель-
ной тканей. Данный исход был обусловлен актива-

цией деятельности клеток фибробластического 
дифферона с усиленной коллагенпродуцирующей 
активностью.  

В опытной группе после имплантации АГБ в 
начальные сроки 3–7 суток в паратравматической 
зоне обнаруживались признаки острого воспаления, 
обусловленные механическими воздействиями, 
возникшими вследствие оперативного вмешатель-
ства. В центральной области трансплантата выяв-
лялась сеть фибриновых волокон на фоне экссуда-
тивного пропитывания. Через 7–14 суток фаза ост-
рого воспаления менялась на пролиферативную. 
Рыхлая сеть коллагеновых волокон, инфильтриро-
ванная макрофагальными и фибробластическими 
клетками разрасталась центростремительно – от 
периферии к центру. Фибробласты содержали су-
женные каналы ГЭР и классифицировались как 
коллагенобласты I типа – клетки с умеренным син-
тезом коллагена (рис. 4).  

Через 14 суток АГБ подвергался постепен-
ной биодеградации и резорбции фагоцитарными 
макрофагами, доля которых доминировала среди 
соединительнотканных клеток [8]. В зоне транс-
плантации формировался мышечно-соединительно-
тканный регенерат с преобладанием васкуляризи-
рованной рыхлой неоформленной волокнистой со-
единительной ткани. Наряду со стромальными 
клетками обнаруживались миогенные клетки, обра-
зующие почки роста и тяжи новообразованных 
тонких мышечных волокон, ориентированных 
вдоль вектора нагрузки, т.е. параллельно каналам 
предсуществующего АГБ (рис. 5).  

Через 30 суток в очаге трансплантации обна-
руживался мышечно-соединительнотканный реге-
нерат с преобладанием мышечной ткани. А через 
60–90 суток зона дефекта замещалась полноценной 
мышечной тканью, где пучки мышечных волокон 
были окутаны эндо- и перимизием (рис. 6). 

Неравнозначный механизм заживления ске-
летной мышечной ткани в контрольной и опытной 
группах может быть обусловлен определенной ци-
токиновой нагрузкой клеток гистиона. Цитокин 
TGF- ß1 оказывает противовоспалительный эффект 
и является промотором фиброза и иммуносупрес-
сором – блокирует активацию лимфоцитов и мак-
рофагов [14].  

Его повышенное содержание в мышечной 
ткани приводит к ее дисрегенерации и атрофии 
[13]. При исследовании динамики клеток, секрети-
рующих TGF-ß1, влияние фактора «нали-
чия/отсутствия» АГБ в этом случае оказалось ни-
чтожным, хотя и значимым (η²=2%, F=6,3, p<0,02). 
Наиболее сильное воздействие на количество дан-
ных клеток оказывал фактор времени – η²=40%, 
F=26, p<<0,0001 (табл. 1).  

Через 3 суток количество TGF-ß1+–клеток в 
контрольной группе почти в 9 раз превышало чис-
ленность таковых в опытной – 17,2±6,6 против 
2±1,5. В контроле число клеток достигало макси-
мума (в среднем 26,4±13,8) на 7 день и соответст-
вовало накоплению фибробластических клеток в 
регенерате. А после имплантации АГБ пиковые 
значения TGF-ß1+–клеток наблюдались лишь через 
14 суток (14,4±4,9), что в 1,8 раз меньше. Это могло 
способствовать задержке пролиферативной стадии 
воспаления и препятствовать накоплению коллаге-
на в реактивной зоне. К данному сроку число кле-
ток в контрольной группе значимо снижалось до 
18,5±7,4 (p<0,02) и к 30 суткам резко падало до 
«следовых» значений (1,6±1,3), а через два месяца 
они не встречались вовсе.  
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Рис. 1. Коллагенобласт II типа с резко расширенными каналами ГЭР через 14 суток после нанесения дефекта в 
скелетной мышечной ткани. Электронограмма. Увеличение × 10 000. 

 

 
 

Рис. 2. Формирование соединительнотканного регенерата с трансформацией в жировую ткань через 21 сутки 
после нанесения дефекта в скелетной мышечной ткани. Окраска гематоксилином и эозином. 
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Рис. 3. Преадипоцитарный фибробласт через 21 сутки после нанесения дефекта в скелетной мышечной ткани. 
Электронограмма. Увеличение × 6 000. 
 

 
 

Рис.4. Юный фибробласт в контакте со зрелым коллагенобластом I типа через 7 суток после имплантации АГБ. 
Электронограмма. Увеличение × 4 000. 
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Рис. 5. Новообразованный соединительнотканно-мышечный регенерат с преобладанием соединительнотканного 
компонента в периферической зоне через 14 суток после имплантации АГБ. Окраска гематоксилином и эозином. 

 

 
 
Рис. 6. Новообразованная мышечная ткань в зоне трансплантации АГБ спустя 30 суток. Окраска по Маллори. 
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Рис. 7. Динамика численности клеток после 
применения АГБ и в контроле, секретирующих.  
Ось ординат – среднее число клеток. ГДИ – 
границы доверительного интервала для сред-
них, ±СО – стандартная ошибка среднего зна-
чения. 

а: TGF- ß1+, б - FGF-ß1+ ,  
в: Vimentin+. Ось абсцисс – дни.  

 
Таблиц а  1  

Изменение количества TGB-ß1+ клеток в опытной и контрольной группах 
TGF-ß1 3 суток 7 суток 14 суток 30 суток 2 мес 3 мес 
АГБ 2±1,5 10,5±6,1 14,4±4,9 11,1±9,2 6,3±3,3 2,3±0,8 
Контроль 17,2±6,6 26,4±13,8 18,5±7,4 1,6±1,3 0 0 
 

Таблиц а  2  
Изменение количества FGF-b1+ клеток в опытной и контрольной группах 
FGF-b1 3 суток 7 суток 14 суток 30 суток 2 мес 3 мес 
АГБ 2,2±1,1 11,6±8,9 1,9±1,3 1,3±0,9 1,2±0,9 0,4±0,5 
Контроль 26,1±5,2 36±11,4 8,3±4,0 1,5±1,5 0 0 
 

Таблиц а  3  
Изменение количества vimentin + клеток в опытной и контрольной группах 
vimentin 3 суток 7 суток 14 суток 30 суток 2 мес 3 мес 
АГБ 1,2±0,6 2,7±1,5 0,6±0,5 1,1±0,7 0,4±0,5 0,3±0,4 
Контроль 22±6,6 24,1±4,5 25,1±9,2 0,9±0,7 0 0 

 
После применения АГБ снижение численно-

сти TGF-ß1+–клеток наблюдалось в период 30–90 
суток и носило пролонгированный (2,3±0,8) харак-
тер (критерий Краскела-Уоллеса в опыте χ²=33, p<< 
0,0001, в контроле χ²=13,6, p<0,004 (рис. 7, А)). По-
добная динамика способствовала увеличению дли-
тельности регенерационного периода, что вероятно 
содействует индукции всех элементов мышечной 
ткани. 

FGF-ß1 известен как мощный стимулятор 
ангиогенеза, пролиферации и роста фибробластов, 
отвечающих за секрецию экстраклеточного мат-
рикса [11]. Численность FGF-ß1+–клеток в период 
0–30 суток зависела как от фактора нали-
чия/отсутствия (контроль) АГБ (η²=26%; F=115,8, 

p<<0,0001), так и от сроков наблюдения (η²=42%, 
F=61,5, p<<0,0001). Достаточно выраженным ока-
залось сочетанное влияние обоих факторов 
(η²=16%, F=23,2, p<<0,0001). Различие значений в 
опыте и в контроле состояло не в динамике изме-
нения количества FGF-ß1+–клеток во времени, а в 
уровне этих изменений (табл. 2). Через 3 суток по-
сле начала эксперимента количество FGF-ß1+–
клеток после имплантации АГБ и в контроле со-
ставляло 2,2±1,1 и 26,1±5,2 соответственно, т.е. 
различалось практически на порядок. На седьмой 
день число клеток параллельно друг другу увели-
чивалось, но различие между обеими группами 
продолжало оставаться троекратным (11,6±8,9 и 
36±11,4 соответственно).  



43  ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ АЛЛОГЕННЫЙ ГУБЧАТЫЙ БИОМАТЕРИАЛ…

                                                           

На 14 день среднее число FGF-b1+–клеток в 
опытной группе снижалось до первоначального 
уровня и выходило на «фазу плато» (1,9±1,3), а в 
контроле оказалось ниже исходного уровня 
(8,3±4,0) в три раза, но по-прежнему оставалось 
многократно выше, чем после применения АГБ. 
Однако через 1 месяц после начала эксперимента 
численность FGF-ß1+–клеток в опыте и контроле не 
снижалась, а выравнивалась, составив соответст-
венно 1,3±0,9 и 1,5±1,5 (U–критерий: Z=0,04, 
p>0,96). Критерий Краскела-Уоллеса был высоко 
значим: опыт – χ²=36,8, p<<0,0001, контроль – 
χ²=33,7, p<<0,0001 (рис. 7, Б). Высокая концентра-
ция FGF-ß1+ клеток в контрольной группе обуслав-
ливает развитие гранулематозной ткани с домини-
рованием в гистионе фибробластоподобных клеток, 
особенно в период 7 суток. 

За усиление междифферонной гетероморфи-
рии тканевых элементов в реактивной зоне мышеч-
ного регенерата и экспрессию профиброгенных 
факторов могут отвечать Vimentin1+ клетки [9]. При 
исследовании численности Vimentin+–клеток фак-
тор «наличия/отсутствия» АГБ оказывал менее вы-
раженное влияние (η²=27%, F=278, p<<0,0001). Бо-
лее существенным было влияние фактора времени 
и сочетанное действие обоих факторов: η²=34%, 
F=69, p<<0,0001 и η²=29%, F=59, p<<0,0001 соот-
ветственно. Количество Vimentin+–клеток в кон-
троле значительно превышало таковое в опытной 
группе в период 0–14 суток и соответствовало раз-
витию провизорной недифференцированной грану-
лематозной ткани с наличием обильной сосудистой 
сети и малодифференцированных мезенхимных и 
зрелых фибробластических клеток (табл. 3). К 30 
суткам число таких клеток в контрольных препара-
тах резко снижалось с практически стабильных 
22±6,6; 24,1±4,5 и 25,1±9,2 на 3-й, 7-й и 14-й день 
наблюдений до «следового» уровня 0,9±0,7 и фак-
тически совпадало с таковым в опытных препара-
тах в тот же срок – 1,1±0,7.  

Резкое снижение массы клеточных элемен-
тов может быть обусловлено накоплением стро-
мальных элементов – коллагена и жирового пере-
рождения. Через 60–90 дней в контрольной группе 
Vimentin+–клетки не обнаруживались (критерий 
Краскела-Уоллеса – χ²=60, p<< 0,0001). После им-
плантации АГБ Vimentin+–клетки выявлялись в 
следовых количествах: через 3 суток – 1±0,5; 7 су-
ток – 3±1,5 (p<0,002); 14–90 суток – 0,5±0,5 ÷ 1±0,5. 
Критерий Краскела-Уоллеса показал высокую зна-
чимость результатов – χ²=22, p< 0,0005 (рис. 7, В).  

Слабое проявление мезенхимной реакции 
может служить признаком зрелости регенерата. Но 
ее длительность значительно превосходила кон-
трольную группу, что могло вызвать развитие рых-
лой соединительной ткани на всем протяжении за-
мещения АГБ. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
1Vimentin – белок промежуточных филаментов мезенхимных 
клеток соединительной ткани, к которым относятся клетки фиб-
робластического дифферона, эндотелиоциты. 

Проведенные исследования показывают, что 
в контрольной группе в пролиферативной фазе 
воспаления наиболее активной является фибробла-
стическая деятельность. Выраженная экспрессия 
FGF-ß1+–клеток и TGF-ß+–клеток в ранней стадии 
заживления сопровождалась усиленной миграцией 
мезенхимных клеток и поддержке их дифферен-
циации в фибробластические клетки – коллагеноб-
ласты II типа. Данные аспекты способствовали ин-
тенсивному синтезу коллагеновых волокон и стре-
мительному фиброзированию мышечного дефекта 
с последующим перерождением в жировую ткань 
за счет трансформации фибробластов в адипоциты. 

Установлено, что in vitro экстракты биомате-
риала “Аллоплант” являются ингибитором клеточ-
ной пролиферации, в частности – фибробластов 
[10]. А in vivo происходит дозированная экстракция 
гиалуроновой кислоты и сульфатированных ГАГ-
ов (дерматан- и кератансульфатов) из АГБ, которые 
играют структурно-информативную роль для фиб-
робластов через посредничество макрофагов и ре-
гулируют паренхиматозно-стромальные взаимоот-
ношения [7]. После применения АГБ в регенерате 
определялось низкое/умеренное содержание FGF-
ß1+–клеток и TGF-ß+–клеток, чему способствовал 
дефицит Vimentin+–клеток. Таким образом, для 
полноценной регенерации скелетной мышечной 
ткани актуально не только стимулирование резерв-
ного пула миопрогениторных клеток, а подавление 
профиброгенных факторов, способствующих избы-
точному коллагеногенезу. Следовательно, продук-
ты резорбции трансплантата создают микроокру-
жение, которое оказывает селективное воздействие 
на миграцию и пролиферацию фибробластических 
клеток и индуцирует резервный пул миопрогени-
торных клеток. 

 
Выводы 
 
1. При заживлении глубоких повреждений 

скелетной мышечной ткани выявляется 
выраженная экспрессия профиброген-
ных цитокинов FGF-ß1+ и TGF-ß+, кото-
рая способствует стремительному синте-
зу коллагеновых волокон и замещению 
дефекта рубцом с последующей транс-
формацией его в жировую ткань. Рост и 
поддержка незрелого регенерата осуще-
ствляется за счет Vimentin+–клеток. 

2. После применения АГБ исходом зажив-
ления является восстановление скелет-
ной мышечной ткани. Продукты резорб-
ции служат супрессором факторов фиб-
роза в скелетной мышечной ткани – 
FGF-ß1+–, TGF-ß+– и Vimentin+–клеток, 
тем самым, индуцируя развитие всех 
элементов мышечной ткани. 
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Резюме 
 
Опухолевые стволовые клетки являются объектами исследований и терапевтических интервенций. Не-

давно популяция клеток, обладающая характеристиками стволовых клеток, была идентифицирована в глиомах. 
Оказалось, что такие клетки экспрессируют поверхностный маркер проминин-1/ CD133, формируют сфероиды 
in vitro и отличаются высокой способностью к делению с превращением их в нейроны, астроциты или олиго-
дендроциты. Активация генетических программ в опухолевых стволовых клетках контролирует не только их 
дифференциацию, но и высокую устойчивость к терапевтическим препаратам. В этой работе мы продемонст-
рировали, что глиомные стволовые клетки могут служить эффективными мишенями для онколитической тера-
пии. Более того оказалось, что онколитическая аденовиротерапия в присутствии ингибиторов GLI-сигнального 
пути увеличивает эффективность применения темозоломида ex vivo.  

 
Ключевые слова: глиома, аденовирус, темозоломид, токсичность. 
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Abstract 
 
Cancer stem cells are represent one of the target for conventional therapy. Recently, stem cell-like subpopula-

tions have been identified in human gliomas. These cells resemble neural stem cells since they express neural stem cell 
markers such as prominin-1/ CD133, are capable of self-renewal, form neurosphere-like spheroids, and differentiate 
into neurons, astrocytes, and oligodendrocytes. Activation of genetic program insides these cells governs cells differen-
tiation and their resistance to the therapeutic modalities. In our study we demonstrate that CD133 positive cancer stem 
cells exhibit prefect opportunity for the oncolytic therapy. Moreover, infection of glioma stem cells in the presence of 
SHH inhibitor has a beneficial effect for temozolomide application ex vivo.  

 
Key words: glioma, adenovirus, temozolomide, toxicity. 
 
Введение 
 
Мультиформная глиобластома – наиболее 

распространенная и агрессивная форма первичной 
опухоли головного мозга [1–3]. Несмотря на агрес-
сивные терапевтические подходы, включая лечение 
темозоломидом, выживаемость пациентов не пре-
вышает 24 мес. Одна из причин низкой продолжи-
тельности жизни этой группы пациентов может 
быть связана с нечувствительностью опухолевых 
клеток к терапии и высоким уровнем их резистент-
ности, что является большой клинической пробле-
мой в нейроонкологии. 

Мультиформная глиобластома является вы-
соко гетерогенной опухолью, состоящей из попу-
ляции клеток, обладающих различным потенциа-
лом к росту и чувствительности к терапии [4; 9; 10]. 
Известно, что проминин (CD133) – маркер мезен-
химальных CD34+ клеток, представлен на поверх-
ности стволовых клеток глиом, резистентных к те-
рапии [11]. Показано, что в данных клетках генети-
ческие изменения затрагивают WNT-, NOTCH- и 
GLI- сигнальные пути, которые необходимы клет-
кам для поддержания жизнедеятельности.  

Давно известно, что вирусы способны селек-
тивно убивать клетки опухоли, однако в последние 
годы появилась возможность получения вариантов 
вирусов, обладающих максимальным терапевтическим 
потенциалом. Онколитические аденовирусы разраба-
тываются для направленного уничтожения злокачест-
венных клеток. Используя различные модели опухоли, 
было показано, что высокая экспрессия вирусных бел-
ков аденовирусной области E1A вызывала гибель, за-
раженных, чувствительных к ним раковых клеток. Не-
давно нашей группой было отмечено, что высокая спе-
цифичность аденовируса может быть увеличена за счет 
использования специфичного промотора и/или путем 
клонирования рецептор-связывающих доменов в 
структурные белки аденовируса [8; 13]. Поскольку 
ингибирование роста глиом связано с аттенуацией рос-
та опухолевых стволовых клеток, мы изучили возмож-
ность направленной доставки вирусных белков в 
CD133+ клетки в присутствии химического ингибитора 
GLI-сигнального пути и темозоломида. Мы предпола-
гаем, что комбинирование онколитической терапии с 
ингибированием GLI-сигнального пути ограничит 
пролиферацию CD133+ клеток и усилит терапевтиче-
ский эффект темозоломида. 
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Материалы и методы 
 
Клеточные культуры 
Линия глиом человека U251MG была полу-

чена в Американской коллекции клеточных линий 
(ATCC, США). Клетки были культивированы в 
среде MEM (HyClone, США), содержащей 10 %-
ную ТЭС, 1 %-ную смесь пенициллина и стрепто-
мицина (Invitrogen, США). Первичные клетки гли-
областом были получены от пациентов с диагнозом 
“глиома IV степени злокачественности в процессе 
оперативного вмешательства”. Все процедуры бы-
ли проведены в отделении нейроонкологии 
Institutional Review Board Российского Онкологиче-
ского Центра. Культура CD133+ и CD133– клеток 
была культивирована в среде Neurobasal A, содер-
жащей 20 нг/мл FGF, 20 нг/мл of EGF, N2 и В27 
супплемент (Invitrogen, США) [7].  

 
Иммунофлуоресцентный анализ и сортинг 
CD133+–клетки, полученные в результате 

сортинга, были проинкубированы с 1 мкг одного из 
следующих первичных антител: CD80 (BD 
Pharmingen, США), CD86 (Chemicon, США), CAR 
(Abcam, США), CD46 (BD Pharmingen, США), άνβ3 
(Chemicon, США), или άνβ5 (Chemicon, США) в те-
чение 30 минут при 4 °C. На следующем этапе дан-
ные клетки промывали 3-кратно по 5 минут в 
0,01М фосфатном буфере (pH 7,6) и инкубировали 
с 1 мкг вторичных антител (BD Pharmingen, США). 
Изотипический контроль был использован для оп-
ределения неспецифического связывания для каж-
дого антитела. Подсчет клеток производили на ана-
лизаторе FACSCanto (Becton&Dickinson, США). В 
каждом образце были проанализированы минимум 
10000 клеток. 

 
Вирусы и химиопрепараты 
Репликативно-деффектные AdWT-Luc, AdRGD-

Luc, AdCAV1 –Luc, AdCAV2-Luc и Ad5/3-Luc векто-
ра, содержащие ген люциферазы под контролем 
CMV–промотора, были описаны ранее [5; 12]. Посто-
янно реплицирующиеся векторы, содержащие промо-
тор гена сюрвивина человека, а также белок фибер 
“дикого” типа или модификации RGD, pk7, 5/3 были 
получены нами, используя AdEasy протокол [6]. Титр 
вирусов был определен по протоколу производителя 
(Adeno Titer X kit, Clontech, США).  

 
Анализ люциферазной активности 
Люциферазная активность была измерена пу-

тем добавления 20 мкл люциферазного субстрата 

(Promega,США) к 50 мкл лизированных клеток и 
затем измерена на люминометре (Turner Biosystems, 
США). Результаты были стандартизированы, ис-
пользуя Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, США). 

 
Инфекция клеток  
аденовирусным вектором 
CD133+ и CD133– клетки в количестве 1×103 

через 24 ч после начала эксперимента были инфи-
цированы в дозе 100 частиц на клетку. Час спустя 
не адсорбированный на клетках вирус был удален, 
клетки промыты фосфатным буфером, и к клеткам 
добавлена среда с ростовыми факторами. Через 1; 
3; 5 или 7 дней после инфекции клетки были про-
анализированы в реакции количественных транс-
крипции и репликации, клеточной токсичности 
(LDH, Promega, США) или титровании вируса. 

Статическую значимость результатов 
оценивали с помощью критерия Стьюдента. Разни-

цу между величинами, соответствующую p<0,05, 
принимали как достоверную. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Для определения чувствительности стволо-

вых клеток глиом к аденовирусной инфекции мы 
изучили экспрессию аденовирусных рецепторов на 
поверхности клеток-мишеней.  

Для этого мы выделили CD133+–клетки из 
общей популяции клеток глиом. В наших экспери-
ментах уровень CD133+–клеток варьировал в пре-
делах 0,2–26,8 % от общего количества клеток, од-
нако при использовании APC-меченных антител 
процент CD133+–клеток в выделенной популяции 
вырос до 60–70 %. Выделенные клетки были про-
анализированы в реакции проточной цитофлуоро-
метрии с использованием антител к аденовирусным 
рецепторам (рис. 1, табл.).  

Было показано, что CD133+–клетки содержа-
ли высокий уровень άνβ3 и άνβ5 интегринов, кото-
рые, как известно, являются маркерами активной 
инвазии и ангиогенеза глиом.  

Оказалось, что интегрин άνβ3 был детектиро-
ван на поверхности 27,3 %; 64,1 % и 58,1 % клеток 
ГБМ1, ГБМ2 и U251, тогда как рецептор άνβ5 был 
обнаружен на поверхности клеток 11 % ГБМ1; 
66,7 % ГБМ1 и 3,12 % U251.  

На следующем этапе исследования мы ин-
фицировали клетки CD133+ и CD133–различными 
аденовирусами (AdWT-Luc, Ad5/3-Luc, AdRGD-
Luc, AdCAV1-Luc AdCAV2-Luc), распознающие 
следующие рецепторы: CD46, CAR, CD80, CD86 и 
интегрины.  

Мы обнаружили, что модификации вируса 
RGD и CAV2 обеспечивают наивысший уровень 
инфекции опухолевых CD133+ клеток глиом (в 1,7–
2 увеличенная инфекционность vs ADWT). Похо-
жие результаты были получены при инфекции 
CD133+ U251–перевиваемых клеток.  

Поскольку CD133+–клетки (ГБМ1 и U251) 
содержат на своей поверхности большое количест-
во рецепторов άνβ3 и άνβ5, можно предположить 
наличие корреляции между активностью AdRGD-
Luc вектора и высоким уровнем рецептора άνβ3. 

Как показывают данные предыдущих иссле-
дований, клонирование промотора увеличивает 
специфичность аденовирусных векторов.  

В этой связи мы изучили экспрессию потен-
циальных промоторов, чья экспрессия увеличена в 
CD133+–клетках.  

По данным экспериментального анализа 
шести клинических образцов сурвивин обеспечива-
ет наивысший уровень транскрипции среди изу-
ченных потенциальных кандидатов (рис. 2).  

Таким образом, можно предположить, что 
клонирование промотора сурвивина в состав ви-
русного генома позволит увеличить инфекцион-
ность и специфичность рекомбинантных аденови-
русных векторов к CD133+–клеткам. С этой целью 
нами была сконструирована панель онколитиче-
ских векторов, чья токсичность изучена далее в 
реакции LDH.  

Как представлено на рис. 3, наибольшая ток-
сичность была обнаружена после инфекции SS-
RGD вектора. От 40 до 70 % CD133+ клеток, выде-
ленных из двух ГБМ1 и ГБМ2 клинических образ-
цов, были лизированы RGD–модифицированным 
вектором. Данная активность была в 1,5–4 раза 
больше по отношению контрольному вектору 
Had5RGD.  
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Таблиц а  
Фенотипические характеристики выделенных CD133+–стволовых клеток глиом 

Case/CD133+ 
GBM, grade 4 H. Glioma cell Рецептор 

GBM1 GBM2 U373MG 
CD80 0 20,5 1,82 
CD86 2,85 55,6 14,9 
CAR 35,3 0 6,9 
CD46 22,5 61,5 18,2 
ανβ3 27,3 64,1 58,1 
ανβ5 11,0 66,7 3,12 

 

 
 

Рис. 1. Экспрессия интегринов на поверхности CD133 позитивных клеток обеспечивает высокий уровень ин-
фекции стволовых клеток глиом: 

а. Определение экспрессии CD133 в клетках первичных глиом с помощью метода проточной цитофлуорометрии;  
б. Эффективность инфекции CD133+ стволовых клеток глиом аденовирусными векторами. Через 48 часов после ин-

фекции CD133+ клетки были проанализированы на люциферазную экспрессию. Результаты представлены как уро-
вень экспрессии люциферазы по отношению к контрольному вектору AdWT-luc (AdWT). 

 

 

Рис. 2. Транскрипционный анализ экс-
прессии генов в CD133 позитивных клет-
ках глиом с помощью количественного 
ПЦР. Активность CXCR4, Survivin, C-
myc, BMI1, Sox2, Olig2, Nanog, Nestin, 
Mushashi, CD133, OCT4, как будущих 
промоторов для аденовирусного генного 
трансфера. В исследовании использовано 
7 клинических образцов. 
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Рис. 3. CD133+–клетки чувствительны к инфекции онколитическим вирусом в CD133+ или CD133–клетках была 
определена с помощью количественного ПЦР и LDH анализа.  

а. Вирусная репликация  
б. клеточная токсичность  

 
 

 
 

Рис. 4. Инфекция клеток глиом в присутствии ингибитора SHH повышает чувствительность CD133+ к темозо-
ломиду. CD133+–клетки были инфицированы вирусом CRAd-S-RGD в присутствии/отсутствии смеси SHH ин-
гибитора/темозоломида и последующая токсичность определена в течение 3 дней. Среднее значение ± стан-
дартное значение (SD). представлены на основании 5 повторов, p<0,05 
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Ранее мы показали, что инфекция аденови-
русом оказывает аддитивный противоопухолевый 
эффект на активность темомозоломида. Поскольку 
существуют данные, показывающие, что ингибиро-
вание GLI–сигнального пути увеличивает антигли-
омную активность темозоломида, мы предполага-
ем, что комбинация онколитического вируса с ин-
гибитором GLI способна еще больше усилить тера-
певтический эффект темозоломида. В наших экспе-
риментах показано, что обработка CD133+–клеток с 
вирусом SS-RGD в присутствии ингибитора GLI 
увеличивала токсичность темозоломида (с 
0,48±0,03 до 0,69±0,07; рис. 4).  

Токсичность вируса SS-RGD, GLI ингибито-
ра и темозоломида по отдельности была значитель-
но меньше.  

 
Заключение 
 
В результате нашего исследования показано, 

что возможную резистентность темозоломида 
можно преодолеть, используя онколитический 
агент в комбинации с GLI–ингибитором. Поскольку 
многие антиглиомные агенты проходят клиниче-
ские испытания, их комбинация имеет большое 
практическое значение. 
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Резюме 
 
МГБ – одна из самых агрессивных, злокачественных, глиальных опухолей человеческого организма. 

Стандартом лечения является хирургическая резекция, облучение и химиотерапия темозоламидом. Прогноз 
крайне неблагоприятный. Медиана выживаемости составляет 12–15 месяцев. Высокую резистентность глиаль-
ных опухолей связывают с опухолевыми стволовыми клетками. Феномен направленной миграции здоровых 
стволовых клеток к опухолевому очагу открывает новые перспективы в лечении МГБ. ГСК наименее вовлече-
ны в нейроканцерогенез и могут быть использованы для совершенствования и оптимизации протоколов лече-
ния МГБ.  

Целью данной работы стало изучение эффективности и перспектив клинического применения препара-
та мобилизованных стволовых клеток после курсового введения темозоламида крысам с экспериментальной 
глиомой линии С6. 

Эксперимент выполнен на 130 крысах линии Вистар с глиомой С6. Животные были разделены на 4 
группы: контрольную; группу получавших темозоламид; группу получавших биомедицинский препарат моби-
лизованных стволовых клеток и группу получавшую биомедицинский препарат мобилизованных стволовых 
клеток после курса химиотерапии темозоламидом. Продолжительность эксперимента – 70 дней. 

Наименьшее значение объёма глиомы выявлено у крыс, получивших темозоламид 115,76±16,25мм3 и у 
животных группы темозоламид + клетки 114,74±5,54 мм3, что было достоверно (p<0,05) меньше размеров не-
опластического узла у животных в контрольной группе – 202,09±39,72 мм3.  

Животные из группы «темозоламид+клетки» жили достоверно дольше крыс контрольной группы или полу-
чавших только химотерапию. Имплантированные клетки мигрируют из области введения в неопластический очаг и 
взаимодействуют с клетками глиомы, но механизмы этого явления нуждаются в дальнейшем изучении. 

 
Ключевые слова: мультиформная глиобластома, темозоламид, стволовые клетки, нейральные стволо-

вые клетки, опухолевые стволовые клетки, гемопоэтические стволовые клетки. 
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School of Biomedicine, Far Eastern Federal University, Vladivostok 

 
Abstract 
 
MGB is one of the most aggressive, malignant glial tumors of the human body. Standard treatment is surgical re-

section, radiation, and chemotherapy temozolomide. Prognosis is extremely poor. Median survival is 12–15 months. 
High resistance of glial tumors is associated with tumor stem cells. The phenomenon of directional migration of healthy 
stem cells to tumor foci opens new perspectives in the treatment of the MGB. HSCs are the least involved in neurotu-
morogenesis and can be used to improve and optimize treatment protocols MGB.  

Objective: To study the prospects for the use of biomedical drug mobilized stem cells in treatment of rats with 
experimental glioblastoma.  

The experiment was performed on 130 Wistar rats with glioma C6. Animals were divided into the control group, 
the group of animals treated with Temozolomide, the group of animals treated only biomedical cell preparation of stem 
cells and the group of rats treated with biomedical cell preparation of stem cells after the chemotherapy course Temo-
zolomide. The duration of experiment – 70 days. Used complex biotechnology, surgical, neuroimaging morphological 
and physiological methods.  

The smallest value of the volume of glioma was found in rats receiving temozolomide 115,76 ± 16,25mm3 and 
party animals temozolamide + cells 114,74 ± 5,54 mm 3, which was significantly (p <0,05) than the size of a neoplastic 
node in the control group 202,09 ± 39,72 mm 3.  

Animals from group "temozolamide + cells" lived significantly longer than control rats receiving only chemo-
therapy or. Implanted cells migrate from the introduction of neoplastic foci and interact with glioma cells, but the 
mechanisms of this phenomenon need to be further explored.  

 
Key words: glioblastoma multiforme, Temozolomide, stem cells, neural stem cells, tumor stem cells, hemato-

poietic stem cells. 
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Введение 
 
Мультформная глиобластома – одна из са-

мых агрессивных первичных злокачественных, 
глиальных опухолей головного мозга человека [17; 
18]. Несмотря на все достижения медицинской нау-
ки, сегодня, при условии выполнения всех совре-
менных терапевтических протоколов, медиана вы-
живаемости больных с МГБ составляет 12–14 ме-
сяцев [25]. Крайне низкую эффективность лечения 
принято объяснять запоздалой диагностикой, боль-
шим числом диагностических ошибок, высокой 
степенью инфильтрации паренхимы мозга опухо-
левыми клетками, специфическими особенностями, 
связанными с локализацией опухоли в замкнутой 
полости черепа в непосредственной близости от 
жизненно важных центров мозга.  

Высокую резистентность МГБ к облучению 
и химиотерапии в последние годы связывают с 
ОСК – особой популяцией клеток новообразования, 
обладающими способностью восстанавливать по-
врежденную ДНК, беспрепятственно мигрировать в 
пределах паренхимы мозга и имеющих ряд других 
стратегических преференций [1; 3; 6; 34]. 

Фармацевтических препаратов, способных на-
правленно уничтожать ОСК, сегодня не существует. 
Изучается возможность поражения только отдельных 
мишеней в ОСК. Например, иматиниб нарушает сиг-
нализацию рецептора к фактору роста тромбоцитов 
PDGFR и блокирует сигнальный путь MAPK [19]. 
Рапамицин инактивирует ген PTEN, а циклопамин 
прерывает сигнальный путь Wnt/Sonichedgehod [20; 
27]. При этом, будучи ограниченно эффективны про-
тив ОСК, эти препараты не способны поражать ин-
терфазные опухолевые клетки, рассеянные по веще-
ству мозга. Попытки использовать для этой цели про-
карбазин (натулан), ломустин (CCNU), нимустин 
(ACNU), фотемустин (мюстофоран), дакарбазин, 
иринотекан, аранозу, лизомустин и даже темозола-
мид, используемые для лечения меланомы, пока еще 
не увенчались успехом [9; 12; 24]. 

Применение моноклональных антител тоже 
нельзя назвать решением проблемы. Эффектив-
ность антител к белкам ОСК CD133 пока не дока-
зана. Иппилимумаб (антитело, связывающее белок 
CTLA4) не проникает в гипоксические зоны опухо-
ли. Бевацизумаб угнетает костномозговое крове-
творение и повышает риск кровотечений, а ингиби-
торы тирозинкиназы эрлотиниб и имматиниб пока 
имеют только хорошие перспективы [30]. Появле-
ние липосомальных и таргетных препаратов суще-
ственно не изменило показателей выживаемости 
больных с МГБ и другими глиальными опухолями 
головного мозга [4; 10; 11; 13].  

Важнейшим этапом в процессе разработки но-
вых биомедицинских решений для терапии МГБ ста-
ло открытие феномена направленной миграции ство-
ловых клеток в опухолевый очаг [6]. Главная роль в 
этом процессе отводится фактору стромальных кле-
ток SDF-1α или CXCL12, хемокину подсемейства 
CXC [28]. Данный лиганд связывается с рецепторами 
CXCR4 и CXCR7 мембраны стволовой клетки и ин-
дуцирует миграцию. SCF, HGF, VEGF, MCP-1, 
HMGB1, uPA и ряд других лигандов выступают мо-
дераторами этого процесса. Применение стволовых 
клеток позволяет преодолеть гематоэнцефалический 
барьер, воздействовать на опухолевые клетки, рассе-
янные в паренхиме мозга, и проникать в гипоксиче-
ские зоны опухоли [6]. Однако воздействие на ОСК 
требует специфического подхода, соответствующего 
особой роли и степени сложности этого объекта. 

Общность иммунофенотипических класте-
ров дифференцировки, единство основных генов и 
эпигенетических механизмов, регулирующих клю-
чевые жизненные процессы, сходство протеомного 
и транскриптомного профилей свидетельствует о 
том, что ОСК инвазивных глиальных опухолей яв-
ляется продуктом патологической эволюции НСК 
головного мозга человека [7]. НСК, будучи инст-
рументом локального тканевого гомеостаза, посто-
янно мигрируют из герминативных зон мозга и 
взаимодействуют с нейронами и глиальными клет-
ками. Межклеточное взаимодействие служит ос-
новным фактором согласованной регуляции мета-
болизма, запускает программы выживания, детер-
минации, дифференцировки, адаптации, пролифе-
рации и апоптоза. Индукционное взаимодействие 
между НСК и патологически измененными клетка-
ми запускает в них естественные механизмы кле-
точной гибели [2; 5; 14].  

Очевидно, что трансплантация стволовых 
клеток, сохранивших свой регуляторный потенци-
ал, может стать важнейшим направлением модер-
низации современных протоколов комплексного 
лечения глиальных опухолей головного мозга [15]. 
Создание систем соматических и стволовых клеток 
с заданными свойствами – одно из приоритетных 
направлений мировой биомедицины. Вместе с тем 
очевидно, что технологии и методы перепрограм-
мирования клеточных систем, основанные на 
трансфере ядра соматической клетки в цитоплазму 
ооцита, слияния двух соматических клеток с плю-
рипотентными свойствами, трансфекции с исполь-
зованием вирусов, как и ряд других генно-
инженерных технологий, еще долго не найдут сво-
его места в практической медицине. Возможные 
генетические последствия и риск вреда для здоро-
вья пациента от применения данных клеточных 
систем «перечеркивает» все их достоинства и не 
позволяет рассматривать их в ближайшей перспек-
тиве как стратегию выбора в лечении МГБ. Не ме-
нее туманными представляются перспективы кли-
нического использования эмбриональных СК в свя-
зи с наличием ряда не решаемых вопросов о спосо-
бах их контроля в организме пациента и серьезных 
морально-этических проблем их получения. 

В 2013 году наша исследовательская группа 
завершила первый блок экспериментов по сравни-
тельному протеомному картированию и биоинфор-
мационному анализу лизатов НСК человека (СD 
133+), выделенных из обонятельной выстилки носа 
человека, мультипотентных мезенхимальных стро-
мальных клеток (CD29+, CD44+, CD73+, CD90+, 
СD34–) костного мозга и CD 133+ ОСК глиобласто-
мы человека линии U87 [7]. Установлено, что наи-
большая степень протеомных отличий свойственна 
стволовым клеткам костного мозга, и это позволяет 
предположить, что они сохранили естественный 
циторегуляторный потенциал.  

Ряд специализированных онкологических 
учреждений в России и за рубежом на протяжении 
ряда лет успешно использует препарат мобилизо-
ванных аутологичных стволовых клеток перифери-
ческой крови, основу которого составляют сепари-
рованные мононуклеарные клетки с высоким со-
держанием гемопоэтических стволовых клеток [8]. 
Глубина протеомных отличий этого типа клеток от 
НСК и ОСК МГБ позволяет предположить, что 
трансплантация клеток этого типа уже сегодня мо-
жет быть инструментом повышения эффективности 
стандартных схем лечения глиальных опухолей 
головного мозга. 
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Целью данной работы стало изучение эф-
фективности и перспектив клинического примене-
ния препарата мобилизованных стволовых клеток 
после курсового введения темозоламида крысам с 
экспериментальной глиомой линии С6. 

 
Материалы и методы 
 
Дизайн исследования 
Эксперимент выполнен на 130 половозрелых 

крысах-самках линии Wistar массой тела 200–220 
грамм в начале эксперимента. Животные были раз-
делены на четыре группы.  

Контрольную группу составили животные с 
глиомой С6 (N =30).  

Вторая группа сформирована из крыс с 
глиомой, которым была проведена терапия темозо-
ламидом по стандартной схеме (группа «темозола-
мид», N = 30).  

Третью группу составили крысы с глиомой 
С6, которым были трансплантирован препарат ге-
мопоэтических стволовых клеток (ГСК) далее, 
группа «клетки», N = 30).  

Четвертая группа состояла из крыс с глио-
мой C6, которым после терапии темозоломидом 
проводилась стереотаксическая имплантация ГСК в 
периопухолевое пространство (группа «темозола-
мид + клетки» N = 30). 

Отдельную группу составляли ложно опери-
рованные животные (N = 10). 

В работе использован комплекс хирургиче-
ских, культуральных, морфологических и нейрови-
зуализационных методов. Крыс наблюдали в тече-
ние 70 дней. Максимум внимания был уделен про-
должительности жизни животных. При ухудшении 
состояния крыс выводили из эксперимента путем 
глубокого наркоза. Эксперимент был повторен три 
раза. Содержание и уход за животными осуществ-
лялся в соответствии с требованиями стандартов 
GLP и Хельсинской декларации о гуманном отно-
шении к животным. Экспериментальная часть ра-
боты, в том числе использование человеческого 
материала для исследовательских целей, одобрена 
этическим комитетом Школы биомедицины Даль-
невосточного федерального университета (прото-
кол № 12 от 14.12.2013). 

 
Культура клеток глиомы линии С6 
В работе использована глиома крыс линии 

С6, предоставленная сотрудниками лаборатории 
фундаментальной и прикладной нейробиологии 
Государственного научного центра имени В.П. 
Сербского (Россия, Москва). Быстро прогресси-
рующая клеточная линия этой опухоли получена на 
крысах Wistar–Furth путем индукции канцерогенеза 
N, N-нитрозометилмочевиной. По морфологии, 
характеру инвазивного роста и спектру белков 
глиома С6 наиболее близко соответствует МГБ че-
ловека [18; 35]. 

Для проведения эксперимента аликвоту, со-
держащую 106 опухолевых клеток, размораживали 
в течение 10 мин при 37 ºС, отмывали от ДМСО 
средой DMEM с 10% FBS и добавлением антибио-
тика-антимикотика «×100», содержащего 10 000 
ед/мл пенициллина, 10 000 мкг/мл стрептомицина, 
и 25 мкг/мл фунгизона (все – производства компа-
нии Gibco®). Клетки осаждали центрифугировани-
ем, добавляли свежую среду, и высаживали в 50 мл 
культуральные матрасы (Costar).  

Культивирование продолжали до образова-
ния монослоя. После этого клетки снимали путем 

ферментативной диссоциацией (0,05% trypsin-
EDTA 1 : 4, 10 мин, +37 ºС), центрифугировали 
(120 g, 6 мин), супернатант сливали, добавляли 
свежую среду, и ресуспендировали. Моделирова-
ние опухоли выполнялись под общим наркозом. 
Наркоз проводили посредством введения 200 мкл 
смеси, содержащей золетил и рамитар в соотноше-
нии 1 : 4 внутрибрюшинно. Клетки глиомы в коли-
честве 106 имплантировали в область каудопутаме-
на с помощью стереотаксического аппарата Nar-
ishige (Japan) по координатам атласа мозга крысы 
Swanson: Ар-1; L 3,0; V 4,5, TBS-2,4 мм с помощью 
гамильтоновского шприца со скоростью 3 мкл/мин 
в объеме 20 мкл [31]. Перед введением часть клеток 
глиомы С6 была обработаны Vybrant® CFDA SE 
Cell Tracer по методике производителя – компании 
Molecular Probes® (№ V12883). 

 
Препарат  
мобилизованных стволовых клеток (ГСК) 
Препарат мобилизованных стволовых клеток 

человека был предоставлен «Клиникой восстанови-
тельной и интервенционной неврологии и терапии 
«Нейровита» (г. Москва).  

Подробное описание клеточного препарата 
представлено ранее [8]. Согласно сопроводитель-
ной документации содержание мононуклеарных 
клеток с маркером клеточной поверхности 
CD34+/CD 45+ в препарате составляло 1,2 %. После 
размораживания клетки культивировали в среде 
DMEM, содержащей 10 % FBS, FGF, EGF и анти-
биотик-антимикотик «×100» (все производства 
компании Gibco®). Перед трансплантацией препа-
рат ГСК был обработан флуоресцирующим краси-
телем CellTracker™ Red CMTPX по методике про-
изводителя – компании Molecular Probes® (№ 
С34552). 

Препарат в количестве 106 клеток вводили в 
периопухолевое пространство мозга животным с 
глиомой С6 на 10 сутки после имплантации клеток 
глиомы. Предварительное исследование показало, 
что в течение 10 дней объем глиомы увеличивался 
в два раза, таким образом, соотношение клетки 
глиомы/клеточный препарат составляло 2 : 1. У 
ложно оперированных животных в область каудо-
путамена вводили 20 мкл среды DMEM (Gibco). 

 
Химиотерапия 
Стандартом химиотерапии инвазивных гли-

ом является темозоламид – цитостатический хими-
опрепарат препарат алкилирующего действия. 
Препарат быстро проникает в системный кровоток 
и превращается в активный метаболит, цитотокси-
ческое действие которого обусловлено алитирова-
нием гуанина в положениях O6 и N7, что нарушает 
структуру и синтез ДНК [22].  

В работе был использован препарат произ-
водства Shering–Plough Labo N.V. (Belgia) под тор-
говым названием Temodal®. На 10 сутки после им-
плантации клеток глиомы животным проводили 
МРТ. При наличии четко визуализируемой опухоли 
животные соответствующих групп получали перо-
рально темиозоламид в дозе 50 мг/кг массы тела с 
10 по 14 день эксперимента. 

 
Нейровизуализационное исследование 
МРТ головного мозга проводили на МР-

томографе Biospec (Bruker) под общим наркозом с 
применением специальной магнитной катушки для 
мелких лабораторных животных. МРТ выполняли 
на 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70 дни эксперимента. 
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Неврологический статус и масса тела 
Исследование неврологического статуса у 

крыс выполнено согласно стандартному алгоритму 
[33]. Измерение массы тела проводили с использо-
ванием лабораторных весов Sartorius CPA12001S. 

 
Морфологическое исследование  
Срезы толщиной 40 мкм окрашивали крезило-

вым фиолетовым, толуидиновым синим и гематокси-
лином-эозином согласно стандартному протоколу. 
Для визуализации очагов некроза использован метод 
И.В. Викторова [36]. В работе использованы: система 
визуализации живых клеток LSM 5 Karl Zeis Pascal, 
конфокальный лазерный сканирующий микроскоп 
Carl Zeiss LSM 710, система мультифотонной лазер-
ной микроскопии производства компании «Olympus». 
Для работы с изображением применялась программы 
3D for LSM Version 1.4.2 и ImageJ (США).  

 
Морфометрия опухоли 
Объем глиомы определяли по формуле:  
 

abcV
3
4

 , где 

 
a, b, c – полуоси эллипсоида. Первоначально находили 
срез с максимальной площадью глиомы, на котором опре-
деляли большую полуось (а) и малую полуось эллипсоида 
(b). Затем путем суммирования толщины фронтальных 
срезов на расстоянии от переднего до заднего полюса опу-
холевого узла находили переднезаднюю полуось (с).  

 
Статистический анализ проведен с исполь-

зованием MS Excel 2010. Обработка изображений вы-
полнена с использованием программы ImageJ (USA).  

 
Результаты 
 
Стереотаксическая имплантация клеток глиомы 

С6 в головной мозг экспериментальных животных при-
вела к формированию объемных опухолей. На МРТ 
сканах выявлялось объемное новообразование непра-
вильной формы с признаками сдавления желудочков 
мозга, очагами кровоизлияний, явления отека и ком-
прессии мозговых структур (рис. 1). Морфологическое 
исследование выявляло опухоль с нечеткими граница-
ми, участками инвазии в мозговую паренхиму и отеком 
прилегающего белого вещества (рис. 2; см. вклейку).  

 

 
 

Рис.1. Магнитно-резонансное изображение мозга 
крысы через семь дней после имплантации клеток 
глиомы С6. Видны признаки сдавления желудочков 
мозга, отека и дислокации срединных мозговых 
структур. Т2 – режим TurboRARE. 

 
 
Рис. 5. Выживаемость экспериментальных живот-
ных в ходе эксперимента. 
 

 
 
Рис. 6. Динамика массы тела животных в эксперименте. 
 

Опухоль состояла из клеток различной фор-
мы и величины, которые содержали разное число 
ядер. Распространение опухоли происходило по 
перивазальным и переневральным пространствам. 
Ацидофильные клетки селективно окрашивались 
ванадиевокислым фуксином в гранатовый цвет и 
обнаруживали обширные зоны центрального нек-
роза, местами трансформирующиеся в кисты (рис. 
3). Флуоресценция, вызванная аргоновым лазером 
(λ 488 nm), обнаружила неоднородное распределе-
ние неопластических элементов в паренхиме опу-
холи и тенденцию к их миграции в прилежащие 
ткани (рис. 4). 

Средняя продолжительность жизни живот-
ных контрольной группы составила 27,23±5,82 дня 
с момента операции (рис. 5). Животные быстро 
теряли массу тела (рис. 6), были вялыми, не прояв-
ляли интереса к событиям, происходящим в клетке, 
отказывались от еды, неохотно пили. Попытка 
взять животное в руки или осторожное прикосно-
вение к вибриссам сопровождались пронзительным 
визгом. Неврологическая симптоматика нарастала 
быстро. Не грубые симптомы в виде птоза, тремора 
и неглубоких парезов конечностей быстро сменя-
лись параличами, сопровождаемыми появлением на 
стороне опухоли экзофтальма с последующим раз-
витием комы и дыхательных нарушений, что оче-
видно было обусловлено дислокационным синдро-
мом. В свою очередь ложно оперированные живот-
ные не обнаружили значимых изменений массы 
тела и функционального статуса и благополучно 
дожили до конца эксперимента. 

Средняя продолжительность жизни живот-
ных группы «темозоламид» составила 46,2±3,6 
дней с момента начала эксперимента (рис. 5). Жи-
вотные этой группы не обнаруживали принципи-
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альных различий в показателях массы тела по срав-
нению с контролем (рис. 6), неохотно принимали 
пищу и были очень вялыми. Общее состояние жи-
вотных было менее тяжёлым, характеризовалось 
большей стабильностью и менее резким развитием 
тяжелых неврологических нарушений. Мозговая 
симптоматика проявлялась в виде двустороннего 
полуптоза, негрубых спастических парезов конеч-
ностей в сочетании с судорожными подергивания-
ми лапок. Заторможенность сменялась эпизодами 
возбуждения в виде манежных движений в преде-
лах клетки, что свидетельствовало о поражении 
одного из полушарий. Картина морфологических 
изменений, выявляемых при исследовании голов-
ного мозга животных, выбывших из эксперимента, 
не отличались от таковой в контрольной группе. 

Средняя продолжительность жизни животных 
с глиомой С6, получивших трансплантацию препа-
рата мобилизованных стволовых клеток, составила 
49,56±1,94 дней с момента начала эксперимента. Эти 
показатели достоверно отличаются от крыс кон-
трольной группы, однако не обнаруживают значи-
тельных различий по сравнению с группой живот-
ных, получивших темозоламид. Неврологическое 
обследование, проводимое в ходе эксперимента, 
выявляло негрубые неврологические симптомы: 
снижение роговичного рефлекса, птоз и экзофтальм 
на стороне опухоли, снижение сгибательных и хва-

тательных рефлексов, увеличение времени реакции 
на световые и звуковые раздражители, замедление 
при тесте встряхивания головы. Эти животные дли-
тельное время оставались более активными по срав-
нению с таковыми группы контроля, не отказыва-
лись от еды и не обнаруживали значительной потери 
массы тела.  

Морфологическое исследование выявляло 
объемное образование с нечеткими границами и 
участками инвазии в вещество мозга. 

Имплантированные клетки визуализирова-
лись как в области введения, так и на некотором 
расстоянии от нее. Клетки имели шаровидную 
форму и не образовывали отростков (рис. 7; 8). 
Очевидно, в процессе роста глиомы они мигриро-
вали вслед за неопластическими клетками в парен-
химу мозга, и возможно, как-то взаимодействовали 
с ними. На 30 день исследования воздействие лазе-
ра (λ 650 nm) не взывало флуоресценции транс-
плантированных клеток, что, возможно, связанно с 
их гибелью, дифференцировкой или вовлечением в 
опухолевый процесс. Продолжительность жизни 
животных, получивших химиотерапию с после-
дующим введением препарата мобилизованных 
стволовых клеток, составила 62,8±4,85 дня, что 
достоверно выше подобного показателя в контроле 
и в группе «темозоламид».  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рис. 9. Объем опухолевого узла, мм3. 

 
Животные не обнаруживали значительной 

потери массы тела, длительно сохраняли актив-
ность и не отказывались от еды. Неврологическое 
исследование выявляло негрубые неврологические 
симптомы с последующим резким развитием комы 
и витальных нарушений. Объём опухоли у экспе-
риментальных животных существенно различался 
(рис. 9). Наименьшее значение объёма глиомы вы-
явлено у крыс, получивших темозоламид, – 
115,76±16,25 мм3 и у животных группы «темозола-
мид + клетки» – 114,74±5,54 мм3. Это значение бы-
ли достоверно (p<0,05) меньше размеров неопла-
стического узла в контрольной группе 202,09±39,72 
мм3

, и существенно меньше, чем в группе крыс, 
получавших только клеточную терапию, 
182,72±15,96 мм3. 

 
Обсуждение 
 
С позиций антагонистического взаимоотно-

шения ОСК и здоровых НСК развитие опухоли в 
головном мозге следует понимать, как результат 
локального преобладания и функционального до-
минирования СК неопластического вида. Культура 
глиомы С6 имеет 87,24 % СD133+ ОСК [35], это её 

стратегическое преимущество перед другими моде-
лями инвазивных глиом. Трансплантация клеток 
глиомы линии С6 приводит одномоментному срыву 
механизмов ауторегуляции тканевого гомеостаза в 
мозге крысы, количественное преимущество позво-
ляет ОСК быстро сформировать сосудистую, лим-
фатическую и нейральную сети, оптимизировать 
метаболизм и беспрепятственно, с максимальной 
скоростью запустить инвазивные процессы, что 
объясняет тяжесть состояния и высокую смерт-
ность животных в контрольной группе.  

Темозоламид достоверно уменьшает объем 
глиомы, что было доказано в нашем эксперименте 
и соответствует данным литературы [32]. Цитото-
регуляторное действие препарата в отношении 
опухолевых клеток редуцирует объем опухолевого 
узла, но резко усиливает гипоксию, что очевидно, 
способствует выброске хемокинов, индуцирующих 
процессы направленной миграции СК в опухоле-
вый очаг. Появление такого фактора как мигриро-
вавшие в очаг нормальные СК, резко смещает рав-
новесие в противоположную сторону, что объясня-
ет увеличение продолжительности жизни экспери-
ментальных животных – главного критерия ком-
пенсации в данной системе.  
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Трансплантированные ГСК способны замед-
лять интенсивность пролиферации опухолевых 
клеток, что делает их восприимчивыми к регуля-
торным сигналам апоптоза и аутофагии. Активиза-
ция рецепторов TNF, NGFR, CARI, TRAIL, EGFR, 
IGF1R, CD 95 и трансмембранных белков DR3, 
DR4, RD5 при взаимодействии с ГСК индуцирует в 
опухолевых клетках апоптоз [14]. При совместном 
культивировании опухолевых клеток с ГСК в среде 
накапливается циклины E, D2, что блокирует про-
лиферацию опухолевых клеток в фазе G0/G1 [6; 32]. 
Смерть клеток глиомы С6 при взаимодействии с 
ГСК может быть вызвана нарушением внутрикле-
точного гомеостаза ионов кальция, а инструктив-
ный специфический сигнал передан через щелевые 
межклеточные контакты посредством BMP4 и ин-
терлейкина-1 [21]. Нейропластическое действие СК 
и продукцию биологически активных веществ СК в 
патологическом очаге также следует отнести к чис-
лу механизмов противоопухолевого действия ГСК 
[23; 29]. Необходимо отметить, что судьба ксе-
нотрансплантата в нашем эксперименте была опре-
делена изначально. Некоторая степень иммуносу-
прессии, вызванная гормонами или цитостатиками, 
может отсрочить моменты гибели трансплантиро-
ванных в мозг крысы человеческих клеток. В кон-
тексте эксперимента это позволяет рассматривать 
ГСК как клеточные системы с индуцированным 
апоптозом. Мы сообщали о возможности развития 
апоптоза в клетках глиальных опухолей при взаи-
модействии с НСК и клетками–предшественницами 
гемопоэза. Эти клеточные системы при совместном 
культивировании с клетками глиомы С6 и глиобла-
стомы U87 индуцируют в них апоптоз и замедляют 
темпы развития неопластического процесса [21]. 
Возможно, именно этот механизм редуцирует объ-
ем опухолевого узла и улучшает общее состояние 

крыс в ходе эксперимента. Нельзя исключить и 
того факта, что гибель клеток опухоли активизиру-
ет механизмы выживания ОСК, выступает как фак-
тор селекции, отбирающий наиболее агрессивные и 
резистентные клеточные элементы [26].  

Результаты эксперимента позволяют сделать 
принципиально важный вывод: крысы c глиомой 
С6, получившие трансплантацию биомедицинского 
препарата мобилизованных стволовых клеток в 
сочетании с химиотерапией, живут достоверно 
(р<0,05) дольше животных, получавших только 
темозоламид. Таким образом, выживаемость как 
главный критерий эффективности терапии в онко-
логии, достоверно увеличивается с использованием 
клеточной трансплантации. Идентификация меха-
низмов этого явления и разработка более тонких 
методов и деликатных технологий управления про-
цессами клеточной индукции входят в число при-
оритетных задач ближайшего будущего. Наши ре-
зультаты позволяют рассматривать биомедицин-
ский препарат мобилизованных стволовых клеток 
как перспективный инструмент регуляции и управ-
ления неопластическими процессами в глиальной 
опухоли, что открывает возможность разработки 
новых стратегий лечения этих нейроонкологиче-
ских болезней. 
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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 
 
 
 

ГСК (HSCs)  – гемопоэтические стволовые клетки  (Hematopoietic stem cells)  
МГБ (MGB)  – мультформная глиобластома (Glioblastoma multiforme) 
МРТ   – магнитно-резонансная томография 
ОСК   – опухолевые стволовые клетки  
СК   – стволовые клетки  
НСК   – нейральные стволовые клетки 
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Резюме 
 
Создан новый катионный фотосенсибилизатор для фотодинамической инактивации бактерий на основе Кре-

мофорной дисперсии метилового эфира 133-N-(N-метилникотинил)пурпуринимида. Показана полная фотодинами-
ческая инактивация бактерий Pseudomonas aeruginosa в составе биопленок при использовании этого фотосенсибили-
затора в концентрации 1 мМ, времени инкубации 1 час и дозе облучения 105 Дж/см2. 

 
Ключевые слова: биопленки, фотосенсибилизаторы, фотодинамическая инактивация, пурпуринимид. 

 
 

S.S. Brusov1, Yu.S. Koloskova1, M.A. Grin1, I.G. Tiganova2, O.E. Pagina1, E.R. Tolordava2, T.V. Stepanova2,  
G.A. Meerovich3, Yu.M. Romanova2, A.F. Mironov1 
NEW CATIONIC PURPURINIMIDE  
FOR PHOTODYNAMIC INACTIVATION OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA BIOFILMS 
1M.V. Lomonosov Moscow State University of Fine Chemical Technology, Moscow 
2N.F. Gamaleya Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Moscow 
3A.M. Prokhorov General Physics Institute of Russian Academy of Sciences, Moscow 

 
Abstract 
 
New cationic photosensitizer for photodynamic antibacterial chemotherapy based on Chremophor dispersion of 

using methyl ester 133-N-(N-methylnicotinyl) purpurinimide was developed. It was shown the complete photodynamic 
inactivation of bacteria Pseudomonas aeruginosa biofilms by using new photosensitizer at the concentration of 1 mM, 
the incubation time of 1 hour and the irradiation dose of 105 J/cm 2. 

 
Key words: biofilms, photosensitizer, photodynamic inactivation, purpurinimide. 

Введение  
 
Хронические инфекции, связанные со спо-

собностью патогенных бактерий к образованию 
биопленок, являются серьезной медицинской про-
блемой. Бактериальные биопленки представляют 
собой организованные сообщества бактерий одного 
или нескольких видов, окруженные экзополимер-
ным матриксом, который защищает бактерии от 
воздействия антибиотиков и факторов иммунной 
защиты хозяина [7]. Особой устойчивостью обла-
дают биопленки грамотрицательных бактерий 
Pseudomonas aeruginosa, широко распространенные 
при различных внутрибольничных инфекциях (мо-
чеполовой системы, слизистой рта, легких), а также 
при нагноении ран особенно у иммунодефицитных 
пациентов [3; 23]. Актуальной проблемой медицин-
ской микробиологии является поиск антибактери-
альных лекарственных средств нового поколения, 
эффективных в отношении бактерий в биопленках. 
Альтернативой использованию антибиотиков мо-
жет стать ФДТ [1; 2; 5; 6; 8; 9].  

В основе процесса фотодинамической инак-
тивации бактерий лежат цитотоксические свойства 
АФК, генерируемых фотосенсибилизаторами в фо-

товозбужденном состоянии [13]. В отличие от ан-
тибиотиков, каждый из которых специфически воз-
действует на определенную мишень в микробной 
клетке, включая клеточную стенку, цитоплазмати-
ческую мембрану, процессы репликации ДНК, 
транскрипции или трансляции белков, АФК вызы-
вают неспецифическое повреждение всех клеточ-
ных компонентов, потенциально подверженных 
окислительным реакциям [12; 22; 26]. У бактерий 
не развивается устойчивости по отношению к фо-
тодинамическому воздействию, бактерицидный 
эффект носит локальный характер и не имеет сис-
темного действия на нормальную флору организма. 
Это происходит потому, что ни фотосенсибилиза-
тор, ни световое облучение в отдельности не обла-
дают бактерицидным действием или другими по-
вреждающими эффектами. 

В литературе описано исследование фотоди-
намической инактивации планктонных бактерий и 
биопленок культуры Pseudomonas aeruginosa 
штамма РАО1 при использовании в качестве ФС 
индоцианинового зеленого (4,5-бензоидотрикарбо-
цианин), поглощающего в ближней инфракрасной 
области спектра [19]. Показано, что фотосенсиби-
лизатор при концентрации 200 мкг/мл существенно 
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не влияет на жизнеспособность сформированных 
биопленок. Другим примером антимикробной ФДТ 
биопленок культуры Pseudomonas aeruginosa 
штамма ATCC 9027 является использование в каче-
стве ФС 0,01%-ного раствора метиленового синего 
в фосфатном буфере (максимум поглощения 670 
нм), что приводит к снижению концентрации 
КОЕ/мл лишь на 2 порядка при дозе света 20,6 
Дж/см2 [25]. Наиболее значительный бактерицид-
ный эффект был достигнут при использовании δ-
аминолевулиновой кислоты. Полная фотодинами-
ческая инактивация биопленок Pseudomonas 
aeruginosa была достигнута при концентрации ФС 
20 мМ, дозе облучения 240 Дж/см2 и двукратной 
обработке [15]. 

Способность фотосенсибилизаторов связы-
ваться с бактериями зависит от строения клеточной 
стенки бактерий, которая препятствует проникно-
вению фотосенсибилизатора внутрь. 

Изучение структурно-функциональных осо-
бенностей ФС показало, что незаряженные (ней-
тральные) молекулы ФС активно связываются с 
грамположительными бактериями и при воздейст-
вии света инактивируют их, однако их связывание с 
грамотрицательными бактериями и фотоинактива-
ция последних недостаточно эффективны, тогда 
как катионные ФС обладают выраженным антибак-
териальным эффектом [4; 17; 18]. 

Настоящая статья посвящена результатам 
предварительных исследований нового катионного 
фотосенсибилизатора на основе метилового эфира 
133-N-(N-метилникотинил)-пурпуринимида для 
фотодинамической инактивации биопленок гра-
мотрицательных бактерий Pseudomonas aeruginosa. 

 
 Материалы и методы 

  
Получение субстанции ФС 
При синтезе субстанции фотосенсибилиза-

тора все реакции проводились в атмосфере аргона в 
дегазированных растворителях, при комнатной 
температуре и с защитой от света. Пурпурин 18 1 
был получен с использованием известной [14; 20] 
методики. Электронные спектры регистрировали с 
помощью спектрофотометра Jasco-UV 7800. Спек-
тры ЯМР были зарегистрированы при 25 °С на 
спектрометре Bruker DPX 300. Масс-спектры полу-
чены на время-пролетном масс-спектрометре 
Bruker Ultraflex TOF/TOF методом MALDI с ис-
пользованием 2,5-дигидроксибензойной кислоты 
(DHB) в качестве матрицы. Колоночную хромато-
графию проводили с использованием силикагеля 
40/60 (Merck). Для препаративной тонкослойной 
хроматографии использовали пластины 20×20 см с 
толщиной слоя силикагеля 1 мм (Merk). Аналити-
ческую ТСХ проводили на Kieselgel 60 F245 (Merсk). 

N-Аминопурпуринимид 2 был получен со-
гласно ранее [16] разработанному способу. 

Предлагаемый ФС получают в несколько 
стадий в соответствии с рис. 1. 

На первой стадии метиловый эфир N-
аминопурпуринимида 2 получают за счет взаимо-
действия гидразингидрата с пурпурином 18 1 и по-
следующего метилирования продукта реакции с 
помощью диазометана.  

Ранее нами было обнаружено, что в ходе 
этой реакции происходит восстановление виниль-
ной группы в положении 3 хлоринового макроцик-
ла до этильной [19], что, по-видимому, связано с 
окислением гидразина в диимин, который и восста-
навливает винильную группу [11]. 

В настоящей работе для сохранения винильной 
группы в предлагаемом ФС реакцию проводили в 
течение 30–40 мин в отсутствие кислорода [16]. Ход 
реакции контролировали спектрально по смещению 
основной полосы поглощения в область 706 нм.  

На второй стадии метиловый эфир N-
аминопурпуринимида 2 обрабатывают хлорангид-
ридом никотиновой кислоты и кватернизуют пири-
диновый атом азота в пурпуринимиде 3 иодмета-
ном, что приводит к целевому соединению 4. 
Метиловый эфир 133-N-никотинилпурпуринимида 3  

1Н ЯМР (600 MГц, CDСl3, , м.д.) : 9.48 (H, с, 
10-H), 9 . 24 (H, с, 5-H), 9,18 (Н, дд, С6-пиридин), 
9.03 (Н, дд, С5-пиридин), 8,91 (Н, с, С2-пиридин), 
8.52 (H, с, 20-H), 8,46 (H, с, 133-NH), 7.90 (H, дд, 
J=18.0 Гц, 11.6 Гц, 31-H), 7.55 (H, м, С4-пиридин), 
6.33 (H, д, J = 18.0 Гц, E-32-H), 6.21 (H, д, J = 11.6 
Гц, Z-32-H), 5.26 (H, д, 17-H), 4.32 (H, м, 18-H), 3.73 
(3H, с, 12-CH3), 3.56 (3H, с, 175-CH3), 3.54 (3H, с, 2-
CH3), 3.48 (2H, к, 81-CH2), 3.35 (3H, с, 7-CH3), 2.78 
(H, м, 171-СH2

а), 2.35 (H, м, 172-СH2
а), 2.35 (H, м, 

172-CH2
b), 2.59 (H, м, 171-СH2

b), 1.71 (3H, д, 18-
CH3), 1.63 (3H, т, 82-CH3), 0.22 (H, NH), -0.31 
(H,NH). UV-VIS (CHCl3), max, нм (относ. инт.): 365, 
415 (Cope), 553 и 706 (1: 0.76: 0.44: 0.85). MS 
(MALDI), m/z: 675.372 [M+](C40H39N7O5).  
Метиловый эфир 133-N-(N-метилникотинил)пурпуринимида 4  

 UV-VIS (CHCl3), max, нм (относ. инт.): 365, 
415 (Cope), 553 и 706 (1: 0.76: 0.44: 0.85). MS 
(MALDI- TOF), m/z: 714,003 [M]+ (C41H42N7O5) , 
577,892 [M- C7H8N2O], (C41H42N7O5). 

 
Получение водной дисперсии  
метилового эфира  
133-N-(N-метилникотинил) пурпуринимида 4  
с использованием Кремофора 
Для изучения фотодинамической инактива-

ции бактерий в составе биопленок с помощью кати-
онного пурпуринимида 4 была приготовлена его 
водная дисперсияс использованием Кремофора ELP, 
который часто используется для солюбилизации 
слабо растворимых в воде ФС порфириновой приро-
ды и обладающет дезагрегирующим действием [24]. 

Растворяли 5 мг метилового эфира 133-N-(N-
метилникотинил)пурпуринимида в 6 мл хлороформа. 
К 5 мл 4%-ного (масс.) раствора Кремофора в дистил-
лированной воде с температурой 41–43 °С при пере-
мешивании и барботировании азота прибавляли вы-
шеприготовленный раствор пурпуринимида в хлоро-
форме порциями по 1 мл, добавляя каждую после-
дующую порцию после полного испарения хлоро-
форма из предыдущей. После добавления всего объе-
ма раствора субстанции в хлороформе и удаления 
остатков хлороформа током азота дисперсию охлаж-
дали, доводили дистиллированной водой до первона-
чального объема и фильтровали через мембранный 
фильтр «Millipore» с размером пор 0,22 мкм. 

 
Фотодинамическая  
инактивация биопленок  
Pseudomonas aeruginosa  
с помощью катионного пурпуринимида 4  
В работе использовали клинический изолят 

Pseudomonas aeruginosa от больного мочекаменной бо-
лезнью. Бактерии культивировали в бульоне LB. Био-
пленки Pseudomonas aeruginosa выращивали в течение 
18 ч при 37 °С на колышках, погруженных в лунки 96-
луночного планшета с бульонной культурой Pseudomo-
nas aeruginosa, используя приспособление «Calgary De-
vice» (фирма «Innovotech»: крышка для планшета с ко-
лышками, которые опускаются в каждую лунку).  
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Рис. 1. Реагенты и условия: i, Py, N2H4, 0,5h, then 
H2O/HCl 0,5h; CH2N2 0,5h; ii, C5H4NCOCl, Py, 1h; iii, 
CH3I, Δ, 2h. 

Рис. 2. Эффективность фотодинамической инактивации 
бактерий Pseudomonas aeruginosa 32 в составе 
биопленки в зависимости от дозы облучения ФС: 

1 – культура + физиологический раствор; 
2 – культура + кремофор ELP; 
3 – культура + катионный пурпуринимид 1мМ. 
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Рис. 3. Фотодинамическая инактивация катионным 
пурпуринимидом бактерий Ps. aeruginosa 32 в 
составе биопленок в зависимости от концентрации 
ФС. Доза облучения 44 Дж/см2.  

1 – необлученный контроль;  
2 – культура облучена дозой 44 Дж/см2. 

 
Выросшие биопленки отмывали от планк-

тонных клеток, дважды опуская колышки в план-
шеты с дистиллированной водой, и погружали в 
1мМ раствор предлагаемого фотосенсибилизатора 
(кремофорная дисперсия метилового эфира 133-N-
(N-метилникотинил) пурпуринимида).  

После инкубации с фотосенсибилизатором в 
течение 60 минут крышку с колышками переноси-
ли в планшет с физиологическим раствором и об-
лучали лампой ЛФД-03-Биоспек с плотностью 
мощности излучения в спектральном диапазоне 
поглощения фотосенсибилизатора (680–730 нм) 
примерно 30 мВт/см2. Изменение дозы облучения 
осуществлялось за счет времени облучения.  

После облучения биопленки из каждой лун-
ки разрушали методом соникации, режим которой 
был подобран таким образом, чтобы число вышед-
ших из биопленки живых бактерий, было макси-
мальным, и после серии десятикратных разведений 

в физиологическом растворе из каждой лунки вы-
севали по 20 мкл на 6 секторов чашки Петри с пи-
тательным агаром для подсчета жизнеспособных 
бактерий. Число выросших колоний подсчитывали 
после 24 ч инкубации в термостате при 37 °С.  

Число выросших колоний в данном разведе-
нии умножали на 50×10n, где n – номер разведения. 
Таким образом определяли количество живых бак-
терий в миллилитре (КОЕ/мл).  

 
Визуализация бактерий  
Ps. aeruginosa 32  
в составе биопленок до и после  
фотодинамического воздействия  
катионного пурпуринимида 

Окраска красителем «Live/Dead Biofilm Vi-
ability Kit» позволяет дифференцировать жиз-
неспособные и нежизнеспособные бактерии в 
биопленках. В комплект для окрашивания входят 
два флуоресцентных красителя SYTO®9 (компо-
нент А) и пропидиум иодид (компонент В). Метод 
окрашивания основан на различной способности 
двух красителей проникать внутрь бактериальной 
клетки. SYTO®9 (3,34 мМ в DMSO) – зеленый 
флуоресцентный краситель, связывается с ДНК и 
окрашивает как живые, так и мертвые бактерии с 
неповрежденными и поврежденными клеточными 
мембранами, а пропидиум иодид (20 мМ в DMSO) 
– красный флуоресцентный краситель, красит 
мертвые бактерии с поврежденными клеточными 
мембранами.  

Длины волны возбуждения для SYTO®9 и 
пропидиум иодида составляют 480 и 490 нм, а 
спектральные максимумы полос флуоресценции – 
соответственно 500 и 635 нм. Максимум флуорес-
ценции катионного пурпуринимида лежит в облас-
ти 720 нм. При микроскопии использовали зеленый 
фильтр, который пропускает длины волн от 515 до 
555 нм, и красный фильтр, который пропускает 
длины волн от 590 до 650 нм.  

Такой выбор полос пропускания фильтров 
обеспечил возможность получения достоверной 
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информации в присутствии заметной флуоресцен-
ции катионного пурпуринимида. Каждое поле зре-
ния фотографировали через красный и зеленый 
фильтры, изображения совмещали с помощью про-
граммы, приложенной к микроскопу. 

Культуру Ps. aeruginosa 32 выращивали в LB-
бульоне в термостате с аэрацией при 37 °С 18 ч до 
стационарной фазы. Ночную культуру разводили в 
100 раз LB-бульоном в объеме 10 мл и стерильно вно-
сили по 1 мл в чашки Петри (ø=35 мм) cо стерильным 
покровным стеклом (18мм×18мм) на дне.  

После инкубации из чашек Петри осторожно 
удаляли отсасыванием культуральную жидкость 
вместе с планктонными бактериями, вносили в 
чашки Петри по 300 мкл раствора фотосенсибили-
затора, а для темновых контролей – 300 мкл физио-
логического раствора и 300 мкл раствора фотосен-
сибилизатора.  

Инкубировали при комнатной температуре в 
течение 60 мин в темноте, затем отбирали раство-
ры, чашки промывали физиологическим раствором 
три раза и вносили физиологический раствор в объ-
еме 1 мл в чашки Петри.  

Одну чашку, обработанную фотосенсибили-
затором, облучали красным светом ксеноновой 
лампы со средней плотностью мощности 30±1 
мВт/см2 и плотностью световой дозы (за 20 мин 
облучения) D=36 Дж/см2. 

Флуоресцентные красители разводили в воде 
для инъекций из расчета 3 мкл SYTO®9 и 3 мкл 
пропидиум иодида на 1 мл воды. Из чашек Петри 
удаляли физиологический раствор и инкубировали 
биопленки на покровных стеклах в чашках с рас-
твором «Live/Dead Biofilm Viability Kit» в течение 
25 мин в темноте, после чего сразу же промывали 
три раза водой для инъекций и анализировали в 
микроскопе (флуоресцентный микроскоп Nikon 
H600L модель «Nikon Eclipce Ni» (Япония)) с 
флуоресцентным объективом 40×. Инструменталь-
ное увеличение составило 600×. 

 
Результаты 
 
Изучение зависимости эффективности фото-

динамической инактивации от дозы облучения 
проводили при концентрации пурпуринимида 4 в 
кремофорной дисперсии 1 мМ и времени инкуба-
ции 1 час (рис. 2).  

Полная инактивация наблюдалась при плот-
ности облучения ø=105 Дж/см2 (кривая 3). При 
длительном (60 мин) облучении в отсутствии фото-
динамического агента гибель бактерий в биоплен-
ках не наблюдалась (кривая 1). Кремофор ELP так-
же не вызывал гибели бактерий (кривая 2). Однако 
было обнаружено, что в биопленках, инкубирован-
ных с раствором фотосенсибилизатора в концен-
трации 1 мМ в течение 1 часа, наблюдалась час-
тичная инактивация бактерий (на два порядка по 
сравнению с контролем без фотосенсибилизатора). 
Это, предположительно, может быть связано с со-
нодинамическим возбуждением фотосенсибилиза-
тора при соникации, которая проводилась для раз-
рушения биопленок при подсчете жизнеспособных 
колоний (аналогично тому, что наблюдалось для 
опухолевых клеток, см., например, [19]). 

Изучалась также зависимость фотодинами-
ческой инактивации бактерий в биопленках от кон-
центрации катионного пурпуринимида (рис. 3). 

Из рис. 2 следует, что инкубация бактерий 
Ps. aeruginosa 32 в составе биопленок в течение 1 
часа с предлагаемым фотосенсибилизатором в кон-
центрации 1 мМ и последующим облучением с по-
верхностной дозой ø=44 Дж/см2 на 4 порядка сни-
жает жизнеспособность бактериальных клеток в 
составе биопленок по сравнению с контролем.  

Визуализацию бактерий Pseudomonas 
aeruginosa 32 в составе биопленок до и после фото-
динамического воздействия пурпуринимида 4 про-
водили методом флуоресцентной микроскопии с 
использованием маркера «Live/Dead Biofilm Viabil-
ity Kit», позволяющего дифференцировать жизне-
способные и нежизнеспособные бактерии в био-
пленках (рис. 4; см. вклейку). 

На рис. 4 (А) в интактном контроле домини-
рует зеленое окрашивание.  

Это свидетельствует о том, что большинство 
клеток в биопленке живые. Рис. 4 (В) иллюстрирует 
наличие единичных клеток красного окрашивания 
после инкубации с фотосенсибилизатором, что 
свидетельствует о незначительной темновой гибели 
клеток в составе сенсибилизированных биопленок.  

На рис. 4 (С) наблюдается преобладание 
красного окрашивания, которое указывает на 
большое количество мертвых бактерий с повреж-
денными клеточными мембранами, что свидетель-
ствует о фотодинамической инактивации бактерий 
Ps. aeruginosa 32 в составе биопленок. 

Таким образом, данные микроскопического 
исследования, позволяющие наблюдать в препарате 
живые и мертвые клетки, подтверждают результа-
ты, полученные при выявлении жизнеспособных 
клеток методом титрования опытных и контроль-
ных культур, демонстрируя эффективное взаимо-
действие предлагаемого фотосенсибилизатора с 
биопленкой, вызывающее гибель содержащихся в 
ней бактерий.  

 
Заключение 
 
Проведенные исследования показали, что 

предлагаемый катионный фотосенсибилизатор на 
основе метилового эфира 133-N-(N-метилникотинил)-
пурпуринимида обладает высокой антибактериаль-
ной эффективностью против грамотрицательных 
бактерий Ps. aeruginosa в составе биопленок. До-
полнительным преимуществом предлагаемого фо-
тосенсибилизатора является тот факт, что его спек-
тральная полоса поглощения имеет максимум в 
диапазоне 706 нм, в котором собственное поглоще-
ние биологических тканей невелико.  

Это позволит эффективно осуществлять ле-
чение очагов инфекции с глубокой инфильтрацией 
в ткани. 

 
Работа выполнена при финансовой под-

держке Российского фонда фундаментальных ис-
следований (гранты № 13-03-00577 и 14-03-31935) 
и Гранта Президента РФ по поддержке ведущих 
научных школ НШ-2038.14.7.  
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Резюме 
 
В работе проведено изучение физико-химических свойств и фотоиндуцированной эффективности отри-

цательно и положительно заряженных фталоцианинов в системе in vitro. Показано, что все исследованные фта-
лоцианины характеризовались устойчивостью в биосовместимых средах, как без облучения, так и при воздей-
ствии светом. Наибольшую фотоиндуцированную активность относительно опухолевых клеток среди отрица-
тельно заряженных фталоцианинов проявили цинковое, магниевое и безметальное производные со средней 
степенью сульфирования 2,5 в отношении клеток культуры НЕр2 (ИК50 в среднем составляла 0,2±0,08 мкМ). На 
основе сульфированного безметального производного фталоцианина разработан препарат «Фталосенс-лио». 
Среди положительно заряженных фталоцианинов наибольшей эффективностью обладал цинковый комплекс с 
холиновым заместителем (ИК50 варьировалась в зависимости от культур опухолевых клеток НТ29, Т24, А549 и 
НЕр2 от 2,00±0,13мкМ до 0,30±0,08 мкМ). На основе данного фотосенсибилизатора разработан препарат «Хо-
лосенс-лио». 

 
Ключевые слова: фотодинамическое воздействие in vitro, фталоцианины, опухолевые клетки. 
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COMPARATIVE IN VITRO STUDY OF DIFFERENT CLASSES  
OF PHOTOSENSITIZERS. PHTHALOCYANINES  
1P.A. Hertsen Moscow Research Institute of Oncology, Moscow 

2Organic Intermediates and Dyes Institute, Moscow 
 
Abstract  
 
Photochemical properties and photoinduced in vitro efficacy of the range of negatively and positively charged 

phthalocyanines are represented in the study. It was shown that the studied derivatives of phthalocyanines are stable in 
biocompatible media without irradiation and when exposed to a light excitation. Among the negatively charged com-
pounds the most pronounced photoinduced cytotoxic activity on human carcinoma cells was revealed for zinc, magne-
sium containing phthalocyanines and for metal-free derivatives with an average degree of sulfonation of 2.5 (average 
IC50 value for HEp2 human carcinoma cells was 0,2±0,08 microM). Zinc containing choline-substituted derivative was 
the most phototoxic among the positively charged phthalocyanines. The IC50 value varied from 2,00 ± 0,13 microM to 
0,30 ± 0,08 microM on various human tumor cell lines (HT29, T24, A549 and Hep2 cells). Preparation "Phthalosens 
Lio" based on the sulfonated metal-free phthalocyanine derivative and preparation "Holosens Lio" based on the zinc 
containing choline-substituted derivative were developed. 

 
Key words: photodynamic effects in vitro, phthalocyanines, the tumor cells. 
 
Введение 
 
ФДТ – перспективное направление лечения 

злокачественных новообразований, основанное на 
разрушении структурных элементов опухоли ак-
тивными формами кислорода и свободными ради-
калами, которые образуются при взаимодействии 
накопившегося в опухолевом узле фотосенсибили-
затора со светом определенной длины волны [10; 
16; 19; 20; 40].  

В онкологии ФДТ применяется для лечения 
опухолевого поражения кожи, полости рта, пище-
вода, желудка, шейки матки и других локализаций 
[1; 18; 28; 31; 39]. Как за рубежом, так и в России 
создан целый ряд препаратов-ФС для применения в 
клинической практике, характеризующихся высо-
кой противоопухолевой эффективностью («Фото-

фрин» (США), «Фотогем» (Россия), «Фотосенс» 
(Россия), «Радахлорин» (Россия), «Фотолон» (Бела-
русь), «Фотодитазин» (Россия), «Фоскан» (Велико-
британия)). Кроме того, в последние годы ведутся 
обширные исследования по разработке нанострук-
турированных лекарственных форм фотосенсиби-
лизаторов, например, Фотодитазина, Фотосенса, 
Тиосенса Борхлорина и др., применение которых 
позволяет повысить биодоступность сенсибилизи-
рующих агентов и эффективность лечения за счет 
изменения фармакокинетики препарата [3–9; 11; 
13; 14; 17; 22; 24; 25]. Однако большинство из ука-
занных препаратов имеют спектр фотодинамиче-
ского воздействия с максимумами в области 620–
680 нм, что недостаточно для полной деструкции 
опухолевого очага. Создание и внедрение новых 
ФС, поглощающих в красной и ближней ИК облас-
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тях спектра, является на сегодняшний день приори-
тетной задачей [15; 26]. Одним из направлений при 
разработке ФС является химическая модификация 
природных хлоринов и бактериохлоринов [2], но 
наряду с природными объектами исследуется 
большое число полностью синтетических порфи-
ринов и их структурных аналогов [21; 30; 35].  

Производные Pc являются перспективными 
соединениями для применения их при ФДТ. Дан-
ный класс ФС имеет ряд значительных преиму-
ществ: наличие интенсивного поглощения (коэф-
фициент экстинкции – 1,0–1,5×105 М-1см-1) в крас-
ной области спектра (670–700 нм), возможность 
введения заместителей в бензольные кольца макро-
цикла, а также его модификация позволяют широко 
варьировать физико-химические свойства Pc. Их 
светоустойчивость, а также достаточно высокий 
квантовый выход генерации синглетного кислорода 
(0,3–0,5) дают возможность применять их при об-
лучении малыми дозами света [27; 34]. 

К настоящему времени синтезировано и ис-
следовано большое количество производных Pc с 
различными заместителями (алкокси-, арилокси-, 
сульфо-, карбоксигруппами и др.), с различными 
центральными атомами металла (Al, Zn, Si и др.) 
или безметальные соединения, которые характери-
зуются высокой фотоиндуцированной активностью 
относительно опухолевых клеток [12; 29; 33; 38 ].  

Положительно заряженные производные Pc 
оказались эффективными агентами для фотодинами-
ческой инактивации бактерий, отрицательно заря-
женная оболочка которых препятствует проникнове-
нию анионных ФС. АФДТ открывает широкие пер-
спективы в лечении инфекционно-воспалительных за-
болеваний, особенно при развитии высокой резистент-
ности микроорганизмов к антибиотикам [23; 32; 36]. 

В своих исследованиях мы провели сравни-
тельное изучение ФС различных классов (Pc, синте-
тические бактериохлорины, производные природно-
го хлорофилла а и бактериохлорофилла а), оценили 
их физико-химические, фотофизические и биологи-
ческие свойства в зависимости от структуры.  

В данной статье представлены результаты 
исследования анионных и катионных производных 
Pc в системе in vitro с различными координацион-
ными атомами металла и заместителями в бензоль-
ных кольцах макроцикла. Изучены их физико-
химические свойства, оценена фотоиндуцирован-
ная цитотоксичность относительно опухолевых 
клеток человека различного эпителиального проис-
хождения in vitro.  

 
Материалы и методы 
 
Производные Pс  
Синтезированы в ФГУП ГНЦ «НИОПИК» 

(проф. Е.А. Лукъянец). Для растворения ФС ис-
пользовали 0,9 %-ный раствор NaCl. Диапазон кон-
центраций ФС варьировали для физико-
химических исследований от 0,5 до 40 мкМ, для 
биологических исследований – от 20 до 300 мкМ.  

Для изучения биологической (противоопу-
холевой) активности ФС были отобраны соедине-
ния, хорошо растворимые в биосовместимых сре-
дах и характеризующиеся устойчивостью в бескле-
точной среде в течение 24 ч. 

 
Исследования in vitro  
В работе использованы клеточные линии че-

ловека (ФГБУ НИИ вирусологии им. Д.И. Иванов-
ского МЗ РФ): А549 (карцинома легкого), НЕр2 

(эпидермоидная карцинома гортаноглотки), НТ29 
(карцинома толстой кишки), Raji (лимфома Беркит-
та), Т24 (карцинома мочевого пузыря). В работе ис-
пользовали клеточные линии от 3 до 18 пассажей.  

Клетки рассевали в 96-луночные культу-
ральные планшеты, инкубировали в течение 28 ч 
при +37 °С в увлажненной атмосфере, содержащей 
5 % СО2 (стандартные условия).  

Посевная концентрация клеток устанавлива-
лась для каждой культуры с таким расчетом, чтобы 
воздействие проходило в экспоненциальной 
(логарифмической) фазе роста клеток. Далее в 
планшеты вносили ФС в различных концентрациях 
(при двух- или трехкратных последовательных раз-
ведениях в дуплетах) и проводили облучение гало-
геновой лампой с набором фильтров, режим облу-
чения – непрерывный. Затем клетки инкубировали 
в стандартных условиях 24–28 ч.  

Оценку выживаемости клеток проводили с 
использованием МТТ-теста [37]. Уровень ингиби-
рования роста клеток вычисляют по формуле: 

 

%100][(%) 0 



k

k

OD

ODOD
ИР , где 

 
ИР – уровень ингибирования роста клеток в культуре;  
ODо и ODк – оптическая плотность раствора формазана в 
опытных и контрольных лунках соответственно. 

 
Для расчета величины ИК50 строили кривую 

роста зависимости ингибирования пролиферации 
клеточной культуры от концентрации ФС, по кото-
рой находили его концентрацию, соответствующей 
50 % гибели клеток.  

 
Результаты и обсуждения 
 
В настоящей работе проведено сравнитель-

ное изучение в оптимальных условиях Pc с различ-
ными анионными и катионными боковыми замес-
тителями и центральными атомами металла.  

Это соединения порфиринового ряда, у ко-
торых четыре мезо-углеродных мостика в макро-
цикле замещены на атомы азота. Для этих соедине-
ний характерно наличие интенсивного поглощения 
в красной и ближней ИК–областях.  

Незамещенные Pc – гидрофобные соедине-
ния, однако их структурная модификация введени-
ем гидрофильных заместителей, позволяет достичь 
необходимой растворимости в воде, улучшить их 
фотофизические свойства, а также, в ряде случаев, 
улучшить доставку в клетку.  

 
Отрицательно заряженные Рс 
 
В работе изучены отрицательно заряженные 

карбокси- и сульфопроизводные Pc разной степени 
замещения и с различными центральными атомами 
металла (Al, Zn, Mg) (табл. 1). 

Стабильность красителей в динамике 
При изучении спектров поглощения произ-

водных Pc было отмечено, что металлсодержащие 
производные находятся в водно-солевых растворах 
в частично агрегированной, а безметальные - в 
полностью агрегированной форме.  

Однако присутствие гидрофобного компо-
нента (Кремофора) в среде способствовало их мо-
номеризации, сопровождающееся батохромным 
сдвигом максимума поглощения и увеличением 
оптической плотности.  
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Таблиц а  1  
Отрицательно заряженные Рс 

№ R М Формула λ , нм max
(1%водный р-р Кремофора) 

1 -CОOH Zn ZnPc(COOH)8 690 
2 -COOH Al AlPc(COOH)8 690 
3 -SO~1,5 HН H2Pc(SO3)1,5 690 
4 -SO~2,5 HН H2Pc(SO3)2,5 690 
5 -SO~2,5 Mg MgPc(SO3)2,5 680 
6 -SO~2,5 Zn ZnPc(SO3)2,5 673 
7 -SO~3 HН H2Pc(SO3)3 690 
8 -SO~3 Mg MgPc(SO3)3 680 
9 -SO~3 Zn ZnPc(SO3)3 673 

10 -SO~3,8 HН H2Pc(SO3)3,8 690 
11 -SO~3,8 Mg MgPc(SO3)3,8 680 

 12 -SO~3,8 Zn Zn Pc(SO3)3,8 673 
 

Таблиц а  2  
Стабильность производных Pc в различных растворителях (абсорбционный анализ). Концентрация растворов 10 мкМ 

Время инкубации, часы 
Ex tempore 2 24 

λmax,нм OD, усл.ед. λmax,нм OD, усл.ед. λmax,нм OD, усл.ед. № ФС 

среда Игла с 7%ЭТС 
1 ZnPc(COOH)8 690 0,91±0,04 692 0,9±0,03 692 0,79±0,04 
2 AlPc(COOH)8 690 0,62±0,03 690 0,55±0,03 690 0,32±0,02 
4 H2Pc(SO3)~2,5 620 0,42±0,02 620 0,4±0,02 620 0,43±0,03 
5 MgPc(SO3)~2,5 663 0,47±0,03 673 0,47±0,02 675 0,48±0,02 
6 ZnPc(SO3 ~2,5 663 0,47±0,02 673 0,46±0,01 675 0,48±0,01 
  1% водный раствор Кремофора 

1 ZnPc(COOH)8 690 0,95±0,04 690 0,95±0,02 690 0,8±0,01 
2 AlPc(COOH)8 690 0,68±0,02 690 0,69±0,02 690 0,52±0,02 

4 H2Pc(SO3)~2,5 
662 
693 

0,91±0,02 
0,97±0,01 

662 
693 

0,9±0,02 
0,97±0,03 

662 
693 

0,89±0,02 
0,98±0,02 

5 MgPc(SO3)~2,5 680 0,71±0,02 680 0,72±0,03 680 0,73±0,03 
6 ZnPc(SO3)~2,5 673 0,86±0,03 673 0,86±0,01 673 0,88±0,04 

 
Таблиц а  3  

Положительно заряженные Рс 

№ R М Формула λмax, нм 
среда Игла 

13 -CH2N
+Me2CH2CH2OH Cl- Zn ZnPcChol8 685 

14 -CH2N
+Me2CH2CH2OH Cl- AlOH AlPcChol8 685 

15 -CH2N
+Me2CH2CH2OH Cl- HН H2PcChol8 685 

16 NCH2 Cl
 

Zn ZnPcPym8 685 

17 NCH2 Cl
 

AlOH AlPcPym8 685 

 
Таблиц а  4   

Стабильность положительно заряженных Рс в культуральной среде с содержанием 7% ЭТС  
Время инкубации, часы 

Ex tempore 2 24 № Формула λmax погл., нм 
OD, усл. ед. 

13 ZnPcChol8* 685 0,89±0,02 0,82±0,01 0,78±0,02 
14 AlPcChol8* 685 0,87±0,01 0,8±0,02 0,72±0,01 
15 H2PcChol8* 685 0,25±0,03 0,15±0,02 0,09±0,01 
16 ZnPcPym8* 685 0,88±0,02 0,86±0,03 0,77±0,03 
17 AlPcPym8* 685 0,51±0,02 0,5±0,02 0,32±0,02 

 
№ Формула λmax флуор., нм IF×103, усл.ед. 
13 ZnPcChol8* 695 254±6,8 234±6 104±1,1 
14 AlPcChol8* 695 293±8,1 100±2,5 72±8 
15 H2PcChol8* 695 10±3 8±3 6±0,8 
16 ZnPcPym8* 695 198±5,1 182±3,7 94±3,1 
17 AlPcPym8* 695 200±3,9 125±4,2 50±1,7 
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Таблиц а  5  
Величина ИК50 положительно заряженных Рс в зависимости от времени инкубации до облучения. Культура 
клеток НЕр2 

Время инкубации до воздействия, часы № Формула 0,5 1 2 4 6 
13 ZnPcChol8 1,2±0,2 0,72±0,11 0,29±0,11 0,31±0,12 0,33±0,10 
14 AlPcChol8 25±0,2 20,0±2,0 15,0±0,15 16,0±0,4 15,0±0,3 
16 ZnPcPym8 1,6±0,3 0,81±0,20 0,33±0,13 0,32±0,11 0,33±0,12 
17 AlPcPym8 35±1,5 33,0±0,9 27,0±0,2 26,0±1,2 26,0±1,5 

 
Производные октакарбокси-Pc алюминия и 

цинка 1, 2 характеризовались меньшей стабильно-
стью в динамике (снижение оптической плотности 
в течение суток в 1,2–2 раза), что вероятно связано 
с их агрегацией в растворах.  

Анализ спектров сульфопроизводных безме-
тального Pc в зависимости от степени замещения 
(n=1.5; 3.0 и 3.8) в среде Игла, содержащей 7 % 
ЭТС, и в 1 %-ном водном растворе Кремофора, по-
казал, что все они характеризуются стабильностью 
в выбранном временнόм диапазоне (табл. 2).  

Оценка фотовыцветания отрицательно заря-
женных производных Рс в среде Игла, содержащей 
7% ЭТС, в зависимости от световой дозы показала, 
что сульфированные производные (3–12) более 
светоустойчивы, чем октакарбокси-Pc (1; 2).  

 
Фотоиндуцированная активность  
отрицательно заряженных Рс 
В биологических тестах in vitro установлено, 

что ФС в диапазоне концентраций от 0,05 до 2 мкМ 
не обладают темновой цитотоксичностью относи-
тельно опухолевых клеток. Фотоактивность окта-
карбокси-Pc алюминия и цинка Pc (1, 2) относи-
тельно клеток НЕр2 оказалась существенно ниже, 
чем сульфопроизводных 3–12 (ИК50 2 – 200±1,5 
мкМ, 1 – 160±2,1 мкМ). Наибольшую активность 
проявили комплексы цинка, магния и свободное 
основание с двумя и тремя сульфогруппами (ИК50 в 
среднем составляла 0,2±0,1 мкМ). Фотоиндуциро-
ванная активность соединений возрастала в ряду: 
«Фотосенс» < Zn, Mg, H2Pс(SО3)3,8 < Zn, Mg, 
H2Pс(SО3)3 ≤ H2Pс(SО3)1,5 < Zn, Mg, H2Pc(SО3)~2,5 
(ИК50 составляла 2,5±0,7, 1,8±0,3, 0,6±0,2 и 
0,55±0,08, 0,19±0,04 мкМ соответственно; рис. 1). 

Отмечено, что при варьировании времени 
инкубации до воздействия от 30 минут до 6 часов 
все ФС проявляли максимальную фотоиндуциро-
ванную активность при 2-часовой инкубации. При 
увеличении времени инкубации до 6 часов величи-
на ИК5 изменялась незначительно.  0 

Таким образом, красители быстро проникали 
в клетки и накапливались в них. На примере безме-
тального и магниевого производных (4, 5) Рс на 
рис. 2 представлены зависимости ингибирования 
пролиферации опухолевых клеток от времени ин-
кубации при ФДВ. 

Для оценки роли центрального атома метал-
ла производных Рс при ФДВ in vitro (культура кле-
ток НЕр2) проведено изучение безметального Рс 
(H2Pc(SО3)2,5; 4), магниевого и цинкового ком-
плексов (MgPc(SО3)2,5 (5) и ZnPc(SО3)2,5 (6), со-
ответственно. Показано, что эффективность данных 
соединений была сопоставима, причем оказалась 
значительно выше, чем у «Фотосенса» (рис. 3).  

Косвенная оценка внутриклеточного накоп-
ления ФС при световом воздействии в присутствии 
соединений в среде во время облучения и с их уда-
лением непосредственно перед облучением показа-
ла, что ФС быстро проникают в клетки и накапли-
ваются в них (фотоиндуцированная активность ФС 

относительно клеток НЕр2 не снижалась при их 
удалении из среды; рис. 4). 

Для углубленного изучения в системе in vitro 
отобран образец безметального Рс со степенью 
сульфирования 2,5 (H2Pc(SО3)~2,5), который харак-
теризовался максимальной активностью. На опухо-
левых клетках человека – аденокарциноме легкого 
(А549), карциноме мочевого пузыря (Т24) и карци-
номе толстой кишки (НТ29), а также лимфоме Бер-
китта (Raji) – проведено сравнительное изучение 
его активности. Показано, что наиболее чувстви-
тельными оказались клетки культуры Raji (ИК50 – 
0,04±0,07 мкМ), менее чувствительной – А549 
(ИК50 – 0,52±0,11 мкМ), самыми устойчивыми ока-
зались клетки культур Т24 и НТ29 (ИК50 
1,8±0,1мкМ и 3,2±0,08мкМ соответственно). 

 
Положительно заряженные Рс 
Положительно заряженные Рс рассматрива-

ются как потенциальные агенты не только для ФДТ 
рака, но и для антимикробной ФДТ. Изучены кати-
онные производные Рс, отличающиеся централь-
ными атомами металла и несущими заряд замести-
телями – остатками солей четвертичных аммоние-
вых оснований (табл. 3).  

 
Стабильность красителей в динамике 
Анализ полученных данных показал, что из 

всех изученных соединений безметальное холино-
вое производное Рс H2PcChol8 (15) характеризова-
лось наименьшей устойчивостью в среде Игла с 
добавлением 7% ЭТС, поэтому в дальнейших экс-
периментах его не использовали.  

Соединения 13; 14; 16 и 17 характеризова-
лись стабильностью в динамике (табл. 4). 

При оценке фотовыцветания ФС в культураль-
ной среде выявлено, что все соединения характеризо-
вались устойчивостью при световом воздействии. 

 
Фотоиндуцированная активность  
катионных производных Рс  
на опухолевых клетках в культуре  
В ряду холиновых и пиридиниевых произ-

водных наибольшей фотоиндуцированной проти-
воопухолевой активностью обладали цинковые 
комплексы, а меньшей активностью – алюминие-
вые комплексы (рис. 3).  

Максимальная эффективность ФС при ФДВ 
выявлена при 2 часах инкубации, увеличение 
временнόго интервала до 6 часов не приводило к 
изменению величины ИК (табл. 5).  50 

Для наиболее активных ФС 13 и 16 показано, 
что они эффективно проникают в опухолевые клет-
ки и накапливаются в них.  

Так, проведение облучения непосредственно 
после удаления ФС из среды инкубации не приво-
дило к изменению фотоиндуцированной цитоток-
сичности данных ФС (ИК50 при облучении в при-
сутствии красителей составляла 0,29±0,07 мкМ и 
0,30±0,11 мкМ, а при их удалении – 0,32±0,08 мкМ 
и 0,29±0,10 мкМ соответственно). 
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Рис. 1. Величина ИК
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Рис. 2. Ингибирование пролиферации опухолевых клеток (НЕр2) при ФДВ с H2Pc(SО3)2,5 (4, 1) и 
MgPc(SО3)2,5 (5, 2) в зависимости от времени инкубации. 
 

 
 

Рис. 3. Ингибирование пролиферации опухолевых клеток (НЕр2) при ФДВ с: 
H Pc(SО )

5
 (4, 1),  

2 3 2,MgPc(SО )
2,

 (5, 2),  
3 5ZnPc(SО )  (6, 3)  

3 2,5и препарата «Фотосенс» (4) 
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Рис. 4. Величина ИК
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2
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(4), MgPc(SО

3
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2,5
 

(5) и ZnPc(SО
3
)

2,5
 (6) в зависимости от их присутст-

вия в среде во время облучения. Время инкубации 2 
часа. Культура клеток НЕр2 

Рис. 5. Величина ИК50 положительно заряженных Рс и 
«Фотосенс». Время инкубации 2 часа. Культура кле-
ок НЕр2: т 

№ ФС Соединение ИК50, мкМ
13 ZnPcChol8 0,3±0,08 
16 ZnPcPym8 0,35±0,1 
14 AlPcChol8 13,0±0,1 
17 AlPcPym8 25,0±0,1 

 
Фотосенс 2,00±0,08

 
 
Рис. 6. Величина ИК50 ZnPcChol

8 
(13) на различных клеточных линиях. 

 
Заключение По расширенной программе скрининга с ис-

пользованием наиболее активного положительно за-
ряженного Рс–ZnPcChol8 (13) проведено сравнитель-
ное изучение эффективности фотодинамического 
воздействия на различных опухолевых клетках чело-
века эпителиального происхождения: карцинома 
толтой кишки человека – НТ29, карцинома мочевого 
пузыря человека – Т24, аденокарцинома легкого 
человека – А549 и эпидермоидной карциномы горта-
ноглотки – НЕр2 (рис. 6).  

 
Таким образом, изученные отрицательно за-

ряженные Рс стабильны в растворах в темновых 
условиях и оказались фотостабильными, чем вы-
годно отличались от ФС других классов (пирофео-
форбида а и хлоринов). Сравнительная оценка эф-
фективности соединений относительно клеток в 
культуре в зависимости от боковых заместителей 
показала, что активность октакарбокси-Pc цинка (1) 
и алюминия (2) оказалась существенно ниже (ИК50 
200±15 мкМ и 130±20 мкМ, соответственно), чем 
сульфированных производных. Среди сульфиро-
ванных Pc наиболее активными оказались безме-
тальное соединение (4), а также магниевый (5) и 
цинковый (6) комплексы со степенью сульфирова-
ния 2,5 (ИК50 в среднем составляла 0,2±0,08 мкМ), 
в то время как препарат «Фотосенс», также отно-
сящийся к классу Рс, проявлял существенно мень-
шую фотоиндуцированную цитотоксичность (ИК50 
= 2,0±0,1мкМ). Отмечено, что сульфированные 

Показано, что чувствительность клеток к фо-
тодинамическому воздействию с ФС возрастала в 
ряду: HT29 < T24 < A549 < HEp2 (ИК50 составляла 
2,00±0,13, 1,07±0,12, 0,48±0,09 и 0,30±0,08 мкМ 
соответственно).  

Следует отметить, что даже самые устойчи-
вые клетки культуры (НТ29) в данном эксперимен-
те погибали при достаточно низких концентрациях 
Pc, в то время как величина ИК50 официнального 
препарата «Фотосенс» для НТ29 составляла 
19,0±0,5 мкМ. 
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металлокомплексы и безметальное соединение эф-
фективно проникают в опухолевые клетки и накап-
ливаются в них. Безметальный Pc (4) выбран для 
дальнейших экспериментов на животных и на его 
основе разработан препарат «Фталосенс-лио», док-
линические испытания которого находятся в стадии 
завершения. 

Изученные катионные Рс характеризовались 
стабильностью в растворах и не подвергались фо-
товыцветанию при воздействии светом (за исклю-
чением безметального холинового производного). 
Показано, что их фотоиндуцированная активность 
не зависела от природы боковых заместителей, но 
наличие  атома ц инка  в  молекуле  в  значительной  

степени повышает специфическую активность со-
единений. Наибольшей эффективностью при ФДВ 
обладал цинковый комплекс с холиновым замести-
телем (13), который выбран для изучения в системе 
in vivo, и на его основе разработан препарат «Холо-
сенс-лио». 
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Резюме 
 
Цель исследования – получение липосомальной лекарственной формы митоксантрона с ø везикул 100–

115 нм. Липосомы получали методом обращения фаз из фосфолипидов, DSPE-PEG2000 и холестерина с после-
дующим пропусканием через поликарбонатные мембранные фильтры с ø пор 400; 200 и 100 нм с нагреванием и 
без. В исследовании использовалась активная загрузка с использованием градиента сульфата аммония. Эффек-
тивность загрузки митоксантрона составила 94,9 %, средний размер липосом – 105± 6 нм. 

 
Ключевые слова: митоксантрон, липосомы, экструзия. 
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OPTIMIZATION METHOD OF RECEIVING LIPOSOMAL FORMS OF MITOXANTRONE 
1I.M. Sechenov First Moscow Medical University 
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Abstract 
 
Our study aimed to produce liposome formulation of mitoxantrone with mean size 100-115 nm. Liposomes were 

prepared by reverse evaporation method using phospholipids, lipid-grafted, cholesterol, with followed by passage 
through polycarbonate membrane filters with pore diameters of 100; 200 and 400 nm, with heating and without heating. 
The study used an active loading by using ammonium sulfate gradient. Loading efficiency of mitoxantrone was 94,9 % , 
mean liposome size – 105 ± 6 nm. 

 
Key words: mitoxantrone, liposome, extrusion. 
 
Введение 
 
Последние два десятилетия активно разраба-

тываются липосомальные формы доставки лекарст-
венных препаратов [4; 5; 8; 18; 37; 44; 45]. Некото-
рые из них дошли до практического клинического 
применения [32–34; 48–53]. Особенно интенсивно 
липосомальные препараты внедряют в практику 
онкологических учреждений для лечения злокаче-
ственных новообразований. В первую очередь это 
обусловлено особенностями кровоснабжения опу-
холи [12; 61; 69; 76-80]. Опухоль растет быстро, и 
образование новых сосудов не успевает за ее рос-
том [64]. Вследствие этого в эндотелии кровенос-
ных сосудов образуются поры размером до 700 нм, 
в которые могут проникать наночастицы, в том 
числе и липосомы [17]. В нормальных сосудах по-
ры в эндотелии имеют размер меньше 2 нм в боль-
шинстве тканей, 6 нм – в посткапиллярных вену-
лах, 40–60 нм – в почечных клубочках и до 150 нм 
– в синусоидальном эпителии печени и селезенки. 
Липосомы проникают в опухолевый узел и застре-
вают в строме [40]. Мелкие липосомы могут снова 
выходить в кровоток. Это обстоятельство вынуж-
дает создавать липосомы размером 100–200 нм. 
Вторым фактором, влияющим на расширение при-
менения липосомальных препаратов, являются 
фармакокинетические характеристики липосом. 
Бислой липосом похож на мембрану живой клетки, 
поэтому они биосовместимы. Липосомы биодегра-
дируемы и нетоксичны [30; 35; 36]. Водораствори-
мые препараты включаются во внутреннее про-

странство липосомы [2; 3; 67]. Жирорастворимые 
субстанции включаются в липидный бислой [42; 
43; 46; 47]. Этим объясняется появление большого 
количества липосомальных препаратов для фото-
динамической терапии [19–21; 26; 54–60; 72; 75]. 
Для защиты от захвата клетками РЭС в состав ли-
посом включается ПЭГ с ММ 2000 и создает вокруг 
липосомы повышенное осмотическое давление, 
препятствуя контакту липосом с фагоцитирующи-
ми клетками. В связи с этим липосомы долгое вре-
мя циркулируют в кровотоке и постепенно накап-
ливаются в опухоли [40]. Кроме того, липосомаль-
ные препараты преодолевают МЛУ и резистент-
ность к действию препаратов, обусловленную от-
сутствием CD95/Fas-рецептора внешнего апоптоза 
[9–11; 13; 73]. Хороший терапевтический эффект 
оказывает также накопление в опухоли большого 
количества препарата [38; 71]. Для бонусного вы-
свобождения препарата разрабатываются термочу-
ствительные липосомы, которые расплавляются 
при заданной температуре (при этом сразу высво-
бождается большое количество лекарства [65; 66]). 
Для специфического связывания липосом с опухо-
левыми клетками многие группы исследователей 
разрабатывают иммунолипосомы [1; 6; 7; 22 – 25; 
29; 39; 41; 68; 74]. 

Фармакокинетические характеристики липо-
сом зависят от физико-химических свойств, таких 
как: размер, поверхностный заряд, структура ли-
пидного бислоя, стерическая стабилизация, доза и 
путь введения. В связи с этим совершенствуются 
составы липосомальных лекарственных форм для 
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повышения доли включения препарата в липосомы, 
лучшей стабильности, упрощения технологии про-
изводства и практического применения [14–16; 27; 
28; 31; 62; 63]. 

Одной из групп препаратов, активно исполь-
зуемых при создании липосомальных лекарствен-
ных форм, являются антибиотики антрациклиново-
го ряда: митоксантрон, доксорубицин, дауноруби-
цин, акларубицин и др., – широко применяемые в 
химиотерапии целого ряда онкологических заболе-
ваний. Одним из существенных недостатков дан-
ной группы препаратов является их токсичность по 
отношению к тканям костного мозга, эпителия же-
лудочно-кишечного тракта, сердечной мышцы, по-
чек. Повышение специфичности действия и изме-
нение фармакокинетики лекарственных препаратов 
этой группы является актуальным вопросом. 

Основной задачей в процессе данного иссле-
дования являлось уменьшение размеров липосом, 
загруженных митоксантроном, с помощью измене-
ния состава и существующей технологии получе-
ния липосом. Ранее липосомальную форму миток-
сантрона получали с использованием EPC, с добав-
лением холестерина и ПЭГ, коньюнгированного с 
фосфатидилэтаноламином [41; 70]. При этом холе-
стерин добавлялся в целях придания необходимой 
«жесткости» конструкции, а ПЭГ – для достижения 
длительной циркуляции. Данная смесь пропуска-
лась последовательно через поликарбонатные 
фильтры с размером 400; 200 и 100 нм для получе-
ния однослойных липосом.  

Для модификации данной лекарственной 
формы было решено изменить состав и использо-
вать гидрогенизированный соевый фосфатидилхо-
лин в качестве основного компонента. 

 
Материалы и методы 
 
Препараты и реактивы. Фосфатидилхолин 

(S PC-3)(Lipoid, Германия); 1,2-дистеароил-sn-
глицеро-3-фосфоэтаноламин-N-карбонил-
[метокси(полиэтиленгликоль)-2000] (PE 18 : 0/18 : 0 
– PEG 2000; Lipoid, Германия); Холестерин (Sigma 
aldrich, США). 

Приборы и аппаратура. Испаритель ротаци-
онный BÜCHI Rotavapor R-200 (BÜCHI 
Labortechnik AG, Швейцария), наносайзер Nicomp 
380 Submicron Particle Sizer (Particle Sizing Systems, 
США), мини-экструдер Avanti Mini-Extruder 
(Avanti Polar Lipids, Inc., США), поликарбонатные 
мембранные фильтры, система очистки воды Elix 5 
(Millipore S.A.S., Франция), спектрофотометр DU 
800 (Beckman Coulter, США) 

 
Получение липосомальных везикул  
Для приготовления липосом использовали 

метод обращения фаз. Точные навески фосфатидил-
холина, холестерина, DSPE-PEG2000 растворяли в 
хлороформе. Смесь переносили в круглодонную 
колбу вместимостью 150 мл и упаривали органиче-
ский растворитель на роторном испарителе под ва-
куумом при температуре 40±2 °С до образования 
липидной пленки. Пленку сушили под вакуумом в 
течение 40–50 мин, далее гидратировали р-ром 
сульфата аммония при постоянном перемешивании 
до полного исчезновения пленки со стенок колбы и 
образования белой эмульсии (дисперсия многослой-
ных липосом). Для получения однослойных липосом 
использовался метод экструзии, основанный на про-
давливании дисперсии липосом через поликарбо-
натные мембранные фильтры на ручном мини-

экструдере без подвода тепла или при температуре 
+55 °С. Дисперсию многослойных липосом помеща-
ли в шприцы мини-экструдера, которые затем уста-
навливали на нагреваемый блок. Затем шприцы ос-
тавляли на 10 минут – для выравнивания температу-
ры. Далее начинали экструзию. Производилось 15 
циклов экструзии. Температура фиксировалась с 
помощью термометра на блоке мини-экструдера. 

 
Загрузка ЛМ 
Загрузка липосом митоксантроном производи-

лась против градиента сульфата аммония. Весовое 
соотношение препарат : липиды составило 0,12 : 1. 
Градиент концентрации сульфата аммония формиро-
вался при пятикратном разбавлении липосомальной 
дисперсии буфером, содержавшим 10 мМ HEPES и 
145 мМ раствор хлорида натрия (pH 8,2-8,4). Полу-
ченную смесь инкубировали 60 мин на водяной бане 
при температуре +50° С, затем 12 ч при температуре 
+5 ° С. Нагревание производилось для увеличения 
проницаемости липидной мембраны. Разделение за-
груженных частиц от фракции не включившегося 
митоксантрона для последующего анализа включения 
митоксантрона производили методом гельфильтрации 
на сорбенте G-50 standart (колонка C10/20).  

 
Измерение размеров липосом 
Анализ среднего ø полученных везикул и 

оценку их распределения по размерам проводили с 
использованием метода корреляционной спектроско-
пии светорассеяния (динамического лазерного свето-
рассеяния) с помощью прибора Nicomp 380 Submi-
cron Particle Sizer. Образцы готовили непосредственно 
перед проведением измерений. Концентрацию вези-
кул подбирали таким образом, чтобы частота импуль-
сов, поступающих на фотоэлектронный умножитель, 
составляла 200-600кГц. В качестве дисперсионной 
среды использовали предварительно дегазированную 
деионизированную воду. В стеклянную кювету раз-
мером 6×50 мм вносили 20 мкл исследуемого образца 
(свежеприготовленных везикул) и добавляли деиони-
зированную воду до 1мл. Затем кювету помещали в 
прибор и начинали процесс измерения. Продолжи-
тельность измерений составляла 10 мин и более. На 
экране монитора наблюдали кривую распределения 
липосом по размерам. Все математические операции 
проводили с помощью компьютерной программы. 

 
Количественное определение  
митоксантрона в липосомах 
Для определения митоксантрона в липосо-

мальной дисперсии применяли спектрофотометриче-
скую методику количественного определения вещест-
ва с использованием РСО митоксантрона при длине 
волны 242±2нм, применяемую ранее [70]. Измерение 
оптической плотности спиртовых растворов проводи-
ли относительно 95 %-ного этилового спирта в кюве-
тах с толщиной оптического слоя 10 мм. 

Содержание митоксантрона (Х, мг) рассчи-
тывали по формуле: 

 

00 CD

CaD
X




 , где 

 
D – оптическая плотность раствора образца;  
D0 – оптическая плотность РСО Мит;  
C – величина разбавления образца;  
C0 – величина разбавления РСО Мит;  
а – навеска РСО Мит, мг. 
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Кроме того, нагретая дисперсия многослой-
ных липосом является более текучим составом, 
удалось получить липосомы заданного размера без 
применения дополнительных мембранных фильт-
ров ø 400 и 200 нм. Состав пропускали сразу через 
фильтр ø 100 нм.  

Эффективность включения митоксантрона в 
липосомы (B, %) рассчитывали по формуле: 

 

%100111 




VCD

VCD
B , где 

  
Изменения процедуры загрузки  D1 – оптическая плотность раствора фракции с очищен-

ным липосомальным Мит;  и липидной композиции  
липосомального митоксантрона D – оптическая плотность раствора исходной липосо-

мальной дисперсии;  Процедура активной загрузки липосомаль-
ного митоксантрона против градиента сульфата 
аммония при использовании липидной композиции 
Chol : mPEG2000-DSPE (11 : 9 : 1) производилась с 
использованием 250 мМ сульфата аммония [70]. 
При изменении базового липида на HSPC загрузка 
предыдущим методом стала менее эффективной и 
упала до 70±6%. Вероятно этот факт связан с 
меньшей проницаемостью липидной мембраны по 
отношению к проницаемости липидной стенки у 
предшествующей композиции.  

C1 – величина разбавления фракции с очищенным липо-
сомальным Мит;  
C – величина разбавления исходной липосомальной дис-
персии;  
V1 – объем фракции с очищенным липосомальным Мит, мл;  
V – объем исходной липосомальной дисперсии, нанесен-
ной на колонку, мл. 
Все растворы использовали ex tempore. 

 
Результаты и обсуждение 

Было решено изменить процедуру загрузки и 
повысить концентрацию сульфата аммония до 300 
мМ, кроме того, для увеличения проницаемости 
липидной мембраны применили нагрев липидной 
композиции. Исследованы три липидных компози-
ции с различным содержанием липидов и холесте-
рина. Результаты загрузки представлены в табл. 
Весовое соотношение препарат : суммарные липи-
ды составило 0,12 : 1.  

 
Яичный фосфатидилхолин является смесью 

лецитинов и обладает меньшей стабильностью по 
сравнению с чистыми фосфатидилхолинами. Из-
вестно, что липосомы, состоящие только из фосфа-
тидилхолина отличаются низкой стабильностью и 
высокой степенью утечки препарата [4]. Для стаби-
лизации яичного фосфатидилхолина в составе ли-
посом, используется холестерин. При создания ли-
посомальной формы митоксантрона было решено 
использовать гидрогенезированный соевый фосфа-
тидилхолин HSPC с высоким содержанием насы-
щенных жирных кислот, что повышает химиче-
скую и физическую стабильность конечной лекар-
ственной формы. Однако липосомы, состоящие из 
фосфолипидов с насыщенными остатками жирных 
кислот, значительно хуже подвергаются экструзии 
через поликарбонатные мембранные фильтры. В 
связи с этим при изготовлении липосом необходи-
мо учитывать характеристики смеси липидов. В то 
же время, липосомы, состоящие из насыщеных 
жирных кислот, являются более стабильными, что 
позволяет уменьшить используемое количество 
холестерина в сравнении с липосомами, состоящи-
ми из яичных фосфатидилхолинов. Таким образом, 
в отличие от формы, состоящей из яичного фосфа-
тидилхолина, холестерина и модифицированного 
полиэтиленгликолем фосфатидилэтаноламина в 
молярном соотношении EPC : Chol : mPEG2000-
DSPE 11 : 9 : 1) [41], была использована компози-
ция, содержащая HSPC, холестерин и модифициро-
ванный фосфатидилэтаноламин в молярном соот-
ношении HSPC : Cho l: mPEG2000-DSPE 6 : 3 : 1, 
что заставило незначительно изменить технологию 
получения однослойных липосом, добавив нагре-
вание при экструдировании до температуры +55 °C. 

Наиболее эффективное включение и ста-
бильность липосомальных наночастиц показали 
липосомы состава МП-3 с молярным соотношени-
ем липидов HSPC : Chol : mPEG2000-DSPE (60 : 
39,5 : 0,5). Их средний размер после загрузки со-
ставил 105±6 нм.  

Дисперсия данного состава была наиболее 
однородна и легче поддавалась экструзии через 
поликарбонатные мембранные фильтры.  

 
Влияние состава липидов на включение митоксан-
трона в липосомы 

Партия 
препарата 

Соотношение 
липидов (моль%) 

HSPC/Chol 
/PEG-DSPE 

Эффективность 
загрузки, % 

МП-1 50 : 49,5 : 0,5 85,6± 4 
МП-2 70 : 29,5 : 0,5 94,9± 3 
МП-3 60 : 39,5 : 0,5 96,8± 3 

 
Выводы 
 
1. Были подобраны оптимальные условия 

для процедуры загрузки липосом, со-
держащих насыщенный соевый фосфа-
тидилхолин, холестерин и mPEG2000-
DSPE 

2. В результате исследования удалось по-
лучить липосомы, загруженные миток-
сантроном, с диаметром везикул 105 нм.

Приведенные изменения состава и техноло-
гии привели к изменению размера частиц с 141± 6 
нм при использовании смеси яичного фосфатидил-
холина и без нагревания при экструзии до 105±6 нм, 
при использовании HSPC и нагрева при экструзии.  
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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

ГСФ  – гидрогенезированный соевый фосфатидилхолин  
РЭС – ретикуло-эндотелиальная система  
РСО  – рабочий стандарт образца  
ЛМ  – липосом митоксантроном  
EPC  – яичный фосфатидилхолин 
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Резюме  
 
Широко известны стандартные методы диагностики атопических заболеваний верхних дыхательных пу-

тей, давно используюемые в медицине. Но, к сожалению, существуют и диагностические трудности в лабора-
торной и клинической практике. Необходим простой и доступный метод для оценки начала атопического забо-
левания. Мы предлагаем выбрать определение назального иммуноглобулина Е (IgE) для дальнейшего широкого 
использования в связи с тем, что первично происходит контакт аллергенов со слизистой носа. Проведено изу-
чение возможности измерения уровня назального IgE методом иммуноферментного анализа. 50 образцов для 
исследования получали с помощью стандартных способов (назальный аспират/назальный лаваж. Выявлено, что 
иммуноферментный анализ пригоден для оценки уровня назального IgE. Этот метод может стать важной со-
ставной частью будущего протокола диагностики с целью получения надежных результатов выявления имму-
нопатологических состояний, в том числе – локального аллергического ринита. 

 
Ключевые слова: аллергический ринит, атопические заболевания, иммуноглобулин E. 
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PROBLEMS OF ATOPIC UPPER AIRW 
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Abstract  
 
Standard methods of upper airway atopic diseases’ diagnostics are well known and have been used for many 

years. But nevertheless there are several problems in laboratory and clinical practice. We need simple and objective tool 
to determine the primary onset of the disease. The contact of allergens with nasal mucosa leads to IgE production and 
we advise to measure locally-present IgE. The possibility of nasal IgE measurement was evaluated by means of immu-
nosorbent assay. Nasal aspirate and nasal lavage as standard procedures of harvesting nasal secretions were used to ob-
tain 50 samples. According to our results immunosorbent assay should be a simple approach for locally-present IgE 
measurement. This method could be an important part of future diagnostic procedure in order to receive reliable results 
in each case of atopic disorder including local allergic rhinitis.  

 
Key words: allergic rhinitis, atopic disorders, IgE. 
 
Введение 
 
Атопические заболевания – важная медико-

социальная проблема современности. В настоящее 
время заболеваемость аллергическим ринитом возрас-
тает во многих странах [9; 19; 27], в связи с чем акту-
ально внедрение в практику новых современных мето-
дов диагностики, лечения и профилактики аллергиче-
ских заболеваний и иммунодефицитных состояний. 

Ученые продолжают активно исследовать 
иммунопатофизиологические процессы развития 

атопических заболеванийя. Известен факт «атопи-
ческого марша» или «атопической триады»: дерма-
тит, ринит, бронхиальная астма. В связи с этим ди-
агностика ринита как части иммунного ответа ор-
ганизма и триггера дальнейшего аллергического 
процесса со стороны дыхательных путей нуждается 
в тщательном изучении. Однако на данный момент 
все еще сохраняются сложности в его диагностике. 
Более того, важной также является возможность 
оценить риск возникновения первичной сенсибили-
зации организма после контакта с ингаляционным 

№ 4/том 13/2014   РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

mailto:i.n.grigorieva@gmail.com


 

№ 4/том 13/2014  РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

80 ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ ТРУДНОСТИ В ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКЕ…

аллергеном (то есть, определить группы риска по 
формированию аллергической патологии). 

 
Стандартные методы диагностики  
атопических заболеваний  
верхних дыхательных путей 
В соответствии с Федеральными Клиниче-

скими Рекомендациями по диагностике и лечению 
аллергического ринита, утвержденного президиу-
мом РААКИ 23 декабря 2013 года, используются 
следующие способы лабораторной диагностики:  

 общий анализ крови; 
 цитологическое исследование секрета из 

полости носа на наличие эозинофилии;  
 аллергологические исследования:  
 кожные тесты с аллергенами,  
 определение уровня общего и аллерген-

специфических иммуноглобулинов E в 
сыворотке крови,  

 провокационные назальные тесты с ал-
лергенами. 

Цитологическое исследование секрета из по-
лости носа на наличие эозинофилии является тех-
нологически простым методом, доступным для 
проведения в широкой практике, однако его точ-
ность крайне низка.  

Более специфичными являются провокаци-
онные способы диагностики аллергии (скарифика-
ционные/прикожные тесты и назальные тесты с 
аллергенами). Многие авторы считают кожные тес-
ты наиболее чувствительным методом [10; 14; 24]. 
Однако проведение их может быть выполнено 
только аллергологом в специализированном каби-
нете при наличии возможности оказания реанима-
ционных мероприятий.  

Специалисты смежных дисциплин (оторино-
ларингологи) не имеют возможности его применять 
в клинической практике. К тому же, исследование 
сопряжено с наличием противопоказаний (наличие 
острого воспалительного процесса различной этио-
логии, эмоциональная неустойчивость, гиперчувст-
вительность кожи и слизистых, младенческий и 
пожилой возраст). Стандартные методы обследова-
ния не всегда позволяют в сложных случаях вери-
фицировать диагноз. Зарубежные авторы дополни-
тельно рекомендуют проводить исследование IgE в 
назальном секрете [17].  

Определение IgE в назальном секрете отно-
сится к способам проведения иммунологического 
анализа, который не имеет противопоказаний тако-
го рода и позволяют диагностировать аллергиче-
ские изменения в слизистой носа. 

 
Методы определения иммуноглобулинов  
Для определения иммуноглобулинов в кро-

ви, секрете слизистых и в тканях используют им-
мунологические количественные и качественные 
методы диагностики [3; 4]. Среди качественных 
иммунологических методов диагностики распро-
странены иммунофлуоресценция и иммуноцитохи-
мия [5–7], что также может быть использовано и 
для выявления IgE в назальном секрете [13]. Ис-
пользуя метод иммунофлуоресценции, Reisacher 
отметил, что назальный IgE может обладать боль-
шей диагностической ценностью, чем кожные тес-
ты [22]. Автор проводил исследование на назаль-
ный IgE у 20 пациентов. В случае резко положи-
тельных кожных проб уровень общего и специфи-
ческих назальных IgE был выше. В 8 случаях из 20 
результаты кожных проб были отрицательными, а 
локальный IgE был обнаружен. 

Иммуноглобулины класса Е являются ме-
диаторами аллергических реакций немедленного 
типа. Рецепторы для IgE чаще всего несут базофи-
лы и тучные клетки, которые содержатся в тканях 
(90 % в слизистых оболочках), обладают высоко-
аффинными Fc-рецепторами к IgE, содержат базо-
фильные гранулы с ферментами острой фазы и 
большим количеством гистамина. В результате им-
мунной реакции антиген-антитело происходит де-
формация молекулы иммуноглобулина, которая 
вызывает цепную реакцию с дегрануляцией тучных 
клеток и базофилов, выделением гистамина, лей-
котриенов и других медиаторов воспаления, вызы-
вающих повышенную проницаемость сосудов, отек 
и повреждение тканей (это соответствует клиниче-
ской картине аллергического заболевания).  

Для диагностики аллергических заболеваний 
важным является не только выявление уровня ан-
тител класса IgE, но и количественная оценка уров-
ня иммуноглобулинов для проведения дальнейших 
лечебных мероприятий. Среди количественных 
методов выделим PACT и метод ИФА, которые 
широко используются в лабораторной практике [2]. 
Диагностическая ценность очень высока и состав-
ляет 85–87 % [1].  

Метод ИФА прекрасно себя зарекомендовал 
для оценки специфических иммуноглобулинов 
класса Е в плазме (сыворотке) крови. Но определе-
ние IgE в плазме крови не всегда отражает уровень 
местной аллергии.  

 
Показания для определения назального IgE  
Следует отметить, что довольно часто выяв-

ляются ложноположительные результаты кожных 
тестов у людей, которые не отражают полную кли-
ническую картину заболевания. Ранее для объясне-
ния этого феномена предлагали понятие бессим-
птомной (латентной) сенсибилизации. В настоящее 
время при появлении тестирования на назальный 
IgE отмечены интересные результаты. Так, при 
проведении кожных тестов у 56 детей с аллергеном 
Alternaria в воздухе, только в 37,5 % случаев (у 20 
детей) были получены положительные результаты 
тестирования на Alternaria. В то же время в назаль-
ном секрете IgE специфические были выявлены в 
80,3 % (у 45 детей) случаев [16]. Известны клини-
ческие случаи, когда первичное и повторные диаг-
ностические тестирования показывают отрицатель-
ный результат у людей с симптомами аллергии. В 
связи с этим возникло предположение: существует 
вариант аллергического ринита, проявляющегося 
только местно, на слизистой носа. Этому феномену 
было дано название «локальный аллергический 
ринит» (ЛАР) или энтопия [20]. Концепция локаль-
ного аллергического ринита была впервые сформу-
лирована Brostoff и Huggins [18]. Многие клиниче-
ские исследования и исследования in vitro свиде-
тельствуют о том, что IgE продуцируется в слизи-
стой носа и не может являться результатом обыч-
ной миграции из крови [13; 15; 18; 19; 21; 25; 26; 
28]. Есть данные о том, в России в лаборатории 
А.Д. Адо выделяли такую форму АР еще в 1960-х 
гг. и называли его изолированным АР [11]. 

Мы считаем целесообразным в сложных 
случаях, при подозрении на сенсибилизацию к 
круглогодичным (бытовым и грибковым) аллерге-
нам, а также при подозрении на ЛАР воспользо-
ваться дополнительным методом обследования – 
определением назального IgE [8]. 

Схема, отражающая показания для исследо-
вания назального IgE, представлена на рис. 
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Рис. Диагностический алгоритм при обследовании на назальный IgE. 
 

В настоящее время мы проводим стандарти-
зацию метода диагностики назального IgE. В ис-
следование включены пациенты с подтвержденным 
диагнозом “аллергический ринит” и проходящие 
специфическую иммунотерапию на базе Института 
Аллергологии и Клинической Иммунологии, а так-
же пациенты, с клиническими симптомами аллер-
гии, не подтвержденной стандартными методиками 
тестирования. 

 
Методологические особенности  
определения назального иммуноглобулина E 
Нами была поставлена задача модификации 

способа определения специфических IgE иммуно-
ферментным анализом для повышения точности 
дифференциальной диагностики респираторных 
заболеваний верхних дыхательных путей. Данная 
задача осуществляется путем использования в ка-
честве тестируемого материала назального секрета.  

Для определения назального IgE методом 
иммуноферментного анализа использовались 50 
образцов назального секрета. Нами апробированы 
следующие тест-системы: «Алкор-Био» (Россия) и 
«Allergozyme Total IgE 195 test» (ФРГ). Все они 
оказались приемлемы для работы с назальным сек-
ретом и могут быть в дальнейшем использованы 
для определения назального IgE. 

Назальный секрет получали с помощью аспи-
рации или назального смыва. Забор аспирата из носа 
проводили в стерильную сухую пробирку после 
предварительной анемизации без дополнительного 
усиления секреции с помощью гистамина. Исполь-
зования метода провокации с гистамином1 затрудня-
ет проведение забора в амбулаторной практике в 

                                                            

                                                           

1Назальный смыв получали с помощью промывания полости 
носа физиологическим раствором в количестве 2 мл также после 
предварительной анемизации. Объем физиологического раство-
ра для проведения промывания слизистой носа подобран экспе-
риментально, что согласуется с техникой постановки реакции на 
наличие иммуноглобулинов в слюне [12]. 

связи с высоким риском побочных эффектов.  
Полученные образцы до проведения анализа 

можно хранить при температуре +2–8 °С в течение 2 
суток или в замороженном состоянии при темпера-
туре –20 °С в течение 2 месяцев. Для разморажива-
ния образцов их необходимо выдержать при ком-
натной температуре +20–25 °С не менее 60 минут.  

Постановка ИФА проводится по стандарт-
ному протоколу. Для исследования используют 
образцы назального секрета в дубликатах по 10–20 
мкл2, Измерение оптической плотности раствора в 
лунках производят на фотометре вертикального 
сканирования. В наборе ИФА значения концентра-
ций калибровочных проб выражены в МЕ/мл. 

В настоящее время мы анализируем эффек-
тивность различных методов забора материала для 
исследования назального IgE, а именно сравнивая 
показатели:  

1. назального аспирата,  
2. назального смыва, 
3. щеточной биопсии слизистой.  
Для проведения щеточной биопсии слизи-

стой используются стандартные щетки для биопсии 
тканей. Таким методом забора можно получить 
назальный секрет, эпителиальные клетки, тучные 
клетки, клетки Лангерганса [23]. Материал, полу-
ченный методом щеточной биопсии слизистой, пе-
реносят в стерильную пробирку с 2 мл физиологи-
ческого раствора.  

Для исследования образцов, полученных пу-
тем щеточной биопсии, полученные пробирки цен-
трифугируют при 13 000 об/мин в течение 10 мин. 
Затем удаляют надосадочную жидкость, оставляя в 
пробирке около 50 мкл полученного раствора. 
Дальнейшая постановка реакции – по стандартному 
протоколу.  

Минимальный выявленный уровень общего 
IgE в назальном секрете составил D=0,53 ME/мл, 
что соответствовало величине оптической плотно-

 
2
в зависимости от тест-системы. 
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сти, равной 0,050. Оптическая плотность образцов 
назального секрета, полученного путем смыва и 
аспирации, составила 0,050÷0,227. В случае резуль-
тата D< 0,050 уровень IgE мы считали равным 0 
ME/мл. Максимальный уровень IgE общего в на-
зальном секрете, полученного путем смыва, соста-
вил 28,56 ME/мл, что соответствовало величине 
оптической плотности 0,227. 

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что методика ИФА может быть использована для 
проведения анализа на назальный IgE. 

 
Выводы 
 
Целесообразно рассматривать определение 

уровня назального IgE как один из дополнительных 
критериев диагностики атопических заболеваний 

верхних дыхательных путей. Это позволяет провес-
ти дифференциальную диагностику в сложных 
случаях аллергических заболеваний и при подозре-
нии на локальный аллергический ринит. Преиму-
ществами данной модификации метода, безуслов-
но, является возможность его применения у паци-
ентов разных возрастных групп, в том числе у де-
тей, и в любой фазе заболевания. Описанный спо-
соб можно использовать в любой клинической ла-
боратории, имеющей набор ИФА, предназначен-
ный для количественного определения содержания 
IgE методом одностадийного твердофазного имму-
ноферментного анализа. В настоящее время прово-
дится оптимизация разработанной методики и рас-
сматривается возможность дальнейшего расшире-
ния ее применения, а именно – диагностика специ-
фических IgE в назальном секрете. 
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Резюме 
 
Четыре десятилетия назад неоангиогенез был определен как терапевтическая мишень для блокады зло-

качественного роста. Оценка ангиогенеза опухоли рассматривается как один из самых успешных маркеров про-
гноза течения заболевания, наличия метастазов и чувствительности к противоопухолевой терапии. VEGF был 
центральной фигурой в антиангиогенной терапии. После появления таргетных МКА против VEGF в качестве 
первого антиангиогенного препарата, много пациентоы с злокачественными заболеваниями и неоваскуляриза-
цией глаз подверглись анти-VEGF терапии. Однако эта стратегия оказалась недостаточно эффективна. У боль-
ных развивалась резистентность к препарату и метастазирование. Недавно были открыты новые механизмы 
неоангиогенеза и новые антиангиогенные препараты, которые обсуждаются в настоящем обзоре. 

 
Ключевые слова: ангиогенез, молекулярные мишени, терапия. 
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Abstract  
 
Four decades ago, angiogenesis was identified as a therapeutic target to block malignant tumor growth and 

evaluation of tumor angiogenesis is now regarded as one of the most successful predictor of disease, presence of metas-
tases, and sensitivity to anticancer therapy. VEGF was a central figure in the anti-angiogenic therapy. From the moment 
when the target monoclonal VEGF antibodies as the first anti-angiogenic drug were derived, many patients with malig-
nant tumors and retinal neovascularization underwent anti-VEGF therapy.  

However, this strategy was not effective enough. Patients obtained drug resistance and metastasis growth. Re-
cently new mechanisms neoangiogenesis were opened and new anti-angiogenic agents are discussed in this article. 

 
Key words: angiogenesis, molecular targets, therapy. 
 
Введение 
 
Ангиогенез – образование новых кровенос-

ных сосудов из предсуществующих; является неза-
менимым, комплексным и динамичным процессом, 
важным в патогенезе злокачественных, инфекци-
онных и воспалительных заболеваний. Образование 
новых сосудов из предсуществующих капилляров 
требует реализации ряда последовательных собы-
тий, которые являются ключевыми в физиологиче-
ских и патологических процессах. Рост нормаль-
ных тканей – развитие эмбриона, заживление раны 
и менструальный цикл – характеризуются образо-
ванием новых сосудов для обеспечения кислородом 
и питательными веществами, для элиминации от-
ходов. При различных заболеваниях –инфаркте 
миокарда или иных тканей, атеросклерозе, ревма-
тоидном артрите, диабетической ретинопатии, псо-
риазе, болезни Крона – носит нефизиологический 
характер. Исход этих заболеваний может улуч-
шаться при антиангиогенной терапии. 

Ангиогенез в опухоли впервые был описан 
сто лет тому назад. В 1971 году J. Folkman показал, 
что опухоль не может расти больше 2 мм в ø и 
предположил, что рост опухоли и метастазирование 
зависят от ангиогенеза, а блокада ангиогенеза мо-
жет стать стратегией в терапии злокачественных 
новообразований [87]. Затем было убедительно 
показано, что при канцерогенезе ткани приобрета-

ют ангиогенный потенциал. Ядро опухолевого узла 
быстро подвергается гипоксии. Опухолевые клетки 
начинают продуцировать проангиогенные факторы, 
ответственные за рост и миграцию эндотелиальных 
клеток. В результате образуется новая сосудистая 
сеть, обеспечивающая опухоль кислородом, пита-
нием, ростовыми факторами, протеолитическими 
ферментами и факторами, секретируемыми опухо-
левыми клетками, обеспечивающими диссемина-
цию процесса [72; 73; 46]. Ангиогенез и гипоксия 
являются отличительной чертой солидных опухо-
лей [107; 136]. Существует баланс между проангио-
генными и антиангиогенными молекулами необхо-
димыми для неоангиогенеза. Однако в опухоли он 
нарушен в пользу проангиогенных факторов.  

 
Эндотелиальные клетки 
Эндотелиальные клетки, выстилающие кро-

веносный сосуд, играют основную роль в выполне-
нии ангиогенеза. После инициации ангиогенеза в 
эндотелиальных клетках под действием проангио-
генных стимулов происходит: синтез протеаз, ко-
торые деградируют внеклеточный матрикс; мигра-
ция под действием стимулов; пролиферация эндо-
телиальных клеток для увеличения их количества.  

Активация эндотелиальных клеток к мигра-
ции из места их постоянной локализации является 
процессом, требующим поляризации эндотелиаль-
ных клеток и трансмиграции через базальную мем-

№ 4/том 13/2014   РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

mailto:golp@tut.by


 

№ 4/том 13/2014  РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

84 ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МИШЕНИ АНТИАНГИОГЕННОЙ ТЕРАПИИ

брану в окружающий матрикс. Для последнего эта-
па требуется активация протеолитической деграда-
ции матриксных белков, плазминогенной системы, 
матрикс-металлопротеазной системы, гепариназы и 
др [130]. Большая роль в процессе опухолевого ан-
гиогенеза отводится урокиназо-плазминогенной 
системе. Ингибиция функционирования этой сис-
темы значительно снижает инвазивные потенции 
эндотелиальных клеток [119].  

Пролиферация эндотелиальных клеток во 
вновь образующихся кровеносных сосудах опухоли 
не успевает за быстрым ростом сосудов и в них 
образуются поры размером до 700 нм, в которые 
могут проникать наночастицы, в том числе и липо-
сомы [19]. Липосомы проникают в опухоль и за-
стревают в строме [6; 7; 17 – 19]. Липосомы малых 
размеров могут снова выходить в кровоток. Этот 
феномен называется «эффект проникновения и на-
копления» [49–52]. В связи с этим дефектом в кро-
веносных сосудах липосомы рассматриваются как 
перспективное средство доставки противоопухоле-
вых препаратов в опухоль [23; 24; 26; 27; 31; 40–45; 
54–56; 63; 64; 66; 78; 103]. 

 
Опухолевое микроокружение 
Долгое время считалось, что опухолевые 

клетки являются главным источником ангиогенных 
факторов [61; 62; 99]. Однако появилось большое 
количество доказательств, что опухолевое микро-
окружение, которое состоит из фибробластов, пе-
рицитов, мезенхимальных стволовых клеток, вос-
палительных и иммунных клеток, также влияет на 
ангиогенез посредством секреции проангиогенных 
молекул [60; 93; 77; 110]. Инфильтрирующие опу-
холь фибробласты усиливают ангиогенез через 
экспрессию стромального клеточного фактора 1 
(SDF-1)1. Инфильтрирующие опухоль фибробласты 
от больных, леченых анти-VEGF, могут индуциро-
вать ангиогенез независимо от VEGF [75]. Ин-
фильтрирующие опухоль лимфоциты играют важ-
ную роль в ангиогенезе на ранних этапах развития 
опухоли [98]. 

Антиангиогенная терапия угнетает и норма-
лизует васкуляризацию опрухоли, но повышает 
внутриопухолевую гипоксию [79; 96; 104; 117]. 
Гипоксия и гипоксия-индуцирующий фактор-1 
(HIF-1) появляются также при резистентности опу-
холи возникшей после радио- и химиотерапии. Ги-
поксия способствуют инвазии, метастазированию и 
обусловливают плохой прогноз сόлидных опухолей 
[20; 21; 29; 30; 38]. Фактор HIF-1 рассматривают 
как главный регулятор ангиогенеза. Он регулирует 
большое число генов, вовлеченных в ангиогенез, 
пролиферацию и миграцию эндотелиальных кле-
ток, рекрутирование перицитов и модификацию 
сосудистой проницаемости [121]. 

Гипоксия вызывает миграцию в опухоль из 
костного мозга предшественников эндотелиальных 
клеток и перицитов, опухоль-инфильтрирующих 
макрофагов, юных моноцитов и миелоидных клеток, 
которые продуцируют большое количество различ-
ных проангиогенных факторов и могут рассматри-
ваться как дополнительный адоптивный механизм к 
кислородному голоданию. Большое внимание уде-
ляется миелоидным супрессорам. Это клетки с им-
мунологическим фенотипом CD11b+Gr1+, их титр 
повышается в крови и селезенке онкологических 
больных [97]. Инвазия опухоли миелоидными клет-
                                                            
1Этот фактор рекрутирует предшественники эндотелиаль-
ных клеток в опухоль и усиливает опухолевый рост [114]. 

ками ассоциирована с ростом новообразования и 
прогрессией, а также с развитием резистентности к 
анти-VEGF терапии [124].  

Опухолевые и стромальные клетки секрети-
руют ИЛ-6, SDF-1α, G-CSF, которые активируют и 
мобилизуют CD11b+Gr1+–клетки [108]. Экспрессия 
G-CSF опухолевыми или стромальными клетками 
является решающей для устойчивости к анти-VEGF 
терапии [124]. Более того, у больных леченных ин-
гибиторами тирозинкиназ, такими как Сорафениб, 
Сунитиниб, Бевацизумаб плюс химиотерапия, раз-
вивается нейтропения [80; 123]. Таким образом, ле-
чение Г-КСФ вызывает мобилизацию в опухоль 
предшественников эндотелиальных клеток и миело-
идные супрессоры CD11b+Gr1+.  

Экспрессия SDF-1α эндотелиальными клет-
ками повышается под влиянием HIF-1 в условиях 
гипоксии. Костномозговые предшественники, экс-
прессирующие рецептор фактора HIF-1 цитокин 
CXCR4, рекрутируются в ишемические ткани пу-
тем тропизма к SDF-1α. Повышение SDF-1α связа-
но с антиангиогенной терапией у больных глиомой. 
При лечении Сунитибом уровень SDF-1α повышал-
ся дозо-зависимым образом. 

Перициты принадлежат к линии клеток 
гладкой мускулатуры сосудов. Существует два ти-
па перицитов – тип-1 и тип-2 Перициты первого 
типа выявляются в нормальных кровеносных сосу-
дах, а перициты второго типа – в опухолевых [72]. 
Они секретируют паракринные факторы, которые 
стимулируют сигнальные пути в эндотелиальных 
клетках, способствующие созреванию и выжива-
нию. Эти клетки важны для развития сосудов, под-
вижности эндотелиальных клеток и сосудистой 
стабильности. 

Антиангиогенная терапия приводит к дест-
рукции 80 % опухолевых сосудов. Образование 
новых сосудов прекращается, а в некоторых сосу-
дах кровоток останавливается [76]. Ингибиция 
VEGF–сигнального пути индуцирует апоптоз и/или 
селекцию эндотелиальных клеток с меньшей экс-
прессией VEGFR-2 рецептора. Угнетение экспрес-
сии VEGFR обратимо. 

 
Типы ангиогенеза 
Поддержание роста опухоли требует посто-

янной доставки кислорода и питательных веществ. 
Для этого необходима хорошо развитая сосудистая 
сеть, которая формируется за счет развития суще-
ствующих сосудов, образования новых сосудов или 
рекрутирования предшественников эндотелиаль-
ных клеток из костного мозга. Образующиеся в 
опухоли сосуды оказываются неполноценными как 
в структурном, так и в функциональном отноше-
нии. Кровеносные сосуды в опухоли не гомогенны 
по своей структуре, степени созревания и природы 
[125]. Стенки сосуда легко проницаемы, извилисты, 
расширены и часто сообщаются между собой слу-
чайными шунтами. В опухоли образуются следую-
щие типы сосудов: 

 отростковый ангиогенгез [111];  
 васкулогенная мимикрия [81; 132 – 135];  
 васкулогенное вовлечение клеток–пред-

шественников [129]. 
Васкулогенная мимикрия представляет собой 

процесс формирования кровеносных сосудов опу-
холевыми клетками без участия эндотелиальных 
клеток и фибробластов, содержащих форменные 
элементы крови и участвующих в кровоснабжении 
опухоли [14 – 16; 132 – 134]. Определение in vitro в 
опухолевой ткани структур васкулогенной мимик-
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рии основано на окрашивании базальной мембраны 
реактивом Шиффа (PAS). 

Эндотелиальные клетки, выстилающие кро-
веносные сосуды в опухоли, морфологически по-
вреждены. Перициты, поддерживающие эндотелий, 
разрыхлены или отсутствуют. Базальная мембрана 
утолщена или отсутствует.  

В связи с этим кровоток в опухоли становит-
ся дезорганизованным и неравномерным [67]. Кро-
ме того, безудержно пролиферирующие опухоле-
вые клетки дополнительно оказывают давление на 
кровеносные и лимфатические сосуды. 

 
Ангиогенез и метастазирование 
Возникновение метастазов – основная при-

чина смертности онкологических больных [2; 91].. 
В связи с этим идентификация маркеров, тесно свя-
занных с метастатическим потенциалом каждой 
отдельной опухоли, необходима для планирования 
противоопухолевой терапии. Появляется все боль-
ше доказательств, что метастазирование зависит от 
степени васкуляризации опухоли [30]. При мета-
стазировании гематогенным путем опухолевые 
клетки должны прикрепиться к эндотелиальным 
клеткам, пройти в просвет сосуда, выжить в цирку-
лирующей крови, остановиться в какой-либо отда-
ленной ткани и образовать там колонию. Высоко 
ангиогенные первичные опухоли с большой внут-
риопухолевой плотностью сосудов обладают боль-
шей способностью дать в отдаленном органе клон, 
который при благоприятных условиях образует 
метастаз. В 77 % исследований нашли, что высокая 
степень васкуляризации опухоли является стати-
стически значимым маркером наличия метастазов в 
регионарных лимфатических узлах. Также в 77 % 
исследований обнаружена связь между опухолевым 
ангиогенезом и развитием отдаленных метастазов 
[61; 90]. 

Большую роль в образовании новых сосудов 
и метастазировании играет гиалуроновая кислота и 
ее лигангд антиген CD44. Гиалуроновая кислота – 
глюкозааминогликан с большой молекулярной мас-
сой. Она является рецептором для антигена CD44. 
Этот комплекс ответственен за инвазию опухоле-
вых клеток через стенку кровеносных сосудов и 
является регулятором пролиферации клеток, выжи-
вания и блокаду апоптоза.  

 
VEGF  
Центральную роль в ангиогенезе играет сиг-

нальная молекула VEGF [8; 95]. Различные стиму-
лы ответственны за продукцию VEGF. Среди них 
гипоксия стала известна первой [69]. Существуют 
два типа рецепторов, VEGF-1 и VEGF-2, которые 
являются тирозинкиназами III типа. Они имеют 
цитоплазматический С-концевой домен, трансмем-
бранный домен и большой внеклеточный участок, 
состоящий из 7 Ig-подобных доменов. Рецепторы 
VEGFR-1 и VEGFR-2 обладают высокой гомологи-
ей. Однако, VEGFR-1 значительно сильнее связы-
вается с VEGF, хотя его тирозинкиназная актив-
ность относительно низка. 

VEGF является проангиогенным фактором и 
действует на всех этапах ангиогенеза [112; 115]. 
Рецептор усиливает сосудистую проницаемость, 
позволяющую белкам плазмы вытекать из сосудов 
и образовывать ложе для прикрепления эндотели-
альных клеток. Рецептор VEGF усиливает проли-
ферацию и миграцию эндотелиальных клеток, их 
инвазию в окружающие ткани и образование ка-
пилляроподобных структур. В связи с этим, VEGF-

A считают главным регулятором физиологического 
и патологического ангиогенеза [8; 9; 28; 65] При 
физиологических условиях VEGF регулируется 
гипоксией через связывание HIF с его промотером. 
VEGF гиперэкспрессирован в большом количестве 
опухолей [127]. VEGF-A специфически связывает-
ся с эндотелиальными клетками через VEGFR-1 
(flt-1) и VEGFR-2 (flk-1) рецепторы. Недавно было 
показано, что VEGF также связывается с нейрофи-
лином-1 или нейрофилином-2, что усиливает сиг-
нал для миграции эндотелиальных клеток. 

В клинике используются различные ингиби-
торы VEGF и VEGFR [105; 106]. Среди них блоки-
рующие антитела Бевацизумаб (Avastin, Genentech), 
а также малые молекулы ингибирующие тирзинки-
назу VEGFR-2, такие как sorefenib, suitinib, pa-
zopanib. Антиангиогенная терапия показала увели-
чение времени до прогрессирования, общей выжи-
ваемости и улучшение объективных ответов у 
больных раком почки, немелкоклеточным раком 
легких, раком яичников и колоректальным раком 
[94; 103]. Однако не у всех больных был благопри-
ятный ответ на антиангиогенную терапию, так как 
больные становились резистентыми к терапии, ос-
нованной на VEGF, и рецидивировали [86]. Появи-
лись убедительные доказательства, что блокада 
VEGF/VEGFR-2 сигнального пути приводит к по-
вышенной регуляции других молекул, которые 
поддерживают образование новых сосудов [61]. 
Ангиогенное насыщение было первым идентифи-
цированным механизмом резистентности к анти-
VEGF терапии [29]. При насыщении антиангиоген-
ными факторами могут продуцироваться другие 
факторы, включая FGFs, PDGF, TNF-alpha. 

 
TSP-1 (тромбоспондин) 
Тромбоспондин – один из главных ингиби-

торов ангиогенеза, влияющих на адгезию и рост 
эндотелиальных клеток [68; 116]. Это гликопротеин 
экстрацеллюлярного матрикса, синтезируемый раз-
личными типами клеток, в том числе эндотелиаль-
ными и некоторыми опухолевыми. Он играет важ-
ную роль в агрегации тромбоцитов и регулирует 
адгезию и пролиферацию эндотелиальных клеток. 
Показано, что синтез тромбоспондина контролиру-
ется нормальным белком р53 и часто в опухолевых 
клетках с мутантным р53 нарушен синтез тромбос-
пондина. Тромбоспондин является большим глико-
протеидом кодируемым геном THSB1, который 
участвует в передаче клеточных сигналов, в зажив-
лении ран и ангиогенезе. Физиологической функ-
цией TSP-1 является ингибиция ангиогенеза. Им-
муногистохимически тромбоспонтин определяется 
в перитубулярной соединительной ткани и в ба-
зальной мембране кожи, в легком и нормальных 
кровеносных сосудах. Также наблюдается сильное 
окрашивание базальных мембран и среднее в при-
лежащих к строме опухолевых клеток в большин-
стве случаев инфильтрирующего рака молочной 
железы. Хорошо изучено влияние TSP-1 на онкоге-
нез. Угнетение экспрессии TSP-1 обычно ассоции-
рует с агрессивным ангиогенгезом и усилением 
роста опухоли. Усиление экспрессии TSP-1 ассо-
циировано с угнетением роста опухоли и уменьше-
нием плотности кровеносных сосудов. В течение 
развития опухоли экспрессия TSP-1 коррелирует с 
проангиогенным фактором VEGF. 

 
bFGF-2 (Фактор роста фибробластов) 
Семейство факторов роста фибробластов 

(bFGF) влияет на ангиогенез, нейрогенез, развитие 
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органов и морфогенез [102].. FGF-2 связывается с 
их рецептрм FGFR-1.Имеются доказательства, что 
FGF-1 и FGF-2 способны влиять на ангиогенез не-
зависимо от VEGF и приводить к снижению опухо-
левого ангиогенеза [74; 120]. Экспрессия bFGF оп-
ределяется в 70 % НМРЛ. Однако связь между его 
экспрессией и прогностической значимостью про-
тиворечива. В клинических исследованиях было 
показано, что блокаторы FGF-2 талидомид или су-
рамин оказывают терапевтический эффект у боль-
ных РПЖ и почечноклеточным раком [70]. 

 
PDGF  
PDGF, высоко экспрессированный в опухо-

лях, усиливает ангиогенез и метастазирование в 
легкие [102]. Фактор роста фибробластов FGF-2 
усиливает в эндотелиальных клетках экспрессию 
PDGFR и они приобретают гиперчувствительность 
к PDGF-BB. Было показано, что повышение экс-
прессии PDGF-BB угнетает рост колоректальной 
опухоли и рака поджелудочной железы через по-
вышение содержания пеницитов в опухолевом мик-
роокружении. 

 
Семейство Delta/Jagged  
Дельта I-подобный лиганд 4 (DII4) является 

членом семейства Delta/Jagged трансмембранных 
лигандов, связывающихся с Notch–рецептором. 
Delta-Notch–сигнальный путь может не только вли-
ять на регуляцию артерио-венозной дифференци-
ровки, но также способен стимулировать образова-
ние кровеносных сосудов. Кроме того, он опосре-
дует клеточно-клеточное взаимоотношение и игра-
ет важную роль в определении размера образую-
щихся кровеносных сосудов [100]. Ингибиторы 
DII4 могут быть новым терапевтическим инстру-
ментом при резистентности опухоли к ингибиторам 
VEGF/VEGFR [131] 

 
Система ангиопоэтина 
Ангиопоэтин инициирует сигнальную сис-

тему через собственный рецептор Tie2. Ангиопо-
этин защищает PI3K сигнальный путь, посылая 
сигналы выживания. Роль ангиопоэтина 2 в ангио-
генезе заключается в том, что он антагонист ангио-
поэтина 1 и ингибирует усиленный ангиопоэтином 
1 Tie2 сигналинг, который является критическим 
для созревания и стабилизации кровеносных сосу-
дов. Роль ангиопоэтина 2 в ангиогенезе опухолей 
дискуссионная. Усиление ангиопоэтина 2 коррели-
рует со злокачественностью различных опухолей у 
человека. В эксперименте на мышах показано, что 
усиление ангиопоэтина 2 вызывает усиление ангио-
генеза и роста опухоли. Хотя в других исследова-
ниях показано, что специфическая индукция ангио-
поэтина 2 вызывает угнетение роста и метастазиро-
вания глиомы, опухолей рака молочной железы и 
карциномы легких [95].  

 
CD36 
Антиген CD36 – мультилигандный глико-

протеиновый рецептор, связывающий TSP-1. Анти-
ген CD36 работает как транспортер и сенсор сво-
бодных жирных кислот. Он прокачивает в клетку 
большое количество факторов и участвует в про-
цессе интернализации и патогенезе различных ли-
попротеинов. Антиген CD36 является интегриро-
ванным в плазматическую мембрану белком с ММ 
88 кД и экспрессированным на различных клетках, 
включая тромбоциты, эритроциты, эндотелиальные 
и опухолевые клетки. Одной из хорошо изученных 

функций CD36 рецептора является ингибиция ан-
гиогенеза путем связывания TSP-1 TSP-2. После 
связывания рецепторов CD36 инициирует антиан-
гиогенный сигнальный путь в эндотелиальных 
клетках, приводящий к апоптозу. Связывание CD36 
с TSP рекрутирует протеинкиназы fyn, lyn, yes в 
CD36 комплекc. Результатом образовавшегося 
комплекса является активация киназ и инициация 
р38 сигнального пути протеинкиназы (МАРК), ак-
тивация эффекторной каспазы 3 и гибель клетки 
путем апоптоза. Рецепторы CD36, TSP-1 и VEGF 
расположены рядом на цитоплазматической мем-
бране и напрямую взаимодействубт друг с другом 
[82; 84; 115; 118].  

 
Тканевой фактор  
(TF. коагуляционный фактор III,  
тромбопластин, СD142) 
Тканевой фактор является первичным акти-

ватором каскада коагуляции в ответ на поврежде-
ние [73]. Кроме того, он играет роль прокоагулянт-
ного фактора и участвует в метастазировании опу-
холи. Активация каскада коагуляции приводит к 
образованию тромба, что наиболее связано с онко-
логией. Гиперкоагуляция присутствует в большин-
стве опухолей и участвует в опухолевом росте и 
метастазировании. У многих онкологических боль-
ных имеется гипергоагуляция, которая является 
серьезным осложнением, приводящем к тромбозу. 
Тканевой фактор регулируется в моноцитах, мак-
рофагах и эндотелиальных клетках с помощью рос-
товых факторов и цитокинов. 

 
Адгезионные молекулы интегрина  
и их роль в ангиогенезе 
Рецепторы адгезии интегрина – гетероген-

ные молекулы, которые обеспечивают взаимодей-
ствие клеток с матриксом [10–13; 22; 37]. Они 
влияют на клеточную миграцию, пролиферацию, 
дифференцировку и выживание [32–36; 46; 47; 53; 
83]. Через интегрины индуцируются основные сиг-
нальные пути, которые регулируют инвазию опу-
холевых клеток, метастазирование и усиление ан-
гиогенеза. Активация и повышение экспрессии не-
которых адгезионных молекул коррелирует с про-
грессией злокачественных опухолей [122; 128]. 
Миграция эндотелиальных клеток регулируется 
интегринами [68].  

Интегрины функционируют как молекулы, 
передающие сигналы от клетки к матриксу и на-
оборот. Два цитокиновых пути влияют на интег-
рин-зависимый ангиогенез. Первый индуцируется 
или FGF, или TNF-α, а второй инициируется фак-
тором роста эндотелия сосудов (VEGF) или транс-
формирующим фактором роста. Антагонисты ин-
тегринов исследуются на пригодность в терапии 
опухолей [71].  

Антитела, блокирующие связывание витро-
нектина и фибриногена, предотвращают адгезию, 
миграцию, пролиферацию и опосредованный ин-
тегринами клеточный сигналинг дозозависимым 
образом. В связи с тем, что интегрины регулируют 
ангиогенез, были получены человеческие монокло-
анльные антитела, названные CNNO 95.  

Предварительные результаты показали угне-
тение ангиогенеза и роста ксенотрансплантатов 
человеческой меланомы кожи у голых мышей.  

В I/II фазах клинических испытаний этих ан-
тител у больных меланомой кожи показано, что они 
блокируют ангиогенез, инвазию и метастазирова-
ние [113]. 
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Клинические аспекты неоангиогенеза 
Оценка ангиогенеза 
Оценка ангиогенеза рассматривается как один 

из самых успешных маркеров прогноза течения за-
болевания, наличия метастазов и чувствительности к 
противоопухолевой терапии. Клиническая значи-
мость определения количества сосудов в опухоли 
показана для новообразований различных типов. 
Обнаружена зависимость: чем выше плотность со-
судов, тем хуже прогноз у пациентов [88; 89].  

Широко используемым методом оценки ан-
гиогенеза опухоли является подсчет микрососудов в 
первичной опухоли с помощью специфических мар-
керов эндотелиальных клеток (VEGF, PDGF, VIII 
фактор, АГ CD31 и CD34, стандартная иммунопе-
роксидазная техника окраски сосудов [53; 61; 137]). 

Плотность микрососудов опухоли как про-
гностический маркер полностью отвечает требова-
нию по следующим причинам. 

1. Ангиогенез необходим для перехода от 
преинвазивной (карцинома in situ) к ин-
вазивной стадии первичной опухоли. 

2. В инвазивных опухолях, даже одинако-
вого гистологического типа, ангиогенная 
активность различается. По степени ан-
гиогенной активности больных можно 
разделить на ряд категорий. 

3. Плотность микрососудов опухоли не 
связана с экспрессией некоторых других 
молекулярно-биологических маркеров, 
включая р53, HER2/neu, EGFR. 

4. Высокая ангиогенная активность опухо-
ли способствует развитию местных и от-
даленных метастазов [126]. 

 
Ингибиция ангиогенеза 
Рациональная идеяо целесообразности раз-

работки средств и методов нарушения васкуляри-
зации опухолей, высказанная J. Folkman, легла в 
основу новых подходов к лечению рака, обозна-
ченных как антиангиогенная терапия. Эти принци-
пы привлекли многих исследователей к поиску но-
вых антиангиогенных препаратов. Ингибицию ан-
гиогенеза в опухоли можно вызвать несколькими 
способами: 

1. Нейтрализация ангиогенных факторов. 
Ингибиторы VEGF были первыми анти-
ангиогенными препаратами, которые 
показали перспективы и неудачи анти-
ангиогенной терапии.  

2. Ингибиция VEGF–рецептора. 
3. Блокада инициированного VEGF сиг-

нального пути ингибиторами тирозин 
киназ SU5416 и PTK787. 

4. Ингибиция матриксных металлопротеаз 
препаратами marimastat и prinomastat. 

5. Ингибиция адгезии эндотелиальных 
клеток (антитела Vitaxin против интег-
рина antiavb3). 

6. Ингибиция миграции эндотелиальных 
клеток интерфероном альфа. 

7. Ингибиция пролиферации эндотелиаль-
ных клеток (TNP-470, ангиостатин, эн-
достатин, ангинекс). 

Многие антиангиогеные препараты для ле-
чения злокачественных заболеваний хорошо про-
явили себя в опытах на экспериментальных живот-
ных, однако в клинике были получены разочаровы-
вающие результаты.  

В связи с этим является актуальным поиск 
новых ингибиторов неоангиогенеза [85]. 

В настоящее время в клинической практике 
используются и изучаются следующие перспектив-
ные препараты, которые направлены на вышеука-
занные пути ингибиции ангиогенеза: 

Бевацизумаб(Avastin) – гуманизированные 
моноклональные антитела применяются для лече-
ния колоректального рака, рака почки и рака лег-
ких.  

Эверолимус (Everolimus; Afinitir) – исполь-
зуется для лечения рака почки, астроцитомы и ней-
роэндокринных опухолей. 

Леналидомид (Lenalidomide; Revlimid) – ис-
пользуется для лечения хронического миелолейко-
за, миелодиспластического синдрома, множествен-
ной миеломы и мантильноклеточной лимфомы – 
проявляет антиангиогенную активность при этих 
опухолях.  

Пазопамид (Pazopamid, Votrient) – применя-
ется при лечении рака почки и саркомы мягких 
тканей. 

Рамусирумаб (Ramucirumab, Cyramza) – ис-
пользуется в терапии рака желудка и гастроэзофа-
гальной аденокарциномы. 

Сорафениб (Nexavar) – применяется при ра-
ке почки, раке печени и щитовидной железы. 

Сунитиниб (Sutent) – используется в лече-
нии рака почки, при нейроэндокринных опухолях и 
опухолях желудочно-кишечного тракта.  

Талидомид (Thalidomide, Thalimid) – поми-
мо иммуномоделирующего действия талидомид 
ингибирует активацию эндотелиальных клеток че-
рез VEGF, FGF-2 и другие рецепторы. У больных 
множественной миеломой талидомид угнетает сек-
рецию VEGF костно-мозговыми эндотелиальными 
клетками. Получены хорошие результаты при ле-
чении талидомидом рефрактерных больных множе-
ственной миеломой и раком предстательной желе-
зы. Кроме того, обнаружили, что талидомид инги-
бирует NFkB сигнальный путь, который играет 
важную роль при раке предстательной железы. 

Афлиберсепт/Aflibercept – является слив-
ным белком с гомологичными последовательно-
стями нативных VEGFR-1 и VEGFR-2 рецепторов и 
специфически связывается с некоторыми вариан-
тами VEGF. Клинические исследования препарата 
показали его эффективность в комбинации с ири-
нотеканом и 5-фторурацилом у больных метастати-
ческим колоректальным раком.  

Vandetanib – оральный ингибитор RET–
киназы, EGFR– и VGFR–сигнальных путей. Препа-
рат показал обнадеживающие результаты при раке 
молочной железы, немелкоклеточного рака легких. 

Cilengitide – ингибитор интегринов, продемон-
стрировал хорошие результаты при лечении глиобла-
стомы, рака молочной железы, немелкоклеточного 
рака легких. Препарат способен откреплять клетки от 
матрикса, снижает пролиферацию и рост клеток, бло-
кирует FAK-Src-Akt– и Erk–сигнальные пути. 

Ангиостатин и эндостатин. Эндогенные ин-
гибиторы ангиогенеза ангиостатин, плазмин и эндоста-
тин происходят из коллагена XVIII типа. Они исполь-
зуют для ингибиции ангиогенеза множество сигналь-
ных путей. Использование их в качестве ингибитора 
опухолевого ангиогенеза показало многообещающие 
результаты в опытах на мышах. Эндостатин известен 
также как ингибитор лимфоангиогенеза. Эндостатин 
ингибирует экспрессию VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D. 
Эндостар – рекомбинантный человеческий эндостатин. 
Он связывается с рецептором VEGF на сосудистых эпи-
телиальных клетках в опухоли и ингибирует опухоле-
вый ангиогенез, а также блокирует питание опухоли: 
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Pazopanib – По результатам I и II фазы кли-
нических испытаний заключили, что препарат дает 
хорошие результаты у больных раком почки. 

Neamine – эффективный ингибитор прогрес-
сии орального рака посредством ингибиции ангио-
генеза. Препарат также напрямую ингибирует про-
лиферацию опухолевых клеток. 

Кроме того, антиангиогенное действие обна-
ружили в экстрактах из некоторых лекарственных 
растений [39; 58; 59; 92; 109].  

Идет поиск химических соединений с анти-
ангиогенным эффектом [139]. 

Универсальным средством доставки проти-
воопухолевых препаратов к эндотелию сосудов 
являются иммунолипосомы. Моноклональные ан-
титела или лиганды, прикрепленные к поверхности 

липосом, специфически связываются с эндотели-
альными клетками и доставляют препарат в клетку 
[1, 3, 4, 7, 25, 42, 48, 64] 

 
Заключение 
 
40-летний опыт изучения неоангиогенеза и 

попытки лечения злокачественных опухолей анти-
ангиогенными препаратами показали, что возни-
кающая при лечении гипоксия в опухоли индуци-
рует новые факторы, стимулирующие ангиогенез и 
метастазирование.  

Стало ясно, что одними антиангиогенными 
препаратами добиться полного излечения опухоли 
невозможно; необходима комбинация с другими 
традиционными и новыми методами терапии. 
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тете он стал автором более десяти учебных пособий и более двадцати научных статей по урологии, подгото-
вил трех кандидатов медицинских наук, получил патент за изобретение «Метод криодеструкции опухоли 
предстательной железы». 

С 2001 по 2004 гг. возглавил им созданное отделение онкоурологии Казахского НИИоР. За время ра-
боты в НИИ он внедрил пластические операции при раке мочевого пузыря, расширенные операции и орга-
носохраняющие операции при раке почки. Впервые в Казахстане применил методы иммунотерапии при ра-
ке почки и мочевого пузыря, а также методы химической кастрации антиандрогенами в лечении рака пред-
стательной железы. Научные публикации проведенных исследований были освещены в отечественных и 
зарубежных журналах. В 2004 году опубликовал монографию «Диагностика и лечение рака предстательной 
железы», являющейся руководством для практических врачей, студентов и преподавателей. 

С 2004 по 2007 гг. работал профессором кафедры урологии Алматинского государственного институ-
та усовершенствования врачей (АГИУВ), одновременно деканом хирургического факультета. В 2004 году 
он открыл новый курс «Нейроурология», где совместно с врачами, профессорско-преподавательским соста-
вом кафедры урологии обсуждались и представлялись новые научные достижения по специальности. Он 
внедрил ряд нейрохирургических операций в области урологии. За проведение хирургической помощи па-
циентам с нейрогенным мочевым пузырем методом «Аутотрасплантация мочевого пузыря сегментом же-
лудка» он получил соответствующий патент на изобретение. 

В 2007 г. Управлением здравоохранения наш юбиляр был приглашен для оказания практической по-
мощи пациентам в г. Атырау, где с 2007 г. по 2008 г. работал заведующим отделением урологии областной 
больницы, одновременно являлся главным внештатным урологом области. Здесь им были внедрены ряд 
пластических операций на уретре у мужчин и женщин, разные современные операции при опухоли мочево-
го пузыря и почки. В связи с особенностями экологии данного региона им было изучено влияние экологии 
на мужскую репродуктивность, а также развитие мочекаменной болезни у местного населения. Научные 
исследования о влиянии нефтепродуктов и загрязненной природы на жителей региона были опубликованы в 
различных научных журналах Казахстана и России. 

В 2008 г. он был приглашен для оказания практической помощи в онкологический диспансер г. Аста-
ны, где работал профессором кафедры онкологии до дипломного образования, затем заведующим курсом 
онкологии кафедры хирургических болезней № 2 последипломного образования АО «Медицинский Уни-
верситет Астана». За этот период работы им были проведены международные мастер-классы, опубликованы 
статьи по разным тематикам в онкологии и организации здравоохранения. 

В октябре 2011 г. был назначен главным врачом городской инфекционной больницы г. Астаны. 
Наряду с управленческой и практической деятельностью он продолжает научную деятельность в ин-

фекционной больнице, является разработчиком и автором ряда научных статей о влиянии инфекции на раз-
витие онкологических заболеваний, которые были опубликованы в ведущих медицинских журналах Рес-
публики Казахстан. 

Награжден грамотами градоначальника г.Астаны за успешный менеджмент в 2012 – 2013 гг. Государ-
ственное казенное коммунальное предприятие «Городская инфекционная больница» г. Астаны в 2014г. по 
результатам Национального бизнес-рейтинга по программе «Общегосударственная Республиканская Рей-
тинговая программа награждения предприятий-лидеров экономики Казахстана» определена как «Лидер От-
расли 2014», на основании данных национального статистического ранжирования заняла 2-е место в Рес-
публике Казахстан, 1-е место в г.Астана. Коллектив больницы под его руководством получил сертификат 
«Лидер отрасли 2014», Золотой знак «Лидера отрасли 2014», а он, как руководитель, награжден орденом 
«Звезда Славы. Экономика Казахстана» (единственный выпуск в Республике Казахстан) как свидетельство 
признания личного вклада в развитие экономики страны.  

Коллективы городской инфекционной больницы, онкологического диспансера, кафедры онкологии, 
инфекционных болезней, хирургических болезней №2 медицинского университета Астаны, кафедры уроло-
гии АГИУВ и Западно-Казахстанского Государственного медицинского университета им. Марата Оспанова 
сердечно поздравляют Ж.Д. Жумагазина с 60-летием, желают крепкого здоровья, дальнейших творческих 
успехов в работе врача, ученого, педагога, новатора, руководителя, а в семейной жизни – замечательного 
папы и дедушки! 



Рисунки к статье И.С. Брюховецкого и соавт. 
МИГРАЦИЯ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА  
К КЛЕТКАМ ГЛИОБЛАСТОМЫ ЛИНИИ U87 IN VITRO  
 

    

Рис. 3. Гемопоэтические CD 34+ стволовые 
клетки в культуре. Окраска CellTracker™ Red 
CMTPX. Конфокальная лазерная сканирующая 
микроскопия, флуоресценция при воздействии 
лазера с λ 546 нм, ув. об.: × 10. 

Рис. 2. Клетки глиобластомы человека линии 
U87 в культуре. Окраска Vybrant® CFDA SE 
Cell Tracer. Конфокальная лазерная сканирую-
щая микроскопия, флуоресценция при воздейст-
вии лазера с λ 488 нм, ув. об.: × 10. 

 
 
 
 
 

         

Рис. 4. Формирование гемопоэтическими стволо-
выми клетками вала по периметру культуральной 
вставки содержащей клетки глиобластомы. Окра-
ска CellTracker™ Red CMTPX. Конфокальная ла-
зерная сканирующая микроскопия, флуоресценция 
при воздействии лазера с λ 546 нм, ув. об.: × 10. 

 
Рисунки к статье И.С. Брюховецкого и соавт. 
ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ ПРЕПАРАТА СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК  
В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VIVO ПОСЛЕ КУРСА ХИМИОТЕРАПИИ  
НА МОДЕЛИ ГЛИОБЛАСТОМЫ У КРЫС  
 

       
 
 
 

  
 
 

Рис. 2. Участок инвазивного 
роста глиомы С6. Окраска тол-
луидиновым синим ×20. Видна 
размытость границ опухоли, 
участок инвазии и инфильтра-
ция неопластическими элемен-
тами мозгового вещества. 

Рис. 3. Зона центрального некроза глио-
мы С6. Окраска по методу И.В. Викто-
рова. Ацидофильные клетки избира-
тельно окрашиваются в гранатовый 
цвет ×10. 

Рис. 4. Узел глиомы С6 в головном моз-
ге крысы. Клетки окрашены Vybrant® 
CFDASE Cell Tracer. Система LSM T-
PMT Carl Zeiss Aim-system, лазер (λ 488 
nm) × 20. 

   



          
 
 

Рис. 7. Миграция трансплантированных клеток 
из зоны введения в направлении неопластиче-
ского узла. Окраска флуоресцентным трейсе-

Рис. 8. Red CMTPX – позитивные элементы 
клеточного препарата (лазерная флуоресценция  λ 650 nm, красный) в паренхиме опухоли и тка-

 II 

 

 

 

 
Рисунки к статье С.С. Брусова и соавт. 
НОВЫЙ КАТИОННЫЙ ПУРПУРИНИМИД  
ДЛЯ ФОТОДИНАМИЧЕСКОЙ ИНАКТИВАЦИИ БИОПЛЕНОК PSEUDOMONAS AERUGINOSA 
 
 
 

 
 
 
Рис. 4. Флуоресцентные микрофотографии биопленок бактерий Ps. aeruginosa 32:  

А – интактный контроль; 
В – после инкубации с фотосенсибилизатором (концентрация 0,5 мМ) без облучения; 
С – после инкубации с фотосенсибилизатором (концентрация 0,5 мМ) с облучением дозой 36 Дж/см2. Увеличение 600×. 

 
 

ром Red CMTPX, Система визуализации Carl 
Zeiss LSM 710, лазер (λ 650 nm) × 20. 
 

нях прилежащих к опухолевому узлу образо-
ванному CFDA SE- позитивными клетками 
глиомы С6 (лазерная флуоресценция λ 488 nm, 
зеленый) × 20. 
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