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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

Злокачественные новообразования являются одной из основных причин 

смерти в России и в мире. В связи с этим повышение эффективности лечения 

онкологических больных остается актуальной проблемой. В настоящее время 

можно выделить два основных подхода для решения проблемы лечения этой 

группы заболеваний. Первый – это поиск новых противоопухолевых препаратов. 

Второй – разработка новых схем комбинированного использования уже 

существующих фармакологических препаратов. Первый подход подразумевает 

проведение первичного скрининга сотен и тысяч соединений, чтобы среди них 

обнаружить вещества с уникальной противоопухолевой активностью. Второй 

подход требует детального знания механизмов действия известных 

лекарственных препаратов, их фармакокинетики, чтобы, используя как свойства 

самих препаратов, так и их взаимное действие на злокачественно 

трансформированную клетку, нанести опухоли максимальное повреждение. 

Одним из препаратов, который уже нашел применение в онкологической 

практике, является метронидазол. Исходно метронидазол (МТ) использовался как 

противопаразитарный и противомикробный препарат. Эти же его свойства 

используются и при лечении сопутствующих инфекционных заболеваний у 

онкологических больных совместно с антибиотиками [34]. Противоинфекционное 

действие МТ использовали для эрадикации Helicobacter pylori. МТ в ряде случаев 

используют на фоне введения цитостатиков, т.к. современная химиотерапия 

обладает выраженным иммуносупрессивным действием, что приводит к 

повышению риска инфекционных осложнений у онкологических больных [4]. В 

таких случаях часто отмечают резкое увеличение токсического воздействия 

цитостатических препаратов, которое приводит к необходимости прерывать 

начатое лечение [20]. Вероятно, что в данном случае речь идет о взаимном 

влиянии препаратов на метаболизм друг друга. Наличие такой клинической 

проблемы требует экспериментального обоснования оптимизации использования 
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комбинации МТ с цитостатиками. В научной литературе данные, которые 

позволили бы выработать рекомендации по эффективному использованию 

комбинации рассматриваемый лекарственных средств для лечения 

онкологических больных, отсутствуют. Поскольку использование всех этих 

препаратов в лечебном цикле является необходимым, то важно понять, каковы 

должны быть временные интервалы между ними для минимизации влияния на 

метаболизм друг друга. 

Изучение метаболизма МТ позволило установить, что он обладает 

свойствами миметика кислорода. Данное свойство МТ нашло применение в 

клинической онкологии, в частности в его сочетании с лучевыми методами 

лечения злокачественных заболеваний [5, 7, 8]. Известно, что эффективность 

лучевого поражения клеток возрастает, если в этих клетках высокое парциальное 

давление кислорода. Справедливо также обратное утверждение, что на фоне 

гипоксии цитопатогенное действие радиации уменьшается. МТ обладает 

нейропатогенным действием. Причем это нейропатогенное действие напрямую 

зависит от дозы препарата. Поэтому большие дозы препарата, которые 

необходимы для его радиосенсибилизирующего действия, могут давать 

нежелательные побочные осложнения. Таким образом, независимо от цели 

использования МТ в онкологии - как противоинфекционного препарата или как 

радиосенсибилизатора - возникает один и тот же вопрос: как этот препарат будет 

влиять на эффективность химиотерапевтических препаратов и лучевой терапии 

при лечении злокачественных опухолей у больных.  

Основными вопросами при изучении фармакологического действия 

совместного действия препаратов, являются влияние комбинации на токсичность 

и противоопухолевый эффект, а также на преодоление устойчивости опухоли к 

цитостатику. Например, если токсичность комбинации препаратов 

сопровождается увеличением эффективности их воздействия на опухоль, то есть 

смысл в использовании такой комбинации в лечебном процессе. Если же 

увеличение токсичности комбинации не сопровождается возрастанием ее 

терапевтической эффективности, то эту комбинацию не рекомендуется 
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использовать в клинической практике. Если комбинация препаратов позволяет 

преодолевать исходную (индуцированную) резистентность опухоли к 

цитостатику, то она также должна использоваться в онкологии. Для ответа на эти 

вопросы необходимо провести соответствующие исследования в эксперименте на 

перевиваемых опухолях на животных и в системе in vitro. При работе на 

экспериментальных животных целесообразно изучить токсическое и лечебное 

действие комбинации МТ и цитостатика, сделать вывод об эффективности такой 

комбинации, а также дать рекомендации по их совместному использованию в 

клинике. При работе в системе in vitro важно оценить эффективную 

цитотоксическую концентрацию как одного цитостастатика, так и его 

комбинации с МТ. Данное исследование позволит ответить на вопрос о 

возможности преодоления резистентности опухолевых клеток к 

противоопухолевому препарату и об увеличении его терапевтической 

эффективности. Такое исследование целесообразно провести с использованием 

сигнальных опухолевых моделей, которые отличаются высокой агрессивностью и 

имеют общие биохимические черты с соответствующими опухолями человека. 

Степень разработанности темы 

Несмотря на достаточно большое количество работ по изучению 

противоинфекционных эффектов МТ а и его применения в клинической практике 

онкологии, остается не решенным вопрос о влиянии препарата 

противоопухолевую активность и токсические свойства цитостатиков. 

Отсутствуют также оптимальные подходы для количественной оценки 

оптимальных радиосенсибилизирующих концентраций в опухоли для 

последующей радиотерапии. Методы применения МТ для лечения 

онкологических больных рассматривались в работах Голдобенко Г.В., Кныша 

В.И. и соавторов [11, 20]. В зарубежной литературе клиническая эффективность и 

побочных эффектов МТ исследовалась в работе Furukawa S. с соавторами [44]. 
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Цель исследования  

Исследование влияния метронидазола на биологическую активность 

противоопухолевых цитостатиков. 

Задачи исследования 

1. Изучить влияние метронидазола на противоопухолевую активность 5-

фторурацила и доксорубицина у экспериментальных животных 

2. Исследовать влияние метронидазола на способность 5-фторурацила и 

доксорубицина преодолевать устойчивость опухолевых клеток в системе in vitro. 

3. Оценить влияние метронидазола на токсичность 5-фторурацила и 

доксорубицина. 

4. Разработать метод количественного определения метронидазола в 

нормальных и опухолевых тканях онкологических больных. 

5. Определить содержание метронидазола в опухолевых тканях 

онкологических больных при аппликационном воздействия. 

Методы и методология и исследования 

При проведении работы были использованы методы экспериментальной 

онкологии и токсикологии. Для оценки влияния препаратов на жизнеспособность 

опухолевых клеток применяли методы световой микроскопии и цитотоксический 

тест. Для отработки метода определения МТ в крови пациентов использованы 

методы колоночной хроматографии, спектрофотомерии, электрофорез и 

протеомный анализ.  

Научная новизна  

Впервые проведено исследование концентрации МТ в опухолях человека 

при местном применении. Показана возможность достижения необходимых 

радиосенсибилизирующих концентраций препарата при применении 

биополимерной композиции, содержащей МТ. 
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Впервые изучено изменение токсического и противоопухолевого действия 

доксорубицина и 5-фторурацила на фоне введения МТ у экспериментальных 

животных.  

Впервые показано, что увеличение токсического действия цитостатиков у 

мышей на фоне введения МТ нивелируется, если интервал между введениями 

препаратов составляет более 4 часов или более 3 периодов полуэлиминации МТ.  

Получены новые данные о цитотоксической активности комбинации МТ и 

цитостатиков по отношению к опухолевым клеткам in vitro. 

Теоретическая и практическая значимость 

Представленные данные расширяют представления о влиянии МТ на 

метаболизм цитостатиков и могут быть использованы для повышения 

эффективности и снижения токсичности методов противоопухолевой терапии. 

Отработан метод количественной оценки содержания МТ в биоматериалах. 

Обоснованы оптимальные режимы местного применения МТ-содержащей 

композиции для достижения радиосенсибилизирующей концентрации препарата в 

опухоли толстой кишки. Полученные результата использованы в разработке 

метода комплексного лечения больных раком толстой кишки. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Токсическое действие МТ в сочетании с цитостатиками зависит от 

интервала между введением этих препаратов. Введение МТ за 20 мин -1 ч 

характеризовалось повышением летальности; при увеличении интервала введения 

препаратов до 2 ч. не отмечалось достоверного увеличения летальности 

животных, однако зарегистрирована лейкопения и снижение массы тела. Эффект 

усиления токсичности композиции нивелировался только при введении МТ за 4 ч 

до цитостатика.  

2. Комбинация МТ и цитостатиков существенно не влияет на 

противоопухолевую активность химиопрепатов, и приводит к усилению 

токсического эффекта, поэтому при совместном применении МТ и 

химиопрепаратов интервал между их введениями должен составлять не менее 4 ч. 
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3. Разработанная методика определения концентрации МТ в 

биологических материалах позволила определить оптимальные режимы 

аппликации препарата, позволяющие достичь эффективной 

радиосенсибилизирующей концентрации препарат в опухоли пациентов.  

Степень достоверности и апробацию результатов 

Достоверность результатов диссертационного исследования подтверждается 

достаточным количеством наблюдений. Анализ данных проведен на большой 

выборке лабораторных животных и больных, достаточной для выбранных 

методов математического анализа. Сформулированные в тексте диссертации 

научные положения, выводы основаны на фактических данных, 

продемонстрированных в приведенных таблицах и рисунках. Статистический 

анализ и интерпретация полученных результатов проведены с использованием 

современных методов обработки информации.  

Основные результаты исследования доложены и обсуждены на Научно-

практической конференциях с международным участием «Новые отечественные 

противоопухолевые препараты» в 2016 г. и 2017 г. и межлабораторной 

конференции НИИ экспериментальной диагностики и терапии опухолей ФГБУ 

«НМИЦ онкологии им. Н.Н.  Блохина» Минздрава России.  
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ГЛАВА I. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Общие сведения о препарате 

Метронидазол (МТ) известен как антипаразитарный и антибактериальный 

препарат, эффективно используемый при лечении грамм-отрицательных 

анаэробных инфекций, а также являющийся предпочтительным препаратом при 

лечении инфекций, вызванных бактериями fragilis и простейшими [28, 52]. 

Представляет собой 1-(в-гидроксиэтил)-2-метил-5-нитроимидазол. Препарат 

имеет следующую структурную формулу (Рисунок1). 

 

Рисунок 1 – Структурная формула метронидазола 

 

Препарат стабилен при комнатной температуре, имеет белый цвет со 

слабым желтоватым оттенком и легким запахом [31]. Препарат растворим в воде 

(до 10 г/л), этаноле, эфире, хлороформе. Данные свойства МТ важны для 

разработки метода выделения его из исследуемых тканей с последующим его 

количественным измерением. 

МТ выпускается в разнообразных лекарственных формах: таблетки, раствор 

для инъекций и для местного использования в виде аппликаций [28, 30]. Для 

лечения бактериальных инфекций рекомендован режим перорального приема по 

525 мг каждые 6 часов в течение 7 дней. Для лечения трихомонадной инфекции 

МТ принимается перорально в дозе 250 мг три раза в день также в течение 7 дней 

или по 1 – 2 г дважды в день. При внутривенном введении при лечении 

бактериальной инфекции обычно используется режим 15 мг/кг веса тела в первый 

день. В последующие дни в дозе 7,5 мг/кг каждые 6 часов в течение 7 дней. От 60 
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до 80% введенной дозы препарата выводится с мочой, как в виде исходного 

препарата, так и в виде метаболитов в основном с окисленными боковыми 

алифатическими группами (гидроксиметил и ацетильной группой). 

Регистрируются также метаболиты МТ в виде конъюгатов с глюкуроновой 

кислотой. С нашей точки зрения, тот факт, что препарат подвергается окислению 

ферментными системами печени, очень важен и будет подробно проанализирован 

нами ниже. Примерно 20% препарата циркулирует в сыворотке крови в связанном 

с белками виде [34]. Препарат проникает через гематоэнцефалический барьер, и 

определяется в слюне, грудном молоке и даже в гнойном содержимом абсцессов 

печени. 

При пероральном приеме препарата пик его концентрации в сыворотке 

крови наблюдается через 1 – 2 часа. Максимальная концентрация препарата в 

сыворотке крови может достигать 40 мкг/л. Важно, отметить, что при одной и той 

же дозе препарата его концентрация в сыворотке крови женщин будет достоверно 

выше, чем концентрация МТ в сыворотке крови мужчин [2]. 

1.2. Особенности метаболизма МТ в организме человека и животных 

МТ, как и любой другой препарат, может обладать летальной активностью 

для людей с некоторыми генетическими особенностями метаболизма. С нашей 

точки зрения, эту группу пациентов необходимо обязательно упомянуть для того, 

чтобы у врачей, использующих в своей практике МТ, была бы настороженность в 

его использовании [91]. Синдром Cockayne является редким генетическим 

отклонением, характеризуемым маленьким ростом, отставанием в 

интеллектуальном развитии и ускоренным патологическим старением. Авторами 

было идентифицировано 8 случаев острой печеночной недостаточности на фоне 

приема МТ (8% от всех пациентов больницы), 3 из которых были фатальными. 

Интервал между начальным приемом и смертью составлял 6-11 дней. У двух из 

этих пациентов были отмечены неврологические симптомы. Врачи рекомендуют, 

чтобы синдром Cockayne считали абсолютным противопоказанием к 

использованию МТ [91]. 
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Ранее упоминалось, что при метаболизме МТ происходит окисление 

боковых алифатических групп препарата. Известно, что такое окисление 

происходит в печени. Поэтому при заболеваниях печени метаболизм препарата 

замедляется, что приводит к его накоплению в плазме крови и биологических 

жидкостях. Конечно, больные с заболеваниями печени, как правило, осведомлены 

о необходимости коррекции доз многих препаратов. Поэтому их передозировки 

не происходит, и эту ситуацию можно рассматривать как частный случай. Другая 

ситуация, которая имеет тотальный характер, - это одновременный метаболизм 

нескольких фармакологических препаратов в ферментных системах печени. В 

этом случае препараты могут или ускорять, или замедлять метаболизм друг друга 

[67]. 

Введение препаратов, которые стимулируют микросомальные ферменты 

печени, приводит к тому, что препараты разрушаются организмом быстрее, и их 

лечебное действие снижается. Особенно это актуально в случае 

противоопухолевых препаратов. В частности, в работе Т.А. Богуш и соавт. 

показано, что лечебное действие противоопухолевых препаратов (доксорубицин, 

рубомицин, карминомицин, винкристин, винбластин, циклофосфан, митомицин 

С, блеомицин, блеоцин, проспидин и др.) у мышей, предварительно получивших 

фенобарбитал, было достоверно ниже, чем противоопухолевое действие этих же 

препаратов у мышей с опухолью, не получавших индуктора микросомальных 

ферментов печени [9]. 

Подобные эффекты увеличения активности ферментных систем печени с 

потерей фармакологического действия МТ были неоднократно описаны в 

клинике. Например, 57-летний пациент с рецидивирующим заболеванием 

кишечника, вызванным Clostridium и выражающемся тяжелым энтероколитом, 

нуждался в системном лечении антибактериальным препаратом. Лечение 

пациента МТ со временем стало неэффективным. Потеря эффективности МТ 

наблюдалась на фоне резкого увеличения активности ферментов печени. Авторы 

приводят данные, что активность аланин-аминотрансферазы возросла до 371 U/L, 

а аспартат- аминотрасферазы - до 203 U/L. Ранее отмечалось, что при введении 
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фармакологических препаратов происходит увеличение активности не одного 

фермента, а многих ферментных систем печени. И результатом увеличения 

активности данных ферментов будет снижение эффективности не только этих, но 

и других препаратов. Авторы нашли решение проблемы снижения эффективности 

лечения в назначении ванкомицина пятикратно (с дозами от 125 до 500 мг/день) 

[39]. Такой прерывистый курс приема препаратов, как правило, не активирует 

ферментные системы печени.  

Следует отметить, что возможна и противоположная ситуация, когда 

одновременное воздействие двух веществ на ферментные системы печени 

приводит к взаимной блокировке их метаболизма. Следствием такой блокировки 

будет существенное уменьшение их разрушения с последующим возрастанием 

токсичности. В литературе описан случай с летальным исходом при применении 

МТ у пациента употреблявшего этанол [41]. МТ был рекомендован как 

антибактериальное вещество, одно из выраженных побочных действий которого 

может возникнуть, если пациенты употребляют спиртосодержащие напитки. 

Результатом взаимодействия МТ и этанола может быть накопление ацетальдегида 

в крови. Ацетальдегид является гепатотоксичным, кардиотоксичным и 

аритмогенным веществом. В описанном случае летального исхода 31-летней 

женщины, принимавшей МТ совместно с этанолом, анализ выявил повышение 

концентрации этанола сыворотки (162 mg/d), ацетальдегид (4.6 mg/d), и МТ (0.42 

mg/L). Причиной смерти, как сообщили авторы исследования, была сердечная 

аритмия из-за токсичности ацетальдегида, окисление которого до уксусной 

кислоты было заблокировано МТ, алифатические группы которого также 

окислялись в этой ферментной системе [41].  

Факторы, которые могут влиять на метаболизм препаратов и их токсическое 

и лечебное действие, весьма разнообразны. Тем не менее, их необходимо знать и 

максимально учитывать для того, чтобы избежать увеличения токсичности 

препаратов. Одним из таких уникальных факторов, которые могут влиять на 

фармакодинамику препаратов, является кишечная флора. Препарат Sorivudine, 1-

бетта-D-арабинофуранозил-5-(E) под действием флоры кишечника превращается 
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в (2-бромвинил)-урацил (BVU), который является мощным средством против 

вируса опоясывающего лишая, ветряной оспы и вируса простого герпеса 1 типа. 

Однако Sorivudine не должен использоваться в комбинации с цитостатиками, 

такими как 5-фтороурацил, потому что BVU блокирует деградацию 5-

фтороурацила, приводя к его накоплению в крови и отмеченному повышению 

токсичности последнего. Sorivudine трансформируется в BVU под действием 

фосфоролитических ферментов бактерий, распределение активности которых у 

крыс было исследовано авторами [58]. Высокая их активность была найдена в 

толстом кишечнике и в кишечном содержимом, в то время как очень низкая 

активность или полное ее отсутствие было зафиксировано в печени, почках, 

желудке, слепой кишке. Эти результаты предполагают, что кишечная микрофлора 

играет важную роль в производстве BVU. Поэтому авторы измерили активность 

фосфорилазы в гомогенатах, полученных из 23 аэробов, 16 анаэробов и грибов. У 

бактероидных разновидностей B. vulgatus, B. thetaiotaomicron, B. fragilis, B. 

uniformis и B. eggerthii, доминирующих среди кишечной микрофлоры, была 

высокая активность этого фермента, чтобы преобразовать Sorivudine в BVU. 

Чтобы объяснить вклад кишечной микрофлоры в трансформацию BVU в 

естественных условиях, авторы дали Sorivudine крысам на фоне нескольких 

антибиотиков и измерили концентрацию BVU в сыворотке крыс. Когда Sorivudine 

был дан крысам совместно с ампициллином или смесью бацитрацина, неомицина 

и стрептомицина, который сокращал число жизнеспособных аэробов и анаэробов, 

BVU определялся в сыворотке в низкой концентрации. МТ также снижал 

концентрацию BVU в сыворотке крыс из-за сокращения числа кишечных 

анаэробов. Напротив, концентрация BVU в сыворотке крыс увеличивалась на 

фоне приема канамицина, который использовался для сокращения числа аэробов, 

и была выше, чем в контрольной группе крыс. Эти результаты позволили авторам 

утверждать, что BVU трансформируется из Sorivudine под действием кишечных 

анаэробных бактерий, присутствующих в кишечнике в естественных условиях, 

особенно разновидности Bacteroides [58]. 
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Без преувеличения можно сказать, что генотоксическая активность МТ 

является одним из самых опасных побочных действий препарата. Чтобы оценить 

значение этой активности МТ проводятся разнообразные исследования не только 

на мышах, но и на других видах животных. Так, влияние однократной дозы МТ на 

генотоксичность препарата была изучена на кошках. Кошки получали МТ 

внутривенно в дозе 5мг/кг или перорально в дозе 20мг/кг в виде метронидазол 

бензоата (12,4 мг/кг в пересчете на чистое вещество) однократно. Внутривенная 

концентрация МТ в сыворотке крови кошек достигала 8,84 мкг/мл через 3,6 мин 

при внутривенном введении и 5,4 мкг/мл с пиком через 2,9 часа при пероральном 

введении. Токсичность препарата оценивали в разные сроки на ядрах лейкоцитов 

периферической крови. Было выявлено разрушение ДНК в ядрах лейкоцитов. 

Генотоксичность МТ была выявлена при всех путях введения и наблюдалась еще 

по крайней мере 6 дней после введения препарата. In vitro генотоксичность МТ 

оценивали на клетках кошачьей линии T-клеточной-лимфомы, которые 

инкубировали с МТ в течение 7 дней. Также было выявлено разрушение ДНК. 

Концентрации МТ in vivo и in vitro оценивали методом ВЭЖХ [72].  

Тем не менее, не исключено, что генная токсичность МТ на клетки человека 

может быть ниже, чем у бактерий. Авторы исследования исходили из того факта, 

что мутагенность МТ ранее показали в различных прокариотических , но не в 

эукариотических системах. Цель их исследования состояла в том, чтобы 

определить мутагенные и цитостатические эффекты МТ при концентрациях 

препарата, которые встречаются в плазме крови людей. В этом исследовании они 

оценили мутагенность и цитотоксичность МТ в культуре человеческих 

лимфоцитов периферической крови. Дозы были отобраны согласно концентрации 

препарата в плазме крови людей. Анализ провели по митотическому индексу 

(МИ), индексу ответа (RI) и обмену в сестринских хроматидах. Статистическую 

обработку полученных результатов проводили с помощью теста дисперсионного 

анализа. Достоверное уменьшение (p <0.001) МИ и RI, так же, как и увеличении 

частоты обмена в сестринских хроматидах (p <0.001) наблюдалось по сравнению 

с клетками культуры контроля. Полученные результаты указывают, что 
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генотоксический и цитостатический эффект МТ в культурах человеческих 

лимфоцитов периферической крови наблюдается при концентрациях немного 

выше, чем терапевтические концентрации МТ [40]. 

Показано также, что генная токсичность МТ может быть связана с его 

метаболической активацией. Цель этой работы состояла в том, чтобы исследовать 

цитогенетический эффект трех аналогов МТ на человеческие культуры 

лимфоцитов периферической крови с и без метаболической активации in vitro, 

используя тест обмена в сестринских хроматидах. Генную токсичность аналогов 

сравнивали с активностью МТ. Эффект оценивали по МИ, RI и по 

цитостатическому эффекту. Частота обмена в сестринских хроматидах с и без 

метаболической активации в опыте и в лимфоцитах контроля не показали 

достоверных статистических различий. Однако отмечено существенное 

увеличение пролиферации и митотической активности при метаболической 

активации [46]. 

Использование МТ постоянно подвергается сомнению ввиду его 

мутагенности у бактерий и канцерогенности у мышей. Было выполнено 

генотоксичное исследование, в котором в качестве критериев токсичности 

использовали увеличение клеточного деления и частоты обменов в сестринских 

хроматидах в человеческих лимфоцитах периферической крови, полученных от 

12 доноров. Использовались только терапевтические дозы МТ. Не было отмечено 

достоверного изменения МИ, за исключением трех доноров, которые ранее 

получали лечение (подробности не сообщаются). Увеличения обмена в 

сестринских хроматидах также обнаружено не было. Авторы не исключают 

иммуностимулирующего действия МТ. С нашей точки зрения, данная работа 

важна, так как показывает существование индивидуальных реакций на препарат 

примерно у 25% людей (у 3 из 12 доноро[41].  

В литературе обсуждаются подходы к снижению мутагенности препаратов 

вообще и МТ в частности. Мутагенность и канцерогенность МТ связывают с 

формированием опасных промежуточных соединений, которые образуют 

радикальные формы, полученные в процессе восстановления нитросоединений. С 
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тех пор как было обнаружено, что диметилсульфоксид (ДМСО), "универсальный" 

растворитель, может подавить свободные радикалы в пробирке, было предложено 

использовать ДМСО в качестве антимутагенного препарата, чтобы он мог бы 

защитить организм, подавляя свободные радикалы в естественных условиях. В 

данном исследовании оценили способность ДМСО, который вводился совместно 

с МТ в кровь животного, для профилактики органоспецифической мутагенности 

МТ в естественных условиях. ДМСО, используемый в качестве растворителя, 

показал уменьшение на 20-30% частоты возникновения мутаций от МТ. 

Профилактическое использование ДМСО также вызывало подавление 

органоспецифической мутагенности МТ. Однако было зафиксировано увеличения 

частоты мутации в результате повышения мутагенности МТ в почке. Защитный 

эффект ДМСО был связан с уменьшением активности цитохрома NADPH (P450) 

редуктазы в печени, почке, и в меньшей степени в микросомах легкого по 

сравнению с контрольными животными. Снижение мутагенной активности может 

быть связано с подавлением образования радикальных метаболитов МТ. Однако 

изменения в активности редуктазы под действием ДМСО могут затронуть общий 

метаболизм МТ с последующим изменением структуры его метаболитов и 

образованием метаболитов с мутагенной активностью [50]. 

В настоящем исследовании изучалась генотоксическая активность МТ на 

эмбриональные ткани. В частности, чтобы оценить возможные генотоксичные 

эффекты МТ использовали эмбрион хомяка. Беременные золотые сирийские 

хомяки получали с едой МТ в дозах в пределах от 200 мг/кг до 900 мг/кг в дни 11 

и 12 их беременности. Была проведена морфология эмбриональных клеток, 

полученных из опытных и контрольных животных в системе invitro. Были 

выявлены признаки малигнизации клеток. Чтобы далее оценить значение 

обнаруженных в системе in vitro признаков малигнизации, клетки от массовой 

культуры были проверены на их способность к росту на мягком агаре. 

Контрольные клетки обрабатывали препаратом диэтил нитрозамин (канцероген). 

Клетки перевивались хомячкам и мышам nude. Обнаружили, что эмбриональные 

клетки, которые были выделены из животных, получивших МТ в дозе 200 мг/кг, 
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давали фибросаркому у мышей, но не давали опухоли у хомяков. Эмбриональные 

клетки, которые были получены от животных, получивших 900 мг/кг, давали рост 

опухоли и у хомяков, и у мышей. Исследователи приходят к заключению, что МТ 

способен к вертикальной передаче генотоксичного потенциала к зародышу [45]. 

В следующем исследовании авторы поставили своей целью рассмотреть 

имеющиеся доказательства связи между приемом МТ во время беременности и 

риском преждевременных родов и развития врожденных дефектов плода. В 

исследовании использовались данные от MEDLINE и базы данных EMBASE. 

Были выбраны исследования, изданные на английском или французском языке 

между 1964 и 2012 гг. В работу включены 17 исследований, расследующих связь 

между приемом перорального МТ и риском преждевременных родов, из которых 

12 были рандомизированные клинические исследования. На фоне 

антибактериальной терапии была отмечена вероятность преждевременных родов. 

Кроме того, было проанализировано 13 исследований, посвященных 

исследованию связи между приемом МТ беременными женщинами и развитием 

врожденных дефектов. Никакого тератогенного действия МТ зафиксировано не 

было. Авторы считают, что исследования в этом направлении необходимо 

продолжить, так как, по их мнению, существенное значение на срок 

преждевременных родов могут иметь сроки, на которых беременные получали 

МТ [.  

Способность МТ предотвращать развитие рака желудка описано группой 

авторов. Инфекция H. pylori вызывает гастрит, язвенные болезни и рак желудка. 

Уничтожение H. pylori предотвращает развитие гастрита и язвы желудка, но до 

какой степени подавление этой инфекции предотвращает рак, остается 

неизвестным, особенно если уже развилась метаплазия кишечника. Мыши не 

заболевают раком, но мыши, которые были инфицированы H. pylori могут 

столкнуться с развитием гастрита и язвы желудка. Авторы заразили H. pylori 

штамм p27 мышей в 6-8 недельном возрасте. Часть мышей поучила 

антибактериальную (омепразол, МТ и кларитромицин) "рано" (через 15 недель 

после инфицирования), или "поздно" (через 45 недель после инфицирования). 
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Через 70 недель мыши были подвергнуты эвтаназии для определения H. pylori, 

гистопатологии и цитокин/хемокин исследования. Инфицированные мыши, не 

получавшие антибиотики, имели повреждения слизистой желудка, тогда как те, 

которые получали антибиотики, таких повреждений не имели [94]. 

1.3. Влияние МТ на фармакологическую активность других  

препаратов in vivo 

В настоящем разделе исследовано влияние МТ на противоопухолевую 

активность других противоопухолевых цитостатиков. Данные о совместном 

применении МТ в комбинированной терапии онкологических заболеваний 

многочисленны [12-14]. 

24-летний пациент получал обычную иммуносупрессивную терапию, 

связанную с пересадкой почки. Доза препарата (такролим) составляла 4 мг два 

раза в день. При данном режиме приёма препарата в течение 2 месяцев его 

концентрация в сыворотке крови составляла 7–10 нг/мл сыворотки крови. В связи 

с клинической необходимостью (у пациента в кале обнаружили Clostridium) ему 

была назначена терапия МТ по 500 мг 4 раза ежедневно. Через 4 дня после начала 

приема МТ максимальная концентрация иммунодепрессанта возросла до 26,3 

нг/мл сыворотки крови. Параллельно было отмечено увеличение уровня 

креатинина в сыворотке крови (1,6-1,8 мг/дл сыворотки крови). В результате 

подбора доза препарата была снижена в 4 раза (1 мг два раза в день). Спустя два 

дня после прекращения приема МТ отмечено снижение концентрация такролима 

до 9,4 нг/мл сыворотки крови и креатинина до 2,3 мг/дл сыворотки крови. В 

последующие дни, чтобы сохранить эффективную концентрацию 

иммунодепрессанта в сыворотке крови, его суточную дозу увеличили до 3 мг два 

раза в день. В обсуждении авторы связывают такую реакцию пациента с влиянием 

МТ на микросомальный фермент CYP3A4 и, возможно, на P-гликопротеин. 

Авторы делают вывод, что совместное применение такролима с МТ может 

привести к увеличению концентрации такролима в сыворотке крови и к 

увеличению его токсичности. Практики должны знать об этом потенциальном 
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взаимодействии и контролировать концентрации иммунодепрессанта и почечную 

функцию [61]. К сожалению, в данной работе не исследовано воздействие 

такролима на МТ, что является также важным для клиницистов. 

Аналогичный эффект МТ обнаружила другая группа исследователей, 

которая работала с препаратом бусульфан (БС). Данный препарат входит в 

комплексную терапию, назначаемую при трансплантации стволовых клеток. В 

данном исследовании авторы сравнили концентрации препарата у трех групп 

пациентов. Группа А (n=5) получала МТ для профилактики возникновения 

иммунологической реакции отторжения "трансплантант против хозяина" на фоне 

приема иммунодепрессанта. Группа B (n=9) получила МТ только в течение 2 дней 

совместно с БС. Группа C (n=10) была контрольной группой, которая получила 

БС без МТ. Продолжительность приема БС пациентами из всех групп 

определялась по их иммунологическому статусу. Обнаружили, что концентрации 

БС в сыворотке крови пациентов были значительно выше, если они получали МТ 

(P <0.001) и составляли в среднем (948 +/- 280 нг/мл сыворотки крови), по 

сравнению с контрольной группой С (507 +/- 75 нг/мл сыворотки крови). В группе 

B использование МТ привело к достоверному (P<0.001) увеличению уровней БС 

(807 +/-90 нг/мл сыворотки крови) в течение 2 дней приема препаратов по 

сравнению с 452 +/- 68 нг/мл сыворотки крови в течение первых 2 дней без МТ. В 

группе A один пациент умер из-за полиорганной недостаточности, и еще у 

четырех пациентов наблюдались серьезные осложнения. Увеличение активности 

трансаминазы печени и билирубина были обнаружены во всех группах пациентов. 

Авторы исследования пришли к заключению, что МТ нельзя использовать 

одновременно с БС, чтобы избежать его высоких уровней в плазме крови, что 

может привести к серьезной токсичности и даже вызвать гибель больного [59]. 

Вместе с тем необходимо понимать, что МТ является эффективным 

антипаразитарным и антибактериальным препаратом. Поэтому, если учитывать и 

корректировать дозы иммунодепрессантов на фоне терапии МТ, то можно 

получить и хороший клинический эффект. В частности, подобную работу 

опубликовала группа исследователей при лечении лейкозов у детей. Лечение 
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было выполнено между 1992 и 2000 гг. у 49 пациентов в возрасте от 11 месяцев до 

16 лет. Пациентам была выполнена трансплантация костного мозга от не 

родственного донора. Цель иммуносупрессивной терапии при такой 

трансплантации костного мозга состояла в подавлении иммунологической 

реакции "трансплантант против хозяина" с одной стороны. С другой стороны 

также необходимо было подавить иммунологическую реакцию отторжения 

хозяином пересаженных клеток костного мозга донора, которые необходимы для 

защиты хозяина от инфекций и для предотвращения развития рецидивов лейкоза 

у хозяина. Больные получали терапию циклоспорином, метатрексатом, МТ и 

серотерапию. Авторы делают вывод, что использование МТ совместно с 

циклоспорином и метатрексатом повысило эффективность противоопухолевой и 

иммуносупрессивной терапии (6).  

Интересные результаты получила другая группа исследователей, которая 

изучала влияние МТ на фармакокинетику противоопухолевого препарата 

иматиниб, который является ингибитором CYP3A4 киназы основания P-

гликопротеина. Были взяты несколько экспериментальных групп мышей. 

Животные в первой группе получили 50 мг/кг веса тела животных ИМ 

(контрольная группа). Во второй группе мыши получили 50 мг/кг веса тела 

животных ИМ и через 15 минут, после противоопухолевого препарата, им был 

введен МТ в дозе 40 мг/кг веса тела животных (экспериментальная группа). 

Противоопухолевый препарат затем определяли в мозге, почках и печени 

методом ВЭЖХ. Обнаружили, что МТ существенно изменял распределение 

противоопухолевого препарата в организме мышей. Так, был зафиксирован его 

двойной пик в сыворотке крови экспериментальной группы животных. 

Максимальная концентрация (C (max)) уменьшилась на 38 %, область под кривой 

(AUC (0-∞)) уменьшилась на 14 % и время к C (max) (T (max)) снизилось на 50 % 

в плазме крови экспериментальной группы животных. Очевидный объем 

распределения (V (SS)/F) и устное разрешение (Cl/F) увеличилось на 21% и 17%, 

соответственно. Проникновение в ткани ИМ было выше после МТ в 1,7 и 2,1-раза 

для печени и почек, соответственно. В мозге C (max) был 3,9-раза выше, чем 
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контроле и AUC были 2,3 раза больше в экспериментальной группе, чем в плазме 

контрольной группы. Авторы делают неоднозначный вывод о совместном 

применении этих двух препаратов. С одной стороны, увеличение накопления 

этого препарата в тканях печени и почек может привести к увеличению 

токсического поражения этих органов при химиотерапии. Но, с другой, такое 

резкое увеличение накопления препарата в ткани мозга делает возможным его 

применение для лечения глиомы и глиобластомы [85]. 

Попытка преодолеть побочные эффекты МТ была предпринята 

исследователями в следующем исследовании. Препарат куркумин (КН) 

показывает антиокислительные свойства. Цель работы состояла в том, чтобы 

оценить отрицательные эффекты МТ на клетки Лейдига и семенные канальцы в 

яичках без и с применением КН. Мыши линий Balb/c и MTZ были разделены на 

шесть групп. Различия между группами были связаны в основном с различными 

дозами препаратов. Так, доза МТ колебалась от 165 до 500 мг/кг/сутки. Доза 

препарата КН составляла 100 мг/кг/сутки. Авторы показали значительное 

сокращение объема канальцев, их длины и диаметра и зародышевой высоты 

эпителия, и увеличение числа клеток Лейдига в группах животных, получавших 

один МТ. Введение МТ совместно с КН с высокими или терапевтическими 

дозами МТ повысило число клеток Лейдига. Защитный эффект КН от побочных 

действий МТ был отмечен на всем изученном интервале доз МТ у мышей, 

получавших МТ совместно с КН в дозе 100 мг/кг/сутки. Клетки Лейдига, их 

объем ядра и промежуточный объем ткани не показали значительной разницы в 

MTZ мышах. Авторы пришли к заключению, что МТ вызывает изменения в 

структурных параметрах семенных канальцев и в числе клеток Лейдига, тогда как 

КН снижает побочное действие МТ [60].  

Тот факт, что МТ может влиять на метаболизм многих препаратов, изменяя 

их накопление в клетках и тканях, делает его перспективным модулятором. В 

частности, пытаются использовать МТ для преодоления резистентности опухоли 

к химиотерапии. Устойчивость к химиотерапии, вероятно, определяется многими 

факторами. Поэтому исследователями была выполнена работа, в которой 
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карбоплатин (КБ) использовался с различными модуляторами у 53 пациентов с 

резистентными формами онкологических образований. Были сформированы 

группы: группа 1 – пациенты получали КБ в дозе 400 мг/м
2
площади тела и два 

модулятора пентоксифиллин и дипиридамол; группа 2 – пациенты получали КБ в 

той же дозировке и МТ в качестве модификатора; группа 3 – пациенты получали 

КБ в дозе 200 мг/м
2 

площади тела и МТ в качестве модификатора. Маннитол и 

солевая нагрузка были использованы во всех группах для оптимизации доставки 

цитостатика в опухоль, уменьшая вязкость крови. Авторы выявили высокую 

тромбоцитопению у пациентов второй группы, однако у пациентов третьей 

группы тромбоцитопения была минимальной. Отмеченные иные формы 

токсичности у пациентов 2 и 3 групп были умеренно выраженными и не угрожали 

жизни [83]. Таким образом, для исследователей оказался неожиданным тот факт, 

что МТ настолько сильно способен увеличивать токсичность КБ. Поэтому они 

были вынуждены скорректировать план исследования, уменьшив дозу КБ до 200 

мг/м
2
площади тела во всех изучаемых группах. Снижение дозы КБ не позволило 

им обнаружить преодоление резистентности опухоли к цитостатику. Поэтому 

авторы делают вывод, что, планируя работу, необходимо учитывать взаимное 

влияния препаратов на метаболизм друг друга. Результатом такой ошибки 

явилась необходимость в корректировке доз препаратов и изменение плана 

проводимого исследования.  

Аналогичное исследование было проведено другой группой ученых. Это 

исследование отличалось от предыдущих только тем, что в качестве цитостатика 

был взят эпирубицин (ЭРБ). Была изучена токсичность и эффективность 

добавления к ЭРБ пяти модуляторов для преодоления резистентности опухолей к 

химиотерапии. Дополнительные препараты были добавлены последовательно в 

группы пациентов. Так, в группе 1 пациент совместно с ЭРБ получил два 

препарата, в то время как в группе 4 пациенты получили совместно с ЭРБ пять 

модуляторов. Пациенты совместно с ЭРБ в группе 1 получили МТ и тамоксифен, 

в группе 2 – дополнительно дипиридамол, в группе 3 - дополнительно 

кетоконазол, в группе 4 – дополнительно циклоспорин. Лечение получили 22 
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пациента. Тошнота и рвота были обычно умеренными. Был неожиданно 

зафиксирован высокий уровень сердечной токсичности, что сопровождалось 

увеличением числа обращений больных. Гранулоцитопения была выражена во 

всех четырех группах, но было неясно, связано ли это с использованием 

модуляторов. В группах 1 и 2 было зарегистрировано два случая лихорадки, 

которые успешно купировались антибиотиками. Также было зафиксировано три 

смертельных случая (один в каждой из групп 1, 2 и 4). Такое резкое усиление 

токсичности цитостатика на фоне модуляторов явилось причиной для 

прекращения исследования [84]. Таким образом, в данном исследовании 

отмечается та же закономерность – усиление токсичности цитостатика на фоне 

модуляторов. Исследователи опять не учли взаимного влияния метаболизма 

препаратов друг на друга и увеличения их токсичности вследствие этого 

взаимодействия.  

Следующее исследование может стать положительным примером 

использования МТ как модификатора противоопухолевой активности 

цитостатика. Двадцать пять пациентов лечились по протоколу II фазы 

клинического исследования доксорубицина (ДКС) в дозировке 60-75 

мг/м
2
площади тела внутривенно каждые 3 недели, МТ давали в дозе 1500 мг/м

2 

площади тела перорально за 12 часов и немедленно перед введением ДКС и через 

6 и 24 часа после введения ДКС. Из 23 пациентов у 2 (9 %) достигнута полная 

ремиссия, 2 (9 %) достигли частичной ремиссии и 4 (18 %) пациента были 

устойчивы к проведенному лечению. У одного пациента с неоперабельным, 

верифицированным биопсией диагнозом после 4-x курсов лечения отмечено 

уменьшение размера опухоли на 3 см, после чего проведена лучевая терапия и 

оперативное лечение, в результате которых получена полная ремиссия, 

сохраняющаяся в течение 8 лет. Второй пациент, который достиг полной 

ремиссии впоследствии, подвергся хирургической резекции вовлеченной области. 

Никакая остаточная опухоль не была найдена, и в течение 8,5 лет рецидива не 

отмечается. Увеличение токсичность ДКС на фоне МТ не зафиксировано. Авторы 
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считают эту комбинацию перспективной и предлагают, чтобы эта комбинация 

была изучена далее в других типах опухоли [81]. 

 О влиянии МТ на токсичность митомицина С (МТС) сообщила другая 

группа химиотерапевтов. Пятнадцать пациентов с прогрессирующей карциномой 

почки лечили комбинацией МТС 14-20 мг/м
2
площади тела внутривенно каждые 7 

недель и МТ 1 500 мг/м
2 

площади тела за 12 и 1 час до внутривенного введения и 

через 6 и 24 часа после введения МТС. Фармакологический эффект был оценен 

только у 12 пациентов. У 3 пациентов (25%) отмечено частичное уменьшение 

опухолевого очага. Миелосупрессия не была более выражена по сравнению с 

больными, которые получали один МТС. Легочная токсичность наблюдалась у 

трех пациентов и была фатальной для двух. Уровень легочной токсичности был 

увеличен по сравнению с пациентами, которые получали МТС без МТ. Авторы 

также отметили почечную токсичность. На основании данного исследования 

авторы делают заключение о том, что при данной схеме химиотерапии и дозе МТ 

и цитостатика комбинация этих двух препаратов не показала большей 

эффективности, чем один цитостатик [79]. 

Сходную работу по комбинации МТС и МТ опубликовала другая группа 

авторов. У 27 пациентов с метастатической аденокарциномой груди, 

невосприимчивой к другой химиотерапии, было проведено лечение МТС и МТ. 

МТС был взят в дозах 15-20 мг/м
2
площади тела внутривенно каждые 6-9 недель. 

МТ 1 500 мг/м
2
площади тела дали перорально за 12 часов и за 1 час до МТС и 

через 6 и 24 часа после цитостатика. Фармакологический эффект был оценен у 24 

пациентов. Частичные эффекты были отмечены у 4 пациентов (17 %), которые 

прошли лечение. Гемотологическая токсичность была на уровне ожидаемой от 

одного цитостатика. Желудочно-кишечная токсичность была увеличена по 

сравнению с токсичностью одного цитостатика. Исследователи зафиксировали 3 

вероятных и 2 возможных случая легочной токсичности. Авторы делают вывод, 

что МТ увеличивает легочной и желудочно-кишечной токсичности МТС (38). 

Другая группа авторов исследовала комбинацию МТ и 5-фторурацила (5-

ФУ) в лечении метастатического рака ободочной и прямой кишки. 5-ФУ вводили 
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в дозе 600 мг/м
2
площади тела внутривенно, ежедневно в течение 5 дней. МТ 

вводили в дозе 750 мг/м
2
площади тела внутривенно за 1 час до 5-ФУ. Курс 

повторялся каждые 4 недели, пока развитие болезни или токсичность делали его 

возможным. Из 27 пациентов, которые были взяты в исследование, 4 (15 %) 

имели объективный полный или частичный ответ, длящийся в среднем 7 месяцев. 

Токсичность 5-ФУ была достоверно увеличена на фоне МТ. 74 % пациентов 

имели гранулоцитопению (меньше чем 1500 кл/мкл). Авторы исследовали 

возможные механизмы, лежащие в основе увеличения этой токсичности 5-ФУ. В 

системе invitro исследователям не удалось выявить эффект синергизма между МТ 

и 5-ФУ. Фармакокинетическая оценка показала, что клиренс 5-ФУ был 

значительно снижен на фоне МТ (26,9%, P меньше чем 0.001). Авторы делают 

вывод о том, что МТ уменьшает терапевтический индекс 5-ФУ за счет 

уменьшения клиренса препарата, увеличивая его токсичность без увеличения 

лечебного эффекта [32]. 

Однако необходимо учитывать, что прием МТ при хирургическом лечении 

онкологических заболеваний связан не только с его модифицирующим действием 

на метаболизм других препаратов. Прием МТ в большинстве случаев связан с 

клинической необходимостью подавлять развитие инфекции в хирургической 

ране. В этом случае, если МТ назначается исключительно как 

противоинфекционный препарат, может быть проигнорировано его действие как 

модификатора, которое является жизненно важным и обязательно должно быть 

учтено при проведении химиотерапии. Хирургическая инфекция места операции 

является значимым фактором заболеваемости и смертности у пациентов, которым 

хирургическим путем лечат карциному гортани. В другом исследовании 

определяли уровень риска развития инфекции у таких пациентов, которым 

хирургическим путем был удален опухолевый узел. В исследовании участвовало 

277 пациентов. Все пациенты, которые предварительно принимали химиотерапию 

и/или радиотерапию, были исключены. Все пациенты имели постоперационную 

трахеостому и получали антибиотики: цефалоспорин, аминогликозид и МТ. 

Число пациентов с инфекциями в этой группе составляло 18 человек (6,5%): 4 
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пациента (22%) с поверхностными инфекциями, 11 пациентов (61,11 %) с 

глубокими инфекциями и 3 пациента (16,66%) с инфекциями внутренних органов, 

включая 1 случай пневмонии и 2 случая колита, вызванного Clostridium. Среднее 

пребывание в больнице у пациентов, с развившейся инфекцией раны было более 

длительным по сравнению с теми больными, у которых развитие инфекции не 

наблюдалось (33,5 дня против 16 дней, p <0.001). Среди факторов, которые 

влияли на развитие инфекции в ране, были определены: продолжительность 

хирургической операции более 120 минут, возраст, пол, индекс массы тела, 

история курения, наличие диабета. Продолжительность пребывания пациентов в 

учреждении до операции не влияла на возникновение постоперационной 

инфекции. Наиболее часто изолированным микроорганизмом была Klebsiella spp 

[77]. 

К противоположному выводу пришел автор, который изучал изменения 

противоопухолевого действия BCNU или циклофосфамида при их введении 

совместно с МТ или мизонидазолом, которые относятся к нитроимидазолам. 

Совместное или с интервалом 4 часа введение нитроимидазола и 

противоопухолевого препарата приводило к торможению роста опухолей. Мыши, 

получающие химиопрепарат и модификатор имели большую потерю веса и 

миелосупрессию по сравнению с мышами, которые принимали один 

противоопухолевый препарат. Автор тем не менее считает данную комбинацию 

эффективной для усиления цитостатиков (50). Аналогичные результаты были 

получены этим же автором при изучении модифицирующего действия 

нитроимидазолов на терапевтическую эффективность метотрексата, 5-ФУ и ДКС. 

Нитроимидазолы не влияли на рост изучаемых экспериментальных опухолевых 

штаммов 16/C грудной карциномы и фибросаркомы KHT. Метотрексат был 

эффективен только против опухоли KHT, добавление МТ к метотрексату не 

изменяло торможение роста опухоли. ДКС был активным только против опухоли 

16/C, и торможение роста увеличивалось на фоне модификатора (51). 
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1.4 Влияние МТ на фармакологическую активность препаратов in vitro 

Не менее интересными с нашей точки зрения являются работы по изучению 

влияния МТ на опухолевые линии клеток. Эти работы важны, поскольку 

позволяют изучить как прямое действие МТ на рост клеточных линий, так и 

модифицирующее действие МТ на цитотоксическое действие различных 

препаратов. В этом случае изучается не организменный уровень воздействия 

фармакологических средств, а местное действие веществ на клетки. То, что такое 

воздействие МТ присутствует, видно из многочисленных научных публикаций.  

Так, было изучено воздействие МТ на синтез ДНК в двух линиях клеток 

рака молочной железы человека с различной экспрессией рецептора эстрогена 

MCF-7 (положительный рецептор эстрогена) и MDA-MB-231 (отрицательный 

рецептор эстрогена). Токсичность МТ определяли тестом MTT. Клетки MCF-7 и 

MDA-MB-231 инкубировали с МТ 24, 48 и 72 часа в концентрациях от 0,1 до 250 

мкг/мл. Эффект МТ на синтез ДНК оценивали по включению H
 3
-тимидина. 

Было показано, что МТ в концентрации 250мкг/мл значительно увеличивал 

рост клеточной линии MCF-7 через 24 часа инкубации, но в то же время через 72 

часа после отмены препарата наблюдался обратный эффект. Этот обратный 

эффект наблюдался также и при концентрациях МТ 1 и 10 мкг/мл. Такое же 

ускорение роста было получено для клеток MDA-MB-231 при концентрации МТ 

250 мкг/мл. Подавление пролиферации клеток было получено в клеточной линии 

MDA-MB-231 после применения следующих концентраций МТ 0,1 мкг/мл (после 

24 часов инкубации) и 0,1, 10, 50, 250 мкг/мл (при инкубации в течение 72 часов). 

Авторы делают вывод о влиянии МТ на человеческие клеточные линии рака 

молочной железы, которое зависит от дозы и времени воздействия и не зависит от 

присутствия или отсутствия рецепторов эстрогена в исследуемых линиях клеток. 

Они предполагают, что эти различия могут быть связаны с передачей сигналов 

эстрогена [69]. 

Другая группа исследователей сообщает о способности МТ влиять на 

поглощение опухолевыми клетками полиаминов. Многие клетки опухолeвые 
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клетки, включая клетки опухоли асцита Эрлиха, обладают системой поглощения 

полиамина, которая выборочно накапливает эндогенные полиамины и структурно 

связанные с ними соединения. Авторы предположили, что эта система может 

быть использована для доставки определенных цитостатических агентов к этим 

опухолевым клеткам. В начале ими была синтезирована серия 2- и 5-

нитроимидазолов, связанных с полиаминами. Затем они изучили их способность 

проникать в клетки, используя систему транспорта полиаминов. В пределах 

ограниченной серии синтезируемых аналогов обнаружили, что 2-нитроимидазол-

полиамины, были более мощные ингибиторами транспорта спермидина в клетки 

карциномы Эрлиха, чем 5-нитроимидазол-полиамины. Изученные аналоги 

отличались более чем в 700 раз по их способности тормозить транспорт 

спермидина в опухолевые клетки. Самые мощные ингибиторы сохранили 

определенные структурные особенности, подобные таковым у спермидина. Такие 

аналоги, связанные с полиаминами, были намного более мощными ингибиторами 

транспорта полиамина, чем исходный МТ. Токсичность исходных аналогов и их 

полиаминов была принята за контрольный уровень, и истощение пула 

полиаминов в опухолевых клетках карциномы Эрлиха был оценен с помощью 

измерения блокировки синтеза тимидина. Истощение полиаминов при 

предварительном воздействии дифлуорометилорнитином приводит к 

компенсационному увеличению транспорта полиаминов и аналогов в клетки, 

которые могут привести к увеличению токсического воздействия на эти клетки. 

Полученные авторами результаты поддерживают гипотезу, что присоединение 

полиаминов к нитроимидазолам облегчает проникновение последних в 

опухолевые клетки. Поэтому данный подход может стать основанием для 

разработки новых противоопухолевых препаратов [49]. 

Считается, что опухолевые клетки в условиях гипоксии не чувствительны к 

действию многих цитостатиков. Если при этом учесть, что вследствие скудности 

кровоснабжения опухолевого узла практически все опухолевые клетки находятся 

в состоянии гипоксии, то эффективность многих цитостатиков находится под 

вопросом. Поэтому есть возрастающий интерес к модификаторам, которые 
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оказывают токсичность на гипоксические части опухолей. Цисплатин вообще не 

оказывает токсичности в гипоксических клетках, в отличие от нитроимидазолов. 

Высказано предположение, что добавление нитроимидазолов может снизить 

гипоксию клеток и, следовательно, повысить эффективность препаратов платины. 

Платиновые комплексы, содержащие один нитроимидазол, связываются с ДНК и 

показывают более высокую токсичность на клетках сирийского хомячка, 

находящихся в гипоксии, чем на аналогичных клетках, находящихся в аэробных 

условиях. Было произведено сравнительное изучение изомеров по их способности 

связываться с ДНК и их токсичности. По этому показателю сравнивались 

комплексы платины с мизонидазолом (2-нитроимидазолы) и МТ (5-

нитроимидазол). Соединения показали сходную эффективность. Считают, что 

эффект комплекса платины и нитроимидазола не может быть полностью объяснен 

их связыванием с ДНК. Показали, что аналоги не активны на клетках L1210 с 

индуцированной резистентностью к платине. Авторы считают перспективным 

дальнейшее развитие этого направления [76]. 

1.5 Использование МТ для увеличения эффективности радиотерапии 

Было проведено исследование по изучению эффективности применения МТ 

совместно с гипертермией, химиотерапией и радиотерапией. С июля 2006 до 

февраля 2011 гг. в данное исследование были взяты 64 ранее не вылеченных 

пациента с диагнозом распространенный ректальный рак T4. В настоящее время 

эти больные имеют неблагоприятный прогноз, и для них нет единой стандартной 

стратегии лечения. Цель этого исследования состояла в том, чтобы исследовать 

безопасность и эффективность неоадьювантной химиотерапии (капецитабин, 

оксалиплатин и МТ) с мелкодозовой радиотерапией и местной гипертермией. 

Радиотерапия была дана в суммарной дозе 40 Gy в 10 фракциях. Капецитабин в 

дозе 650 мг/м
2
площади тела в два введения в день был дан в 1-22 дни и 

оксалиплатин в дозе 50 мг/м
2 

площади тела были введен внутривенно в 3, 10 и 17 

дни. Местная гипертермия, 41-45°C в течение 60 минут, была выполнена на 8, 10, 

15 и 17 сутки. МТ 10 000 мг/м
2
площади тела применяли местно в прямую кишку в 
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8 и 15 дни. Хирургия была выполнена в сроки 6-8 недель после неоадьювантной 

химиотерапии с уровнем резекции R0. Эффект оценивали по 2-летнему 

выживанию без признаков болезни, по 2-летнему полному выживанию, по частоте 

местных рецидивов и по переносимости лечения. Резекция R0 была выполнена у 

59 пациентов (92,2%). У 5 больных (7,8%) опухоль осталась неоперабельной. У 7 

пациентов (10,9%) были местные рецидивы. Средняя продолжительность жизни 

составляла 24,9 месяца. Двухлетнее полное выживание составляло 91%, и 2-

летнее выживание без болезни составляло 83%. Гипертермия, объединенная с 

химиотерапией с целью радиосенсибилизирования опухоли в местном масштабе 

прогрессирующего неподвижного первичного ректального рака, сопровождается 

высоким уровнем резекции R0 с токсичностью, сопоставимой со стандартными 

режимами [21, 33]. В серии подобных исследований на группах пациентов 

больных раком прямой кишки были получены аналогичные результаты [22-27]. 

Хирургический метод остается главным в лечении рака желудка и рака 

прямой кишки [1-5, 18]. Неблагоприятный прогноз по долгосрочному выживанию 

вынуждает искать новые методы лечения. Одним из таких новых подходов 

остается изучение различных комбинаций радиотерапии и ее 

радиосенсибилизатора - МТ. Данная работа была выполнена между 1982 и 1988 

гг. Клинический протокол предусматривал проведение дооперационной 

радиотерапии (20 дней Gy/5) в комбинации с пероральным введением МТ, 3 раза, 

по 5 000 мг/м
2 

площади тела. Из 91 пациента, получивших дооперационную 

радиотерапию, 67 пациентам затем была выполнена резекция опухоли. Было 

зарегистрировано 4 смертельных случая. 5-летнее выживание составило 46%, 10-

летнее выживание – 36% и среднее выживание составляло 46 месяцев. По мнению 

авторов, данная работа подтверждает перспективность комбинированного 

лечения рака желудка и прямой кишки [75]. 

МТ применяется как радиосенсибилизатор для лечения опухолей 

центральной нервной системы, в частности, глиобластом и анапластических 

астроцитом. Пациенты получили цисплатин в комбинации с МТС одновременно с 

радиотерапией и после нее в общей дозе 60 Gy. Радиосенсибилизаторы были 
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добавлены совместно с химиотерапией в каждой группе из 6 пациентов 

следующим образом: МТ + пентоксифиллин (группа 1); МТ + пентоксифиллин + 

дипиридамол (группа 2), МТ + пентоксифиллин + дипиридамол + бета каротин 

(группа 3). Токсическое воздействие на центральную нервную систему 

отмечалось часто и выражалось в диапазоне от сонливости до конвульсий и 

потери сознания. Токсическое воздействие на желудочно-кишечный тракт было 

выраженным, но не являлось лимитирующим. Средняя продолжительность 

выживания для всех пациентов составляла 26 недель от постановки диагноза. 

Исследование было закончено преждевременно из-за существенной токсичности. 

С нашей точки зрения, токсичность данных комбинаций связана с взаимным 

влиянием препаратов на метаболизм друг друга [82]. 

МТ используется в комбинации не только с другими препаратами, но и с 

физическими воздействиями (например, гипертермия) и радиотерапией. В этих 

комбинациях делается попытка использовать способность МТ выступать 

радиосенсибилизатором [16]. В следующем исследовании был использован режим 

гипертермии 43,5°C в течение 30 минут и облучения в дозе 20 Gy. В качестве 

модификаторов был выбран МТ и его производное мизонидазол. В качестве 

опухолевой модели использовалась FSa-II фибросаркома крыс. Модификатор 

вводили в дозе 5 ммоль/кг веса тела за 30 минут до гипертермии и последующего 

облучения. Авторы не обнаружили различий по радиационным кривым доза-

эффект для обоих модификаторов с нагреванием при 43,5°C в течение 30 минут. 

По реакции ноги крысы оценивали местную токсичность после объединенного 

воздействия. Аналог МТ увеличивал величину реакции ноги и продлевал время 

восстановления по сравнению с реакцией ноги на гипертермию и облучение без 

мизонидазола. Не было отмечено различий реакции ноги между животными, 

получившими гипертермию и облучение без и с добавлением МТ. Авторы 

изучили фармакокинетику аналога МТ в условиях гипертермии в опухолях FSa-II 

для исследования возможного механизма теплового повышения 

чувствительности. Местная гипертермия не изменяла фармакокинетику 

мизонидазола. Концентрация в опухоли аналога МТ и отношение содержания 
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препарата в опухоли к содержанию препарата в плазме было снижено во время 

нагревания. То есть во время нагревания конечности животного содержание 

модификатора в конечности снижалось. Тем самым основной замысел 

исследователей – увеличить эффективность гипертермии с помощью 

модификатора - не мог быть выполнен, так как модификатор не поступал в 

конечность, хотя тепловая сенсибилизация ткани на фоне даже невысокого 

содержания модификатора была выражена. Авторы делают вывод, что очень 

низкая местная и системная токсичность вместе с высокой эффективностью МТ 

при повышенных температурах может позволить использование МТ в качестве 

радиосенсибилизатора [92]. 

Существуют публикации, в которых утверждается, что МТ не является 

радиосенсибилизатором. Авторы изучали токсическое поражение ткани и 

радиосенсибилизирующий эффект пяти различных терапевтических препаратов: 

блеоцина, хлорпромазина, мизонидазола, МТ и диамминдихлорплатина. В 

качестве мишени были взяты образцы тощей кишки швейцарских белых мышей. 

Все препараты (кроме МТ) показали выраженную и сопоставимую между собой 

токсичность на ткань кишки. Когда изучали комбинированное воздействие 

препарата и облучения, то блеоцин вызвал самое высокое радиационное 

поражение (DMF=1,5), в то время как МТ не имел никакого эффекта; другие 

препараты располагались по радиосенсибилизирующему эффекту между 

блеоцином и МТ (29). Данные, которые изложены в цитируемой работе, явно не 

согласуются с данными других исследователей. Возможно, это противоречие 

связано со спецификой выбранного объекта и тем, что данная экспериментальная 

модель ближе к системе invitro [15]. 

Авторы следующего исследования обнаружили радиосенсибилизирующий 

эффект МТ в системе in vitro. Исследование было проведено на клетках 

карциномы асцитной карциномы Эрлиха и на мышах линии C57Bl/6 с 

гемобластозом La. Предварительно клетки в анаэробных условиях подвергали 

облучению и воздействию МТ и его изомера. Было показано, что цитостатический 

эффект облучения при использовании изомера был менее явным, чем 
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цитостатический эффект, полученный на фоне МТ [65]. В то же время другие 

аналоги МТ оказались не эффективными как радиосенсибилизаторы [68]. 

В литературных обзорах приведены промежуточные результаты поисков 

радиосенсибилизаторов. Поиск радиосенсибилизаторов, которые могли бы 

восстановить чувствительность к облучению гипоксических клеток, началась в 

1973 с МТ (52). Результаты зарегистрированных клинических испытаний с МТ до 

сих пор неутешительны. Только в 5 из 32 проанализированных исследований 

отмечено существенное реальное преимущество добавления МТ в схему 

комбинированного лечения онкологических больных (59, 60). Гипоксические 

клетки существуют во всех опухолях человека (56, 57, 58). Наиболее важным 

фактором, лежащим в основе невозможности достигнуть клинического эффекта, 

являются недостаточные концентрации модификатора в опухолевом узле и, как 

следствие, радиосенсибилизирующая концентрация препарата не достигается. 

Лимитирующей токсичностью и фактором, ограничивающим дозу МТ, является 

его нейротоксичность. Новые препараты, аналоги МТ, которые разрабатываются 

в настоящее время, имеют различные лимитирующие токсичности, что также 

указывает на сложность задачи [36, 38, 42]. Энцефалопатия, связанная с приемом 

МТ, является частым, но потенциально обратимым состоянием и зависит от 

общей дозы МТ. Большинство симптомом уходит после прекращения приема 

препарата, хотя бывает и неблагоприятное течение. В литературе описаны такие 

случаи [56, 73]. Также описаны состояния острой энцефалопатии на фоне приема 

МТ [44, 90]. 

1.6 Влияние метронидазола на иммунную систему 

Не секрет, что любой живой организм представляет собой сложную 

целостную систему. В этой целостной системе функционирование любого органа 

или системы органов оказывает влияние на другие органы или системы органов, 

делая их работу стабильной или, наоборот, вызывая нарушения в их 

функционировании. Иммунная система является наиболее сложной и 

разветвленной системой организма. Помимо ее центральных звеньев - клеточного 
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и гуморального иммунитета в крови и лимфоидных органах, существует местный 

иммунитет. При местном иммунитете, как правило, развитие иммунных реакций 

не выходит за пределы органа или его части, но последствия этих местных 

реакций имеют более глобальное значение для организма. Поэтому необходимо 

признать, что данный подраздел назван слишком широко и неконкретно. Поэтому 

конкретизируем то направление, которое, с нашей точки зрения, представляет 

наибольший интерес в рамках проводимого исследования. МТ чаще всего 

используется как противомикробный и противопаразитарный препарат. Частой 

мишенью для инфекционных агентов является желудочно-кишечная система. С 

другой стороны, данное исследование имеет своей целью разработку новых 

методов лечения рака прямой кишки. То есть желудочно-кишечный тракт в 

рамках данной работы попадает под химиотерапевтическое, хирургическое и 

лучевое воздействие. Выше при анализе литературных данных упоминалось, что 

больные при лечении онкологических заболеваний с участием МТ погибали от 

полиорганной недостаточности. Одной из причин полиорганной недостаточности 

может быть «цитокиновый взрыв», в том числе и из-за генерализации 

инфекционного заболевания.  

Пероральный или парентеральный прием МТ оказывает воздействие на 

желудочно-кишечную микрофлору макроорганизма. Группа авторов из 

Университета штата Луизианы изучила влияние нарушения микрофлоры 

кишечника на общую устойчивость макроорганизма к инфекционному 

заболеванию. Дисбактериоз в кишечнике исследователи создавали как с помощью 

антибиотиков (ампициллин, гентамицин, неомицин, ванкомицин и МТ), так и 

хроническим потреблением алкоголя. В качестве объекта исследования были 

выбраны мыши самцы линии C57BL/6. Животные получали антибиотики в 

течение двух недель, а жидкую пищу, содержащую алкоголь – 10 дней. Затем 

животных заражали Klebsiella рneumoniae. Исследователи выявили уменьшение 

устойчивости животных к пневмонии. Развитие пневмонии авторы связывают с 

нарушением местного иммунитета у животных с дисбактериозом. По мнению 

исследователей, нарушение местного иммунитета проявлялось в увеличении в 
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легком провоспалительных цитокинов и уменьшении CD4+ и CD8+ T-клеток. 

Авторы делают вывод, что изменения в кишечной иммунной реакции как 

следствие дисбактериоза способствовали увеличенной восприимчивости 

животных к пневмонии, вызванной Klebsiella рneumoniae [37, 70, 71].  

Следующая группа исследователей считает, что любое нарушение 

кишечной микрофлоры (даже в молодом возрасте) может вызывать состояние 

устойчивого дисбактериоза, который в более зрелом возрасте может привести к 

развитию колитов. Для демонстрации этого положения авторы сформировали 

несколько экспериментальных групп. Одна группа животных хронически 

получала низкие дозы пенициллина, вторая группа мышей получала МТ, тогда 

как третья – энрофлоксацин. Затем у животных вызывали колит с помощью 

сульфата декстрана натрия. Отметили, что предварительный прием мышами 

пенициллина снижала частоту развития колита у таких мышей. МТ увеличивал 

частоту развития колита, вызванного сульфатом декстрана натрия. Протективное 

действие пенициллина авторы связывают с его действием на сегментированные 

жгутиковые бактерии. Предварительная вакцинация животных против этих 

бактерий также оказывала протективное действие. Развитие колита, возможно, 

связано с подавлением пенициллином в низкой дозе провоспалительного 

цитокина IL-17 в различных тканях кишечника и уменьшением количества клеток 

Th17 в слизистой тонкой кишки. Таким образом, и в этой работе исследователи 

связывают развитие воспалительной реакции в кишечнике с уровнем цитокина IL-

17 [51]. 

По данным таиландских исследователей, МТ эффективен против 

Helicobacter Pylori у 55% больных. Соответственно, в 55% случаев лечения 

гастрита МТ будет эффективен [63]. 

Группа египетских ученых показала эффективность МТ в лечении 

паразитарной инфекции Cryptosporidium Parvum. Элиминация паразита 

происходила на фоне выраженной иммунологической реакции с участием CD4+ 

T-клеток и интерферона IFN-gamma. Таким образом, и при лечении 
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паразитарного зооноза уровень цитокинов и эффекторов иммунитета является 

информативным [29]. 

Более детальное исследование о роли цитокинов в развитии паразитарной 

инфекции провела другая группа исследователей. Мышей линии C57BL/6 

заражали Trichuris muris. Trichuris muris - часто изучаемая модель гельминтоза. 

Цель работы состояла в том, чтобы охарактеризовать зависимое от дозы Trichuris 

muris поражение желудочно-кишечного тракта и брюшной полости мышей и 

чтобы выявить наиболее эффективный способ защиты желудочно-кишечного 

тракта и брюшной полости с помощью IL-10 или МТ. Доза заражения мышей IL-

10(+/+), IL-10(+/-) и IL-10(-/-) колебалась от 75 до 25 яиц на мышь. Авторы 

отмечали высокую эффективность МТ для защиты желудочно-кишечного тракта 

и брюшной полости при всех дозах заражения, и только некоторое снижение 

тяжести заболевания гельминтозом у мышей IL-10(+/+) при низких дозах 

заражения [54].  

О значении цитокинов в нормальном функционировании кишечника 

говорится в работе японских исследователей. В работе была описана делеция в 

экзоне гена IL10RA. Результатом этой делеции стала мутация в молекулах 

интерлейкина IL-10 и его рецепторе. Мутация была обнаружена у 

новорожденного мальчика и проявлялась воспалением кишечника, 

тромбоцитопенической пурпурой и клиническим синдромом, сходным с 

миелоцитарным лейкозом. Пациент не отвечал на стандартное лечение, 

включающее диету, сульфазосульфапиридин, МТ, кортикостероиды, 

инфликсимаб и адалимумаб. В возрасте 21 месяца ему был пересажен костный 

мозг донора [93].  

В следующем исследовании была установлена роль интерлейкина 6 в 

патогенезе развития пародонтоза у больных диабетом 2 типа. Авторы изучили 

локальный уровень 14 цитокинов в ротовой полости 21 пациента на фоне их 

лечения амоксициллином и МТ. Обнаружили достоверное увеличение уровней 

гранулоцит-макрофаг колоний стимулирующего фактора и интерлейкина 6. 
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Исследователи делают вывод, что снижение уровней этих факторов является 

необходимым условием излечения пародонтоза [35]. 

В другом исследовании было показано, что местное применение МТ может 

локально повышать уровень IL-1β и хемокина CCL28 в отделяемом из десен при 

гингвите в экспериментальном моделировании этого заболевания у человека. 

Совместное применение МТ и хлоргексидина имело ярко выраженный 

противовоспалительный эффект [66]. 

Таким образом, МТ является эффективным фармакологическим 

препаратом. Однако в клинической практике могут возникать ситуации, 

связанные в частности с дисбактериозом, когда он может запускать выработку 

провоспалительных цитокинов и хемокинов. При анализе литературы бросается в 

глаза тот факт, что не изученным остается вопрос о влиянии МТ на синтез 

цитокинов в лимфоузлах брыжейки. А ведь именно эти лимфоузлы являются 

первым барьером, который препятствует распространению инфекции из просвета 

кишечника.  

Таким образом, метронидазол является препаратом, обладающим 

разнообразной биологической эффективностью. Основной областью его 

применения является антимикробная и антипаразитарная химиотерапия. Дозы и 

продолжительность лечения метронидазолом зависят от возбудителя, против 

которого проводится терапия. Часто, особенно при хронических желудочно-

кишечных заболеваниях, эти дозы близки к максимально переносимым, и режимы 

применения препарата носит хронический характер. В этом случае больные 

сталкиваются с побочными его эффектами. Главным из этих побочных эффектов 

(лимитирующая токсичность) является нейротоксичность. 

Следующей обширной областью применения метотронидазола является 

онкология. В частности, радиотерапия опухолей. При детальном изучении 

метаболизма препарата было установлено, что он обладает свойствами миметика 

кислорода [19]. В экспериментах на животных показано, что его использование 

увеличивает эффективность радиотерапии опухолей (69).  
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Основным «недостатком» метронидазола являются пути его метаболизма. 

Препарат окисляется микросомными ферментами печени. В этой же ферментной 

системе метаболизируются практически все фармакологические препараты. 

Поэтому при перекрытии метаболизма веществ на одном и том же ферменте 

возникает конкуренция этих веществ за фермент. Итогом такой конкуренции 

является изменение фармакокинетики препаратов в организме, что в свою 

очередь ведет к изменению их биологической и терапевтической эффективности. 

Ранее приводился пример, когда у больного после пересадки почки наблюдалось 

увеличение активности иммунодепрессантов. В клинике проводился мониторинг 

концентрации иммунодепрессанта в сыворотке крови, на фоне приема 

метронидазола доза препарата была снижена в 4 раза! Авторы этой статьи не 

измеряли концентрации самого метронидазола у этого пациента. Но не вызывает 

сомнения тот факт, что его фармакокинетика тоже должна была измениться. 

Именно изменение фармакокинетики метронидазола на фоне других препаратов 

может объяснить случаи увеличения его нейротоксичности на фоне обычных 

терапевтических доз препарата. 

Следует отметить, что в онкологической практике, особенно после 

хирургических вмешательств, метронидазол чаще всего используется по своему 

прямому назначению (антимикробное и антипаразитарное). Хирургические раны 

после удаления опухолей, к сожалению, заживают плохо, так как зачастую 

больные получают курсы радиотерапии и химиотерапии. Поэтому курсы 

антимикробной терапии всегда продолжительны. Обнаруженные свойства 

метронидазола указывают на способность этого препарата влиять на 

эффективность химиотерапевтических препаратов при лечении злокачественных 

опухолей. Противоопухолевые препараты, как известно, обладают токсическими 

свойствами, а комбинация МТ с цитостатиками может усилить побочные 

эффекты химиопрепартов, в плоть до фатальных исходов, как отмечалось ранее. 

Все вышесказанное указывает на сложность проблемы, с которой сталкиваются 

практические врачи, при применении МТ у онкологических пациентов на фоне 

химиолучевой терапии. 
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В то же время, в литературе остается практически не изученным вопрос о 

влиянии временных интервалов между приемом метронидазола и проведением 

химиотерапии [17]. Также не изучен вопрос о возможности использования 

метронидазола в виде аппликаций совместно с химиотерапией и радиотерапией. 

Также не изучен вопрос увеличения противоопухолевого действия метронидазола 

при его совместном использовании с цитостатиками. МТ является широко 

используемым противомикробным и противопаразитарным препаратом [6, 23,,48, 

89, 95]. При этом в клинической практике область его применения зачастую 

связана не только с его действием на микроорганизмы, но и с его ЭАС [53]. 

Последнее его свойство наиболее широко используется в онкологии для 

увеличения эффективности радиотерапии злокачественных новообразований [91]. 

Известно, что в лечении любого заболевания в медицинской практике, и 

онкологических заболеваний в частности, используется много различных 

препаратов. На практике это означает, что больной должен принимать 

одновременно несколько лекарственных средств. Например, для повышения 

эффективности лучевой терапии опухолей прямой кишки больным на фоне 

облучения дают 5-ФУ и МТ [33]. Больным после хирургического удаления 

первичного узла и на фоне неоадъювантной и адъювантной химиотерапии 

онкологическим больным назначают МТ с целью подавления инфицирования 

раны [77]. Отметим, что подобная ситуация встречается не только в онкологии, 

но, например, и в трансплантологии. В качестве примера приведен клинический 

случай, когда больному после трансплантации почки назначили МТ для борьбы с 

сопутствующей инфекцией. В данном случае лечащие врачи имели возможность 

напрямую контролировать концентрацию иммунодепрессанта в сыворотке крови 

больного, что позволило уменьшить его курсовую дозу в 4 раза для исключения 

передозировки [61]. Хотя увеличения токсичности препаратов при их совместном 

применении с МТ не вызывает сомнений, тем не менее в ряде случаев возникает 

необходимость использовать МТ у онкологических больных. Возможным 

выходом из сложившейся ситуации может быть использование различных 

режимов приема этих препаратов [41, 59]. 
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На настоящее время не изучен вопрос о том, с чем связано повышение 

токсичности цитостатика на фоне приема метронидазола. Возможно, оно является 

последствием не только изменения концентрации цитостатика в сыворотке крови, 

но и результатом его перераспределения в тканях и клетках организма. Последнее 

обстоятельство крайне важно, так как может быть использовано для преодоления 

резистентности опухоли к цитостатикам. Недостаточная изученность этих 

вопросов определяет направление дальнейшего исследования.  
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ГЛАВА II. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Лабораторные животные  

Опыты проводили на мышах линии СВА/Lac массой 18-20 г, самцах 

(n=450), полученных из питомника «Столбовая» Московской области, мышах 

линии С57Bl/6 весом 20-22 г, самцах (n=450) из питомника «Столбовая» 

Московской области. Мышей выводили из эксперимента под эфирным наркозом в 

соответствии с «Правилами проведения работ с использованием 

экспериментальных животных».  

2.2. Перевиваемые опухоли 

Карцинома яичников СаО-1 и меланома В16 были получены из коллекции 

опухолевых штаммов ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава 

России. Карциному яичников поддерживали перевивкой на мышах линии 

СВА/Lac. Опухоль перевивали подкожно в правую подмышечную область. 

Опухолевый узел извлекали из мышки-донора в стерильных условиях. Участки 

некроза опухолевого узла удаляли. Остальную часть узла измельчали ножницами 

в среде RPMI-1640 и затем аккуратно выделяли одиночные опухолевые клетки в 

стеклянном гомогенизаторе. Полученную суспензию затем фильтровали через 

капроновый фильтр. Конечное разведение суспензии составляло 1 г ткани на 12 

мл среды RPMI-1640. Инъекцию суспензии делали из расчета 0,2 мл суспензии на 

мышь. Меланому В16 поддерживали перевивкой на мышах линии С57Bl/6. 

Опухоль перевивали подкожно в правую подмышечную область. Для перевивки 

опухолевый узел извлекали из мышки-донора в стерильных условиях. Участки 

некроза опухолевого узла удаляли. Остальную часть узла измельчали ножницами 

в среде RPMI-1640 и затем аккуратно (без вращения) выдавливали одиночные 

опухолевые клетки в стеклянном гомогенизаторе. Полученную суспензию затем 

фильтровали через капроновый фильтр. Конечное разведение суспензии 

составляло 1 г ткани на 10 мл среды RPMI-1640. Инъекцию суспензии делали из 

расчета 0,2 мл суспензии на мышь. 
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Осадок клеток ресуспензировали и подсчитывали их количество в камере 

Горяева. 

2.3 Оценка противоопухолевого эффекта 

Противоопухолевый эффект оценивали по объему опухоли и торможению 

роста опухоли (ТРО). Объем опухоли измеряли по двум взаимно 

перпендикулярным диаметрам. Объем выражали в условных единицах (мм
3
) и 

определяли по формуле  

V=a
2
b, 

где а – меньшее из линейных размеров опухоли, выраженное в 

миллиметрах, а b – больший линейный размер опухоли, выраженный также в 

миллиметрах.  

Торможение роста опухоли рассчитывали по формуле:  

ТРО = Vср. опыт – Vср. контроль / Vср. Контроль.  

Где Vср. опыт – средний размер опухоли в у.е. в опытной группе, 

Vср. контроль средний размер опухоли в у.е. в контрольной группе. 

2.4 Противоопухолевые препараты 

Доксорубицин фирмы Teva Pharmaceutical Industries, Израиль (Doxorubicin-

Teva) и 5-фторураци фирмы  EBEWE Pharma, Автрия (5-Fluorouracil-Ebewe). 

2.5. Световая микроскопия 

Световая микроскопия была выполнена для цитологического исследования 

клеток карциномы яичников СаО-1 и меланомы В16 in vitro. 

Цитологический контроль клеток перевиваемых штаммов проводили 

методами фазово-контрастной микроскопии и фотографирования клеток с 

помощью системы AxioVision 4 («Carl Zeiss», Германия). Клетки инкубировали в 

СО2 – инкубаторе (Binder, Германия) в среде RPMI-1640 (Панэко, Россия) с 

добавлением 10% эмбриональной сыворотки телят (Панэко, Россия). Визуальный 

контроль за результатами роста клеток проводили с помощью фото-видеосистемы 

Axioplan 2 (Carl Zeiss, Германия), с использованием микроскопа Axiovert (Carl 
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Zeiss, Германия) и программы визуализации изображений Axiovision 4 (Carl Zeiss, 

Германия).  

2.6 Цитотоксический тест 

Опухолевые клетки в концентрации 1х10
4
 в 1 мл инкубировались в 

культуральной среде RPMI-1640 в плоскодонных 96-луночных микропланшетах 

(Costar). Время инкубации составляло 24 часа. Для выявления цитотоксической 

активности клеток использовали тест восстановления 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-

2,5-дифенилтетразолия бромида (МТТ-тест), который является одним из 

основных нерадиометрических методов оценки жизнеспособности и 

пролиферативной активности клеток [75]. Суть метода заключается в 

метаболическом превращении 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия 

бромида в диформазан НАДФН-зависимыми оксидазами клеток, активность 

которых увеличивается в процессе митогенеза. Образующийся диформазан 

элюировался с клеточных мембран диметилсулфоксидом, результат оценивался 

спектрофометрически при длине волны 540 нм. После 24 часов инкубации в 

лунки микропланшета добавлялся витальный краситель 3-(4,5-диметилтиазол-2-

ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид (Sigma) и по оптической плотности, 

измеряемой на мультискане МСС-340 (Labsystem,Финляндия), рассчитывался 

процент лизиса опухолевых клеток (процент цитотоксичности) [62]. 

2.7 Проточная цитометрия (FASC-анализ) 

Определение экспрессии поверхностных клеток карциномы яичников СаО-

1 проводили при помощи поликлональных антител против муцина СА 125 

человека («Хема», Россия). Антитела были мечены FITC 

(флюоресцеинизотиоционатом). Клетки карциномы СаО-1 инкубировали в 

течение 10 мин с 10% сывороткой человека, чтобы заблокировать места 

неспецифического связывания, в фосфатном буфере при рН 7,4 и температуре 

4
0
С. Далее к суспензии клеток добавляли 10 мкг антител, суспензию 

перемешивали и инкубировали 1 час в тех же условиях. Затем суспензию клеток 

отмывали центрифугированием в фосфатном буфере рН 7,4 при 800g в течение 20 
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мин дважды. Результаты учитывали на проточном цитометре FacsCalibur («Becton 

Dickinson», США) с 15 мВт 488 арго-ионным лазерным и 585/42 (FL2) 

дискриминационным фильтром. Данные анализировали после выделения 

логического гейта клеточной популяции в dot/plot распределении клеток по их 

линейному переднему (FSC) и боковому (SSC) светорассеиванию. При учете 

результатов анализировали минимум 20000 событий в гейте. Статистическая 

обработка материалов проведена при помощи программного пакета прибора. 

Как видно из рисунка 2, все клетки мышиной карциномы яичников СаО-1 

экспрессируют антигены, идентичные муцинозным антигенам антигена СА 125 

человека. Эти данные указывают на сходство использованных в настоящей работе 

опухолевых мышиных моделей с опухолями человека. 

 

Рисунок 2 – Цитологическая характеристика клеток карциномы СаО-1. 

Взаимодействие клеток карциномы яичников СаО-1 с поликлональными 

антителами человека против муцина СА 125. Статистическая обработка по 

Колмогорову-Смирнову (p<=0.001). 

 

2.8 Одномерный электрофорез 

Необходимость проведения одномерного белкового электрофореза возникла 

при разработке метода определения МТ в биопсийном материале у 

онкологических больных. Однако проведение одномерного электрофореза 
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показало наличие примеси белков, которые вносили ошибку в измерение. Белок в 

образцах осаждали 5% трихлоруксусной кислотой. Образовавшийся осадок 

трижды отмывали ацетоном. Далее проводили электрофорез по Лемли. После 

окрашивания Coumassi Brilliant Blue G250 с последующим сканированием на 

приборе CanoScan N670 U, полученные данные обрабатывали с помощью 

программы ImageMasterTM 1D Software version 4.10. В качестве стандартов в 

обоих случаях использовали бычий сывороточный альбумин. В результате 

проведенного одномерного электрофореза белки из примеси были разделены и 

таким образом подготовлены для дальнейшего исследования [55].  

 2.9 Идентификация белков методом протеомного анализа 

Необходимость проведения идентификации белков методом протеомного 

анализа возникла при разработке метода определения МТ в биопсийном 

материале у онкологических больных. Первоначально метод определения МТ 

предусматривал экстракцию препарата из водно-спиртовой смеси (см. пункт 2.10 

настоящего раздела). Однако более детальное исследование (в том числе и 

методом протеомного анализа) показало наличие примеси белков, которые 

вносили ошибку в измерение. Для того чтобы исключить наличие белков в 

измеряемом образце, необходимо было понять, белки с какими свойствами 

находятся в этом образце. Поэтому была выполнена идентификация белков. 

Идентификацию белков осуществляли MALDI-TOF масс-спектрометрией. 

Белковые полосы вырезали из форезного геля, используя Proteome Works spot 

picking robot “Bio-Rаd” (США). Масс-спектры были получены с помощью 

MALDI-TOF Reflex III масс-спектрометра “Bruker” (США) с УФ-лазером (336 нм) 

(граница масс положительных ионов от 500 до 8000 Да). Масс-спектры были 

высчитаны, используя известные массы внутренних стандартов. Белки 

идентифицировали с помощью набора протеолитических пептидных масс, 

используя Peptide Fingerprint option of Mascot software “Matrix Science” (США). 
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2.10 Метод дифференциальной спектрофотометрии  

Спектрофотометрические исследования проводились на спектрофотометре 

Хьюлетт-Паккард НР8452А. Этот спектрофотометр представляет собой 

однолучевой прибор с микропроцессорным управлением. Диспергирующим 

элементом прибора служит вогнутая голографическая решетка, а регистрация 

спектра поглощения осуществляется диодной матрицей из 316 фотодиодов и схем 

управления в спектральном диапазоне 190-820 нм. Полный спектр регистрируется 

за время вспышки импульсной дейтериевой лампы (за 0,1 сек). Прибор имеет 

компьютерное управление, что позволяет осуществлять математическую 

обработку спектральных данных, а также создавать базы спектральных данных. 

Однако прибор является однолучевым. Это обстоятельство делает 

необходимым усложнить процесс измерения образца. Дело в том, что для 

спектрофотометрического измерения количества образца в пробе такая проба не 

должна содержать примеси других веществ, спектры поглощения которых 

перекрывались бы со спектром поглощения изучаемого вещества. Обычно такая 

чистота пробы достигается сложной процедурой очистки пробы 

(пробоподготовки) и на заключительном этапе работы требует наличия 

современного хроматографа. К сожалению, на момент выполнения работы этого 

оборудования в распоряжении исследователей не было. Поэтому для исключения 

ошибки в определении МТ был использован метод дифференциальной 

спектрофотометрии. Метод также требует тщательной пробоподготовки для 

максимального удаления из изучаемого образца примесей посторонних веществ. 

Суть метода заключается в том, что для определения вещества используется 

двухволновая или даже трехволновая схема измерения. Для этого в спектре 

поглощения вещества (в нашем случае МТ) выбирают длины волн, при которых 

наблюдаются максимумы и минимумы в поглощении. Затем измеряются разницы 

(дифференциал) в значении интенсивности поглощения вещества между 

максимальным значением поглощения и минимальными значениями поглощения. 

Затем выясняется диапазон концентрации вещества, при которых будет 
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наблюдаться линейная зависимость между значением в разнице поглощения и 

концентрацией вещества в пробе. Таким образом, появляется два значения для 

характеристики поглощения одной пробы. Если никакое другое вещество не 

будет вносить свой вклад в поглощение при этих длинах волн, то разницы в 

поглощении между максимумом и одним минимумом и разница в поглощении 

между максимумом и другим минимумом будет наблюдаться при одной 

концентрации вещества в пробе. Более подробно этот вопрос будет 

проиллюстрирован в главе диссертации, посвященной разработке метода. А 

сейчас приведем пример вычисления концентрации МТ в пробе. Для вычисления 

была получена следующая формула: 

С = 18.4хDx(4.5+A)/A 

где С – концентрация МТ в пробе в мкг/мл биологической жидкости или 

мкг/г ткани, D – различия в оптической плотности МТ при 312 нм и 400 нм, А – 

объем пробы в мл для биологических жидкостей (стандарт – 0,1 мл) или в г для 

ткани (стандарт – 0,1 г). 

Оптическая плотность определяется в максимуме поглощения МТ – 312 нм 

и 400 нм наблюдаемом дифференциальном спектре. 

На рисунке 3 представлен дифференциальный спектр поглощения МТ в 

спиртовом экстракте из биоптата опухоли. Из рисунка видно, что МТ дает хорошо 

видимый пик поглощения, и примеси никаких других веществ не мешают 

определению. 
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Рисунок 3 – Спектр поглощения МТ в спиртовом экстракте биоптата 

опухоли, полученный в результате вычитания из спектра поглощения биоптата 

опухоли, содержащей МТ, спектр поглощения биоптата опухоли без МТ 

 

2.11 Методика пробоподготовки образцов для спектрометрии 

Методика пробоподготовки состояла из следующих этапов: 

1. Берется навеска образца операционного материала весом 100 мг. 

2. Проба гомогенизируется в стеклянном гомогенизаторе с 0,4 мл 

физиологического раствора. 

3. В полученный гомогенат добавляется 4,1 мл этанола. Этанол приводит к 

осаждению белка. 

4. Полученный образец центрифугируется в течение 10 мин. на настольной 

центрифуге. 

5. Надосадочная жидкость фотометрируется на спектрофотометре НР8452А 

в 1см кювете. 

2.12 Методы статистической обработки результатов 

Статистическую обработку результатов проводили в рамках 

параметрической и непараметрической базовой статистики с использованием 

регрессионного и многомерного факторного анализа, критерия Стьюдента, 

применяя стандартный пакет статистических программ Windows 2003 (StatSoft 

6.0), Exсel и WinMdi. Данные представлены как М±m. Различия рассматривались 

как значимые при р<0,05. 
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ГЛАВА III. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1 Влияние МТ на биологическое действие 5-фторурацила (5-ФУ) и 

доксорубицина (ДКС) 

В настоящей главе представлены результаты изучения влияния различных 

временных промежутков между введением препарата МТ и антиметаболита 5-ФУ 

и цитостатика ДКС на биологическое действие последних. Выбор препаратов 

обусловлен широтой их применения в онкологической практике при различных 

формах онкологических заболеваний. 

3.2 Влияние МТ на противоопухолевый эффект 5-ФУ и ДКС на модели 

карциномы яичников СаО-1 и меланомы В16 

На рисунке 4 показана динамика роста опухоли карциномы яичников СаО-1 

в контрольной серии и на фоне воздействия препаратами 5-ФУ и МТ. Как следует 

из рисунка 5, в контрольной группе отмечался быстрый рост первичного узла. 

Введение МТ внутрибрюшинно в дозе 1000 мг/кг веса тела животных на 7 день 

после перевивки опухоли не оказывало достоверного влияния на рост опухоли. 

Ведение подкожно 5-ФУ в дозе 100 мг/кг веса тела животных на 7 день после 

перевивки опухоли вызывало задержку выхода опухолевых узлов в течение 

10±1,2 сут. наблюдения. Совместное внутрибрюшинное введение МТ и через 20 

минут после подкожного введения 5-ФУ в указанных выше дозах достоверно 

увеличивало противоопухолевый эффект антиметаболита. Задержка выхода 

опухолей отмечалась в течение 14±1,5 сут. , ТРО = 100%( p<0,05). 
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Рисунок 4 – Влияние МТ на противоопухолевое действие 5-ФУ на примере 

динамики роста карциномы СаО-1*  

* 5-ФУ вводили в дозе 100 мг/кг веса тела животных подкожно. МТ 

вводили в дозе 1000 мг/кг веса тела животных за 2 часа до введения 5-ФУ 

внутрибрюшинно. В каждой группе было по 10 животных. По оси абсцисс дни 

после перевивки опухоли. По оси ординат объем опухоли в мм
3
. 

 

На рисунке 5 показана динамика роста карциномы яичников СаО-1 в 

контрольной серии и при воздействии цитостатиков в комбинации с МТ при 

различных интервалов между введением антиметаболита и МТ от 20 мин до 12 

часов. Как видно из приведенного рисунка 6, в контрольной группе отмечался 

быстрый рост опухолевого узла. Введение МТ внутрибрюшинно в дозе 1000 мг/кг 

веса тела животных на 7 день после перевивки опухоли не оказывало 

достоверного влияния на рост опухоли. Введение подкожно 5-ФУ в дозе 100 мг/кг 

веса тела животных на 7 день после перевивки опухоли вызывало задержку 

выхода опухолевых узлов на 10±1,4 сут. наблюдения. Совместное 

внутрибрюшинное введение МТ и подкожное введение 5-ФУ через 12 часов в 

указанных выше дозах не увеличивало противоопухолевый эффект 

антиметаболита. Задержка выхода опухолей также отмечалась только на 10±2,1 

сут. после перевивки опухоли (P>0,05).  
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Рисунок 5 – Влияние МТ на противоопухолевое действие 5-Фу на 

динамику роста карциномы СаО-1 при увеличении интервала между введением 

препаратов* 

* 5-ФУ вводили в дозе 100 мг/кг веса тела животных подкожно. МТ 

вводили в дозе 1000 мг/кг веса тела животных за 12 часов до введения 5-ФУ 

внутрибрюшинно. В каждой группе было по 10 животных. По оси абсцисс дни 

после перевивки опухоли. По оси ординат объем опухоли в мм
3
. 

 

На рисунке 6 представлена динамика роста меланомы В16 в контрольной 

серии и при воздействии 5-ФУ в монорежиме и в комбинации с МТ. Как следует 

из рисунка 7 в контрольной группе наблюдался экспоненциальный рост 

первичного узла. Введение МТ внутрибрюшинно в дозе 1000 мг/кг веса тела 

животных на 7 день после перевивки опухоли не оказывало достоверного влияния 

на рост опухоли. Подкожная инъекция 5-ФУ в дозе 100 мг/кг веса тела животных 

на 7 день после перевивки опухоли также не вызывала торможения роста 

опухоли. Совместное внутрибрюшинное введение МТ и через подкожное 

введение 20 минут в указанных выше дозах также не приводило к 

противоопухолевому эффекту антиметаболита. Таким образом, МТ не оказывал 

модифицирующего действия на опухолевые клетки, которое могло бы позволить 

преодолеть исходную резистентность опухоли к этому противоопухолевому 
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препарату. ТРО не превышал 50%, что позволяет сделать вывод об отсутствии 

усиления противоопухолевой активности 5-ФУ по отношению к меланоме В16. 
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Рисунок 6 – Влияние МТ на противоопухолевое действие 5-Фу на примере 

динамики роста меланомы В16* 

* 5-ФУ вводили в дозе 100 мг/кг веса тела животных подкожно. МТ 

вводили в дозе 1 г/кг веса тела животных за 2 часа до введения 5-ФУ 

внутрибрюшинно. В каждой группе было по 10 животных. По оси абсцисс дни 

после перевивки опухоли. По оси ординат объем опухоли в мм
3
. 

 

На рисунке 7 представлена динамика роста карциномы яичников СаО-1 в 

контроле и на фоне воздействия препаратами ДКС и МТ. В контрольной серии 

отмечался быстрый рост опухолевого узла. Введение МТ внутрибрюшинно в дозе 

1000 мг/кг веса тела животных на 7 день после перевивки опухоли не оказывало 

достоверного влияния на рост опухоли. Введение подкожно ДКС в дозе 8 мг/кг 

веса тела животных на 7 день после перевивки опухоли вызывало задержку 

выхода опухолевых узлов на 14±2,0 сут. наблюдения. Эти данные указывают на 

то, что противоопухолевое действие ДКС на карциному яичников менее 

выраженное по сравнению с 5-ФУ, поскольку не отмечалось регрессии 

опухолевого узла, однако эффект ДКС был более продолжительным. Совместное 

внутрибрюшинное введение МТ и подкожное введение ДКС через 20 минут в 

указанных выше дозах незначительно увеличивало противоопухолевый эффект 
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цитостатика – задержка выхода опухолей - 16±2,6 сут. (p>0,05). Хотя введение 

комбинации не привело к полной регрессии опухолевого узла, период 

торможения роста опухоли на фоне комбинации увеличился на 3 сут. по 

сравнению с аналогичным периодом, при введении ДКС в монорежиме.  
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Рисунок 7 – Влияние МТ на противоопухолевое действие ДКС на примере 

динамики роста карциномы СаО-1* 

* ДКС вводили в дозе 8 мг/кг веса тела животных подкожно. МТ вводили в 

дозе 1000 мг/кг веса тела животных за 2 часа до введения ДКС внутрибрюшинно. 

В каждой группе было по 10 животных. По оси абсцисс дни после перевивки 

опухоли. По оси ординат объем опухоли в мм
3
. 

 

На рисунке 8 показана динамика роста опухоли карциномы яичников СаО-1 

в контрольной серии и на фоне воздействия препаратов при увеличения интервала 

между введением противоопухолевого антибиотика и МТ до 12 часов. Как 

показано на рисунке 9, в контрольной группе отмечался быстрый рост первичного 

узла. Введение МТ внутрибрюшинно в дозе 1000 мг/кг веса тела животных на 7 

сут. после перевивки опухоли не оказывало достоверного влияния на рост 

опухоли. Введение подкожно ДКС в дозе 8 мг/кг веса тела животных в те же 

сроки вызывало задержку выхода опухолевых узлов на 16±1,5 сут. Совместное 

внутрибрюшинное введение МТ и подкожная инъекция ДКС через 12 часов в 

указанных выше дозах не увеличивало противоопухолевый эффект цитостатика 
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(задержка 16±1,0 сут.) В данных условиях не отмечали увеличения торможения 

роста опухоли, как это было отмечено на фоне комбинации препаратов, когда 

интервал между их введением был всего 20 минут. 
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Рисунок 8 – Влияние МТ на противоопухолевое действие ДКС на примере 

динамики роста карциномы СаО-1 при увеличении интервала между введением 

препаратов* 

* ДКС вводили в дозе 8 мг/кг веса тела животных подкожно. МТ вводили в 

дозе 1000 мг/кг веса тела животных за 12 часов до введения ДКС 

внутрибрюшинно. В каждой группе было по 10 животных. По оси абсцисс дни 

после перевивки опухоли. По оси ординат объем опухоли в мм
3
. 

 

Аналогичное действие ДКС и его комбинации с МТ отмечалось у мышей с 

привитой меланомой В16. как следует из данных рисунка 10, в контрольной 

группе отмечался экспоненциальный рост первичного узла. Введение МТ 

внутрибрюшинно в дозе 1000 мг/кг веса тела животных на 7 день после перевивки 

опухоли не оказывало достоверного влияния на рост опухоли. Подкожная 

инъекция ДКС дозе 8 мг/кг веса тела животных на 7 день после перевивки 

опухоли вызывала торможение роста опухоли, которое проявлялось в задержке ее 

выхода на 14±2,1 сут. Совместное внутрибрюшинное введение МТ и подкожное 

введение ДКС через 20 минут в указанных выше дозах приводило к усилению 
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противоопухолевого эффекта цитостатика, которое проявлялось торможению 

роста опухоли до 80% в течение 17 ±2,3 сут (Рисунок 9).  
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Рисунок 9 – Влияние МТ на противоопухолевое действие ДКС на примере 

динамики роста меланомы В16* 

* ДКС вводили в дозе 8 мг/кг веса тела животных подкожно. МТ вводили в 

дозе 1000 мг/кг веса тела животных за 20 минут до введения ДКС 

внутрибрюшинно. В каждой группе было по 10 животных. По оси абсцисс дни 

после перевивки опухоли. По оси ординат объем опухоли в мм
3
. 

 

Согласно данным, представленным на рисунке 10, в контрольной серии 

отмечен быстрый рост меланомы В16. Введение МТ внутрибрюшинно в дозе 1000 

мг/кг веса тела животных на 7 день после перевивки опухоли не оказывало 

значимого влияния на рост опухоли. Подкожная инъекция ДКС в дозе 8 мг/кг веса 

тела животных на 7 день после перевивки опухоли вызывало задержку выхода 

опухолевых узлов к 14 сут. Совместное внутрибрюшинное введение МТ и 

подкожное введение ДКС через 12 часов в указанных выше дозах, не увеличивало 

противоопухолевый эффект цитостатика, в отличие от введения этой же 

комбинации препаратов, когда интервал между их введением был всего 20 минут. 
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Рисунок 10 – Влияние МТ на противоопухолевое действие ДКС на примере 

динамики роста меланомы В16* 

* ДКС вводили в дозе 8 мг/кг веса тела животных подкожно. МТ вводили в 

дозе 1000 мг/кг веса тела животных за 12 часов до введения ДКС 

внутрибрюшинно. В каждой группе было по 10 животных. По оси абсцисс дни 

после перевивки опухоли. По оси ординат объем опухоли в мм
3
. 

 

3.3 Влияние МТ на токсическое действие 5-ФУ и ДКС  

В настоящем разделе работы было оценить влияние МТ на острую 

токсичность 5-ФУ и ДКС. 

В таблице 1 представлены результаты экспериментов по изучению влияния 

интервала между введением 5-ФУ и МТ на летальность интактных животных. Для 

определения увеличения токсического действия противоопухолевых препаратов 

при комбинации с МТ исследовали сублетальные дозы.  

 Как следует из данных, приведённых в таблице 2, 5-ФУ не вызывал гибели 

мышей в дозе 200 мг/кг веса тела животных (0,5 LD50). Введение МТ (0,5 LD50) за 

20 минут до инъекции противоопухолевого препарата вызывало гибель 70% 

животных. Степень увеличения токсичности можно оценить, если сравнить дозу 

5-ФУ, которая вызывает сравнимый (70%) процент гибели животных. Доза 5-ФУ, 

вызывающая гибель 70% особей составляет 300 мг/кг веса тела животных. Когда 

интервал между введением модификатора и 5-ФУ был увеличен до 1 часа, 



58 
 

 

процент гибели животных уменьшался до 20%. Снижение токсичности 

комбинации препаратов можно объяснить быстрым метаболизмом МТ в 

организме мыши. Очевидно, что снижение концентрация МТ в сыворотке крови 

вызывало уменьшение его влияния на фармакокинетику и токсичность 5-ФУ.  

Таблица 1 – Влияние различных режимов введения модификатора МТ на 

токсичность 5-ФУ 

N

№ 

п\

п 

Препарат, 

Доза 

(мг/кг) 

Модификатор
1
, 

Интервал 

введения 

Время гибели 

животных (сут.) 

Количество 

павших в % 

к исходному 

Достоверность 

различий
2 

1 

1 

 

 

5-ФУ 

200 

- Не отмечено 0 - 

20 минут  11,7 ± 1,6 70 >0.05 

1 час  14,8 ± 0,5 20  

4 часа  35,2±3,1 0  

2

2 

 

5-ФУ-

250 

 Не отмечено 0  

20 минут  10,6± 0,5 100 >0.05 

1 час  12,3± 0,6 90 >0.05 

4 часа  14,0± 0,5 10  

3

3 

 

5-ФУ-

300 

 14,0 ±0.0 70 - 

20 минут  9,9 ± 0,3 100 >0.05 

1 час 10,6± 0,3 100 >0.05 

4 часа  14,0± 0,1 80 >0.05 

4

4 

 

5-ФУ-

400 

 10,6 ±0,8 100  

20 минут  7,8 ±0,7 100 <0.05 

1 час  8,1 ± 0,7 100  

4 часа  8,1 + 0,8 100 <0.05 
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Продолжение таблицы 1 

5

5 

 МТ Не отмечено 0 - 

1
 Модификатор МТ вводили внутрибрюшинно в дозе 1000 мг/кг веса тела 

животных за 20 минут, 1 час и 4 часа до подкожного введения 5-ФУ. В каждой 

группе было по 10 животных мышей линии СВА/Lac. Гибель животных 

оценивали в течение 30 дней после введения препаратов. 
2 

Достоверность различий между продолжительностью жизни животных, 

получивших 5-ФУ в монорежиме и 5-ФУ+ МТ. 

 

Предположение об усилении токсичности совместного введения МТ и 5-ФУ 

подтверждается данными из таблицы 2 при дозе 5-ФУ 200 мг/кг веса тела 

животных, так как дальнейшее увеличение интервала между введением 

препаратов до 4 часов приводит к еще большему уменьшению токсичности 5-ФУ. 

Из таблицы 1 видно, что гибель животных в этом режиме не наблюдалась. 

Как следует из данных, приведённых в таблице 2, 5-ФУ в дозе 250 мг/кг 

веса тела животных также не вызывал летальных эффектов. Однако введение 

модификатора МТ за 20 минут до введения противоопухолевого препарата 

вызывало гибель 100% животных, что указывает на увеличение токсичности 5-

ФУ. Доза 5-ФУ равная 400 мг/кг веса тела животных вызывала 100% летальность 

животных (LD100). Если интервал между введением модификатора и 5-ФУ 

увеличивали до 1 часа, то процент гибели животных уменьшался до 90%. 

Увеличение интервала между введением препаратов до 4 часов еще больше 

снижало летальность до 10%.  

5-ФУ в дозе 300 мг/кг веса тела животных вызывал гибель 70% животных. 

Введение МТ за 20 минут до введения противоопухолевого препарата приводило 

к 100% летальности животных. При этом отмечалось достоверное уменьшение 

средней продолжительности жизни погибших животных с 14 до 9,9 сут., что 

также указывает на увеличение токсичности цитостатика при комбинации с МТ. 

Увеличение интервала между введением модификатора и 5-ФУ увеличивали до 1 

часа, также вызывало 100% гибель мышей, однако отмечалось тенденция к 
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увеличению средней продолжительности жизни животных с 9,9 сут. до 10,6 сут., 

что можно расценить как уменьшение токсичности препарата. Увеличение 

интервала времени между введением препаратов до 4 часов сопровождалось 

дальнейшим снижением токсичности комбинации. Процент погибших животных 

уменьшился до 80%, а средняя продолжительность их жизни увеличилась до 14 

сут.  

При введении 5-ФУ в дозе 400 мг/кг наблюдалась гибель 100% животных. 

Важно отметить, что эта гибель отмечалась в короткие сроки – на 7-8 сут. 

наблюдения. Учитывая выраженную токсичность цитостатика в этой дозе, 

сделать обоснованные выводы об усилении гибели животных после воздействия 

комбинации препаратов в этой дозе не представлялось возможным. Сам 

модификатор в указанных условиях не вызывал гибели животных. 

Таблица 2 – Влияние различных режимов введения модификатора МТ на 

токсичность ДКС  

№ п/п Препарат, 

Доза (мг/кг) 

Модификатор
1
, 

интервал 

введения 

Продолжите

льность 

жизни 

павших 

животных 

(Дни) 

Количес

тво 

павших 

в % к 

исходно

му 

Достоверн

ость 

различий
2 

1  

 

ДКС 5 

 более 30 0  

2 20 минут  14,0 10  

3 1 час  более 30 0  

4 4 часа  более 30 0  

5  

ДКС 10 

 14,0 10  

6 20 минут  13,6 + 0,5 40 <0.05 

7 1 час  14,00 10  

8 4 часа  14,0 10  
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Продолжение таблицы 2 

9  

ДКС 15 

 10,2 + 0.0 70  

10 20 минут  5,9 + 0,3 100 <0.05 

11 1 час до 7,6 + 0,3 100 <0.05 

12 МТ 4 часа  11,0 + 0,6 80  

13  

ДКС 20 

 4,6 + 0,1 100  

14 20 минут  3,8 + 0,1 100 <0.05 

15 1 час  4,1 + 0,1 100 <0.05 

 

16 4 часа  4,1 + 0,1 100  

17  МТ более 30 0  

1
 Модификатор МТ вводили внутрибрюшинно в дозе 1000 мг/кг веса тела 

животных за 20 минут, 1 час и 4 часа до подкожного введения ДКС. В каждой 

группе было по 10 животных мышей линии СВА/Lac. Гибель животных 

оценивали в течение 30 дней после введения. 

 

В таблице 2 представлены результаты экспериментов по изучению влияния 

интервала между введением ДКС и МТ на гибель животных.  

Согласно данным, приведённым в таблице 3, ДКС не вызывал гибели 

мышей в дозе 5 мг/кг веса тела животных (0,5 LD50). Однако введение 

модификатора МТ за 20 минут до введения противоопухолевого препарата 

вызывало гибель 10% животных, что указывает на увеличение токсичности при 

комбинации с МТ. Из приведенных данных следует, что это доза ДКС при 

применении в монорежиме, вызывающая аналогичный токсический эффект, 

составляла 10 мг/кг веса тела животных. Если интервал между введением 

модификатора и ДКС увеличивали до 1 часа, то гибели мышей не наблюдалось. 

Не отмечали летальные эффекты и при увеличении интервала между введением 

МТ и ДКС до 4 часов.  
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При воздействии в монорежиме ДКС в дозе 10 мг/кг веса тела животных 

вызывал гибель 10% мышей при продолжительности жизни павших животных 14 

сут. Однако введение модификатора МТ за 20 минут до противоопухолевого 

препарата увеличивало гибель животных до 40%, что указывает на пвышение 

токсичности комбинации. Увеличение интервала между введением МТ и ДКС до 

1 часа или до 4 часов снижало процент гибели животных до уровня сравнимогго с 

действием ДКС в монорежиме.  

ДКС в дозе 15 мг/кг веса тела животных вызывал гибель 70% мышей при 

продолжительности жизни павших животных 10,2 сут. Введение модификатора 

МТ за 20 минут до противоопухолевого препарата увеличивало гибель животных 

до 100% и уменьшало среднюю продолжительность жизни павших животных до 

5,9 сут., что указывает на увеличение токсичности комбинации. При увеличении 

интервала между введением МТ и ДКС до 1 часа 100% гибель животных 

сохранялась, но наблюдалось увеличение средней продолжительности жизни 

павших животных до 7,6 сут., что указывает на незначительное уменьшение 

токсичности комбинации препаратов. При дальнейшем увеличении интервала 

между введением препаратов до 4 часов процент гибели животных снижался до 

80%, а средняя продолжительность жизни павших животных увеличивалась до 11 

сут.  

При введении ДКС в дозе 20 мг/кг веса тела животных наблюдалась 100% 

гибель животных. При этом гибель наблюдалась в короткие сроки – на 3-4 сут. 

наблюдения. В данных условиях МТ не влиял на токсичность ДКС. Показано, что 

изолированное использование модификатора в таком режиме не вызывало гибели 

животных. 

В таблице 3 представлены результаты экспериментов по изучению влияния 

противоопухолевых препаратов, МТ, а также их комбинации на количество 

лейкоцитов в периферической крови мышей.  
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Таблица 3 – Влияние 5-ФУ, ДКС и их комбинации с МТ на содержание 

лейкоцитов в периферической крови мышей (10
3
/мкл) 

#
 

N Сутки
1 

1 2 3 4 5 6 

 Группы
2 

      

1 5-ФУ  11,5+1,2 9,3+1,1 8,1+1,1 7,0+1,0 8,2+1,2  9,7+1,3 

2 5-ФУ + МТ 

за 2 часа  

11,2+1,2 9,5+1,0  7,4+0,9  6,1+1,0  7,9+1,4  8,7+1,5 

3 5-ФУ + МТ 

за 4 часа  

9,5+1,1  9,3+0,9 8,6+0,9 8,7+0,9  8,8+1,1 9,1+1,1 

4 ДКС 10,7+1,2 9,6+1,2 7,5+1,2 6,9+1,1 6,8+1,1 9,1+1,1 

5 ДКС + МТ за 

2 часа  

10,3+1,3 9,1+1,2 6,3+1,1 3,5+0,9* 4,1+0,8* 5,6+0,7* 

6 ДКС + МТ за 

4 часа  

11,4+1,2 9,1+0,9 7,1+0,8 6,4+0,7 7,0+0,9 8,9+1,3 

7

  

Контроль
3 

10,8+0,9 11,2+1.0 9,6+1,1 10,1+0,9 11,1+1,1 10,4+1,1 

8 МТ 11,3+1,3 9,4+1,1 8,5+1,1  7,6+1,2 9,7+1,2 11,5+1,2 

1 – 
Дни после введения препаратов.  

2 - 
5-ФУ вводили подкожно в дозе 100 мг/кг веса тела животных. МТ 

вводили внутрибрюшинно в дозе 1000 мг/кг веса тела животных за 2 или за 4 часа 

до противоопухолевого препарата. ДКС вводили в дозе 10 мг/кг веса тела 

животных, подкожно. В каждой группе было 10 животных линии CBA/Lac. 
3 
– интактные мыши. 

* - p<0.05 между группами ДКС и ДКС+МТ за 2 часа.  
#
 - среднее число лейкоцитов в периферической крови (М +m)x 10

3
/мкл. 

 

В контрольной группе животных количество лейкоцитов в периферической 

крови было стабильным на протяжении всего периода наблюдения со средними 

показателями от 9,6 до 11,2х10
3
 клеток на микролитр периферической крови 

мышей. Введение модификатора в дозе 1000 мг/кг веса тела животных вызывало 

снижение количества лейкоцитов периферической крови до 7,6х10
3
 на 4 сут. 

после введения модификатора. В последующие дни наблюдалось восстановление 

количества клеток в периферической крови практически до исходных уровней. В 
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группе животных, получивших 5-ФУ в дозе 100 мг/кг веса тела животных, также 

отмечалось снижение количества лейкоцитов периферической крови до 7,0х10
3
 на 

4 сут. после введения противоопухолевого препарата. В последующие сутки 

наблюдалось восстановление количества клеток в периферической крови 

практически до исходных уровней. В группе животных, которые получили 

модификатор за 2 часа до введения противоопухолевого препарата, также 

отмечалось снижение количества лейкоцитов периферической крови до 6,1х10
3
 на 

4 сут. после введения противоопухолевого препарата. В последующие дни 

наблюдалось восстановление количества клеток в периферической крови. Однако 

полного восстановления до исходного количества клеток в периферической крови 

мышей в изученный период времени не произошло. Это можно объяснить 

увеличением токсичности данной комбинации препаратов по сравнению с их 

раздельным применением. Увеличение интервала между введением 

модификатора и противоопухолевого препарата до 4 часов привело к тому, что 

снижение количества лейкоцитов в периферической крови достоверно не 

отличалось от данного параметра в группе мышей, получивших 5-ФУ в 

монорежиме.  

ДКС в отличие от 5-ФУ вызывал более длительное снижение количества 

лейкоцитов в периферической крови мышей с 3 по 5 сут. наблюдения. В группе 

животных, которые получили модификатор за 2 часа до введения ДКС, также 

отмечалось снижение количества лейкоцитов периферической крови на 4 сут. 

после введения противоопухолевого препарата. Однако в этом случае лейкопения 

была более интенсивной и продолжительной по сравнению количеством 

лейкоцитов периферической крови в группе животных, получивших один ДКС. 

Достоверное снижение количества лейкоцитов периферической крови и 

увеличение времени восстановления рассматриваемого параметра, указывают на 

то, что предварительное введение МТ (за 2 часа) приводит к увеличению 

токсичности ДКС. Однако если интервал введения между МТ и ДКС увеличивали 

до 4 часов, достоверные различия в количестве лейкоцитов периферической крови 

мышей, получивших один ДКС и ДКС в комбинации с МТ, нивелируются. 
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В таблице 4 представлены результаты экспериментов по изучению влияния 

противоопухолевых препаратов, МТ, а также их комбинации на среднюю массу 

тела мышей.  

Таблица 4 - Влияние 5-ФУ, ДКС и их комбинации с МТ на среднюю массу 

тела мышей
#
 

N Сутки
1 

0 5 6 7 8 9 

 Группы
2 

      

1 5-ФУ  21,5+0,4 20,3+0,4 20,1+0,3 20,0+0,4 20,2+0,4 20,7+0,3 

2 МТ за 2 

часа до 5-

ФУ 

21,6+0,4 19,5+0,8 17,4+0,9 16,1+0,9
*
 17,9+0,9* 18,7+1,5

* 

3 МТ за 4 

часа до 5-

ФУ + 

22,1+0,4 21,3+0,6 20,6+0,9 20,7+0,9 20,8+0,7 21,1+0,6 

4 ДКС 22,7+0,4 20,6+0,3 20,5+0,4 19,9+0,5 18,8+0,5 19,1+0,6 

5 МТ за 2 

часа до 

ДКС  

22,3+0,6 20,1+1,2 19,3+0,5 18,5+0,9* 17,1+0,8* 16,6+0,7

* 

6 МТ за 4 

часа до 

ДКС 

22,4+0,6 21,1+0,9 20,1+0,8 20,4+0,7 19,0+0,9 19,9+0,3 

7 Контроль

3
 

21,5+0,3 21,2+0,4 21,6+0,4 22,1+0,5 22,1+0,4 21,4+0,4 

8 МТ 21,3+0,3 20,4+0,4 20,5+0,4 20,6+0,4 20,7+0,4 20,5+0,4 

1 – 
Дни после введения препаратов.  

2 - 
5-ФУ вводили подкожно в дозе 100 мг/кг веса тела животных. МТ 

вводили внутрибрюшинно в дозе 1000 мг/кг веса тела животных за 2 или за 4 часа 

до противоопухолевого препарата. ДКС вводили в дозе 10 мг/кг веса тела 

животных, подкожно. В каждой группе было 10 животных линии CBA/Lac/.  
3 
– интактные мыши. 

# - 
Средняя масса тела животных приведена в граммах (М + m). 

* - p<0.05 между группами ДКС и МТ за 2 часа до ДКС.  
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Как следует из данных таблицы 5, в контрольной группе животных средняя 

масса тела была стабильна на протяжении всего периода наблюдения со средним 

значением 21,4 г. Введение модификатора МТ в дозе 1000 мг/кг незначительно 

снижало массу тела мышей в среднем на 5% (20,5 г). В последующие сутки 

эксперимента наблюдали восстановление массы тела животных, получивших 

модификатор. В группе животных, получивших 5-ФУ в дозе 100 мг/кг веса тела 

животных, также отмечалось снижение массы тела животных примерно на 5%. 

Это снижение было устойчивым и наблюдалось в течение всего эксперимента. В 

группе животных, получавших модификатор за 2 часа до введения 

противоопухолевого препарата, отмечалось достоверное снижение массы тела 

животных, достигающее 16,1 г к 7 сут от исходных 21,6 г. То есть снижения 

массы тела животных при воздействии 5-ФУ на фоне модификатора достигало 

25%, что свидетельствует об усилении токсичности комбинации препаратов по 

сравнению с раздельным применением препаратов. Увеличение интервала между 

введением модификатора и противоопухолевого препарата до 4 часов приводили 

к тому, что потеря массы тела животных, при воздействии комбинации МТ и 5-

ФУ не отличалась от таковой у мышей при раздельном применении этих 

препаратов. 

ДКС в отличие от 5-ФУ вызывал более длительное уменьшение массы тела 

животных с 5 по 9 сут. наблюдения. В группе животных, которые получили 

модификатор за 2 часа до введения ДКС, также отмечается увеличение 

токсичности комбинации модификатора и ДКС по сравнению с раздельным их 

применением. Так, на 9 сут.наблюдения средняя масса тела животных достигала 

16,6 г, что на 2,5 грамм ниже по сравнению со средней массой тела животных, 

которые получили один ДКС. Такое снижение было достоверно ниже и 

продолжительнее по сравнению со средней массой тела животных в других 

группах. Достоверное снижение средней массы животных и увеличение 

длительности этого эффекта указывают на то, что предварительное введение МТ 

приводило к увеличению токсичности ДКС. Однако если интервал введения 

между МТ и ДКС увеличить до 4 часов, то достоверные различия в средней массе 
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тела животных, получивших один ДКС, получивших ДКС спустя 4 часа после МТ 

нивелируются. 

В настоящем исследовании приведены данные по влиянию МТ на 

биологическое действие противоопухолевых препаратов. Под биологическим 

действием в данном случае понимают как противоопухолевое, так и токсическое 

действие. Противоопухолевое действие препаратов и их комбинаций оценивали 

по их влиянию на динамику роста экспериментальных опухолевых моделей – 

меланома В16 и карцинома яичников СаО-1. Из приведенных выше данных 

видно, что 5-ФУ способен влиять только на рост карциномы яичников СаО-1. 

Использование модификатора МТ оказывало неоднозначное действие на 

противоопухолевую эффективность 5-ФУ. Если модификатор был введен за 2 

часа до введения противоопухолевого препарата, то он увеличивал 

противоопухолевое действие 5-ФУ на рост карциномы СаО-1. Увеличение 

интервала до 12 часов не изменяло противоопухолевое действие 5-ФУ на рост 

карциномы СаО-1. Влияние модификатора на противоопухолевое действие 5-ФУ 

может быть связано с его действием на фармакокинетику 5-ФУ или с его 

действием на опухолевые клетки. Последний вариант модифицирующего 

действия является более интересным, так как позволяет ожидать, что данная 

комбинация будет способна преодолевать устойчивость опухоли к 

антиметаболиту. Однако комбинация 5-ФУ и МТ не преодолевала устойчивость 

меланомы В16 к 5-ФУ.  

В специальной серии экспериментов изучено влияние МТ на 

противоопухолевое действие ДКС. МТ увеличивал противоопухолевое действие 

ДКС на карциному яичников СаО-1 и меланому В16 только в том случае, если он 

был введен за 20 мин – 1 час до цитостатика. Введение МТ за 12 часов до 

введения ДКС не изменяло противоопухолевое действие последнего на рост 

перевиваемых штаммов опухолей.  

Было изучено влияние модификатора на токсичность цитостатиков. Важно 

отметить, что в этой серии экспериментов был изменен временной интервал 

между введением МТ и противоопухолевыми препаратами с 12 до 4 часов. Это 
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изменение было связано с необходимостью выявить минимальный временной 

интервал, при котором МТ влиял на фармакокинетику противоопухолевых 

препаратов. Из данных, полученных в этой серии экспериментов, следует, что 

такой временной интервал одинаков для ДКС и 5-ФУ и составляет не менее 4 

часов. В противном случае токсичность препаратов возрастает не менее чем 1,5-2 

раза. В результате такого усиления токсичности наблюдается даже увеличение 

гибели животных. Таким образом, полученные данные подтверждают и 

позволяют практически обосновать клинические результаты гибели больных на 

фоне данной комбинации. 

В клинической практике временной интервал между приемом МТ и 

введением цитостатиков должен составлять не менее 30 часов, так как период 

полуэлиминации МТ у человека составляет в среднем 10 часов. Данная цифра 

получена из сопоставления периодов полуэлиминации препаратов в организме 

животных и человека. У грызунов он значительно короче, менее 1 часа, тогда как 

в организме людей период полуэлиминации составляет около 10 часов (102, 103). 

Поэтому должно пройти не менее 3 периодов полуэлиминации, чтобы 

концентрация препаратов в сыворотке крови снизилась до безопасного уровня. 

Вторая возможность избежать усиления токсичности противоопухолевых 

препаратов – это местное использование МТ при системном их использовании. 

3.4 Влияние МТ на цитотоксичность ДКС и 5-ФУ по отношению к клеткам 

карциномы яичников СаО-1 и меланомы В16 in vitro 

Ранее нами было показано, что МТ увеличивает противоопухолевую 

активность 5-ФУin vivo. Это увеличение выражалось в усилении торможения 

роста опухоли у мышей с карциномой яичников СаО-1. В то же МТ время не 

преодолевал исходной резистентности перевиваемой меланомы В16 к 5-ФУ. 

Обнаруженное увеличение противоопухолевой активности препарата можно 

объяснить как изменением фармакокинетики препарата в организме животных, 

так и непосредственным воздействием МТ на опухолевые клетки. Поэтому целью 
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настоящего раздела было изучения цитотоксического действия 5-ФУ на клетки 

меланомы В16 в системе in vitro в монорежиме и на фоне модификатора.  

5-ФУ добавляли в среду инкубации в концентрациях, в различных 

концентрациях МТ препарат вносили в среду инкубации в концентрации 150 

мкг/мл. Исходя из данных литературы, это максимальная концентрация 

препарата, которая наблюдается в биологических жидкостях организма при 

стандартных методах лечения. Клетки меланомы B16 были получены из 

опухолевого узла перевиваемого штамма. Дальнейшая инкубация клеток 

осуществлялась в среде RPMI 1640 с 10 % (v/v) эмбриональная телячьей 

сывороткой, 10 Ед/мл пенициллина, и 100 мкг/мл стрептомицина при 37°C, и 5%-

ый CO2. Чтобы убедиться в том, что опухолевые клетки не потеряли свои 

злокачественные свойства, клетки вводили мышам и убеждались в том, что у 

животного развивалась опухоль на месте введения суспензии. Клетки 

инкубировали в СО2 – инкубаторе в среде RPMI-1640 с добавлением 10% 

эмбриональной сыворотки.  

На рисунке 11 показана цитологическая картина нативной культура клеток 

СаО-1. Как видно из рисунка, карцинома формирует адгезивную культуру клеток. 

Добавление в среду инкубации клеток МТ в концентрации 150 мкг/мл не влияло 

на плотность клеточной популяции и адгезию клеток к пластику (Рисунок 12). 

Внесение в среду инкубации 5-ФУ в концентрации 10 мкг/мл при визуальной 

оценке уменьшало плотность клеточной популяции (Рисунок 13). При добавлении 

в среду инкубации 5-ФУ в концентрации 10 мкг/мл совместно с МТ плотность 

клеточной популяции также уменьшалась (Рисунок 14).  
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Рисунок 11 – Клетки карциномы СаО-1при росте в системе in vitro. 

Контроль. 900-кратное увеличение. 

 

Рисунок 12 – Клетки карциномы СаО-1при росте в системе in vitro в 

присутствии 150 мкг/мл МТ. 200-кратное увеличение. 
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Рисунок 13 – Клетки карциномы СаО-1при росте в системе in vitro в 

присутствии 10 мкг/мл 5-ФУ. 900-кратное увеличение. 

 

Рисунок 14 – Клетки карциномы СаО-1при росте в системе in vitro в 

присутствии 10 мкг/мл 5-ФУ и 150 мкг/мл МТ. 400-кратное увеличение. 

 

Для количественной оценки числа выживших клеток был использован 

МТТ-тест. На рисунке 16 представлены результаты по влиянию МТ на 

цитотоксическое действие 5-ФУ на клетки карциномы яичников СаО-1. Как видно 

из рисунка, добавление МТ в среду инкубации клеток СаО-1 существенно не 

изменяет токсичность 5-ФУ по сравнению с токсическим действием одного 

антиметаболита.  
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Так, при концентрации 5-ФУ 1 мкг/мл процент выживших клеток СаО-1 

после 24 часов инкубации с антиметаболитом составил 90+9, а при добавлении в 

среду инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент выживших клеток 

СаО-1 был равен 94+6 (p>0,05).  

При концентрации 5-ФУ 5 мкг/мл процент выживших клеток СаО-1 после 

24 часов инкубации с антиметаболитом составил 74+17, а при добавлении в среду 

инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент выживших клеток СаО-

1 был равен 60+19 (p>0,05). 

При концентрации 5-ФУ 10 мкг/мл процент выживших клеток СаО-1 после 

24 часов инкубации с антиметаболитом составил 40+18, а при добавлении в среду 

инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент выживших клеток СаО-

1 был равен 55+19 (p>0,05).  

При концентрации 5-ФУ 15 мкг/мл процент выживших клеток СаО-1 после 

24 часов инкубации с антиметаболитом составил 21+11, а при добавлении в среду 

инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент выживших клеток СаО-

1 был равен 11+9 (p>0,05). 

Концентрация IC50 для 5-ФУ на клетках карциномы яичников СаО-1 

составила 9+1мкг/мл в случае их инкубации с одним антиметаболитом в течение 

24 часов и 8,4+1,0мкг/мл в случае, если к среде инкубации добавили еще и 150 

мкг/мл МТ. 
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Рисунок 15 – Влияние МТ на токсическое действие 5-ФУ на клетки СаО-1 в 

системе in vitro. МТ содержится в среде инкубации в концентрации 150 мкг/мл. 

Клетки инкубировали с препаратами 24 часа. Каждая точка на графике – это 

среднее от 4 измерений. Цитотоксичность препаратов измеряли МТТ-тестом. Ряд 

1-Клетки СаО-1 инкубировали 24 часа в присутствии соответствующих 

концентраций 5-ФУ. Ряд 2-Клетки СаО-1 инкубировали 24 часа в присутствии 

соответствующих концентраций 5-ФУ и 150 мкг/мл МТ. 

 

На рисунке 16 показана культура клеток меланомы В16. Как видно из 

рисунка, в отличие от карциномы, которая формирует культуру клеток, хорошо 

прилипшую к пластику, клетки меланомы формировали объемные конгломераты 

по типу виноградных гроздей. Добавление в среду инкубации клеток МТ в 

концентрации 150 мкг/ мл не влияло на плотность клеточной популяции и на 

формирование объемных образований (Рисунок 17). Добавление в среду 

инкубации 5-ФУ в концентрации 10 мкг/мл не уменьшало плотность клеточной 

популяции (Рисунок 18). При добавлении в среду инкубации 5-ФУ в 

концентрации 10 мкг/мл совместно с МТ отмечалось незначительное уменьшение 

плотности клеточной популяции (Рисунок 19).  
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Рисунок 16 – Клетки меланомы В16 при росте в системе in vitro. Контроль. 

900-кратное увеличение. 

 

 

Рисунок 17 – Клетки меланомы В16 при росте в системе in vitro в 

присутствии 150 мкг/мл МТ. Контроль. 400-кратное увеличение. 
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Рисунок 18 – Клетки меланомы В16 при росте в системе in vitro в 

присутствии 10 мкг/мл 5-ФУ. 400-кратное увеличение. 

 

 

Рисунок 19 – Клетки меланомы В16 при росте в системе in vitro в 

присутствии 10 мкг/мл 5-ФУ и 150 мкг/мл МТ 24 часа инкубации. Видно 

образование по типу виноградной грозди. Контроль. 400-кратное увеличение. 

 

Для количественной оценки числа выживших клеток был использован 

МТТ-тест. На рисунке 20 представлены результаты по влиянию МТ на 
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цитотоксическое действие 5-ФУ на клетки меланомы В16. Как видно из рисунка, 

добавление МТ в среду инкубации клеток меланомы В16 существенно не 

изменяет токсичность 5-ФУ по сравнению с токсическим действием одного 

антиметаболита.  

 

Рисунок 20 – Влияние МТ на токсическое действие 5-ФУ на клетки 

меланомы В16 в системе in vitro. МТ содержится в среде инкубации в 

концентрации 150 мкг/мл. Клетки инкубировали с препаратами 24 часа. Каждая 

точка на графике – это среднее от 4 измерений. Цитотоксичность препаратов 

измеряли МТТ-тестом. Ряд 1-Клетки меланомы В16 инкубировали 24 часа в 

присутствии соответствующих концентраций 5-ФУ. Ряд 2-Клетки меланомы В16 

инкубировали 24 часа в присутствии соответствующих концентраций 5-ФУ и 10 

мкг/мл МТ. 

 

Так, при концентрации 5-ФУ 10 мкг/мл процент выживших клеток 

меланомы В16 после 24 часов инкубации с антиметаболитом составил 85+13, а 

при добавлении в среду инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент 

выживших клеток меланомы В16 был равен 96+4 (p>0,05).  

При концентрации 5-ФУ 30 мкг/мл процент выживших клеток меланомы 

В16 после 24 часов инкубации с антиметаболитом составил также 85+13, а при 
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добавлении в среду инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент 

выживших клеток меланомы В16 был равен 70+14 (p>0,05).  

При концентрации 5-ФУ 50 мкг/мл процент выживших клеток меланомы 

В16 после 24 часов инкубации с антиметаболитом составил 63+26, а при 

добавлении в среду инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент 

выживших клеток меланомы В16 был равен 65+24 (p>0,05).  

При концентрации 5-ФУ 80 мкг/мл процент выживших клеток меланомы 

В16 после 24 часов инкубации с антиметаболитом составил 48+17, а при 

добавлении в среду инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент 

выживших клеток меланомы В16 был равен 36+15 (p>0.05).  

При концентрации 5-ФУ 100 мкг/мл процент выживших клеток меланомы 

В16 после 24 часов инкубации с антиметаболитом составил 45+13, а при 

добавлении в среду инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент 

выживших клеток меланомы В16 был равен 27+12 (p>0,05).  

При концентрации 5-ФУ 150 мкг/мл процент выживших клеток меланомы 

В16 после 24 часов инкубации с антиметаболитом составил 5+3, а при добавлении 

в среду инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент выживших 

клеток меланомы В16 был равен 3+1 (p>0,05). 

Концентрация IC50 для 5-ФУ на клетках меланомы В16 составила 

95+11мкг/мл в случае их инкубации с одним антиметаболитом в течение 24 часов 

и 84+10 в случае, если к среде инкубации добавили еще и 150 мкг/мл МТ.  

Как видно, из полученных в системе in vitro данных, МТ не изменял столь 

сильно токсичность противоопухолевого антиметаболита. В то же время в 

исследованиях на животных МТ увеличивал токсичность 5-ФУ почти в 2 раза. 

Такое расхождение в модифицирующем действии МТ в системе in vivo и in vitro 

можно объяснить влиянием МТ на скорость метаболизма 5-ФУ в организме 

мышей. Из данных литературны известно, что МТ увеличивает 

противоопухолевое действие препаратов у онкологических больных. Это 

увеличение сопровождается повышением выраженности побочных эффектов. В 

то же время очевидно, что существует реальная необходимость одновременного 
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использования нескольких лекарственных препаратов одновременно. Например, 

МТ используется после хирургических вмешательств в онкологии, для 

предотвращения развития инфекционных осложнений (108). В этой связи 

интересен опыт работ группы авторов, которые изучали опыт применения 5-ФУ 

местно, в виде крема (107). Эта работа интересна еще тем, что они использовали 

практически идентичную модель перевиваемых опухолей подштамм меланомы 

В16 F-10. Данный подштамм опухоли также был относительно устойчив к 

антиметаболиту. IC50 составило для клеток меланомы В16 F-10 около 70 мкг/мл. 

Местное использование 5% мази с 5-ФУ, в состав которой входят микроиглы, 

позволяет получать терапевтический эффект. Факт низкой эффективности 

воздействия 5-ФУ на меланому В16 также описан другой группой авторов [78, 

105]. Полученные нами результаты согласуются с этими данными. На 

перевиваемых опухолях эффективность 5-ФУ хорошо коррелирует с IC50 

препаратов системе in vitro. 

3.5 Оценка фармакокинетики МТ при ректальном введении  

В предыдущих главах было показано, что МТ увеличивал токсичность ДКС 

и 5-ФУ у мышей при одновременном введении препаратов или в тех случаях, 

когда интервал между введениями препаратов был незначительным. Крайне 

важен тот факт, что данное увеличение токсичности препаратов не 

сопровождалось существенным увеличением их лечебного действия. То есть при 

сочетанном применении МТ и химиопрепаратов можно говорить, главным 

образом, об увеличении токсичности данной комбинации. Тот факт, что 

комбинация МТ и химиопрепаратов не обладает большей цитотоксичностью по 

отношению к опухолевым клетками в системе in vitro позволяет предположить, 

что увеличение токсических свойств и некоторое повышение противоопухолевой 

активности комбинации обусловлено влиянием МТ на фармакокинетику 

цитостатиков. Поэтому на основании полученных результатов можно сделать 

только вывод о нежелательности совместного использования этих препаратов. С 

другой стороны также неоспоримым является факт необходимости совместного 
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использования этих препаратов в онкологической практике по клиническим 

показаниям. Преодолеть данное противоречие возможно только при изменения 

интервалов и методов введения этих препаратов больному. В обзоре литературы 

нами приведены данные фармакокинетики МТ при использовании его в качестве 

противопаразитарного препарата. Из приведенных данных следует, что в 

онкологии необходимо достигать концентраций МТ в 3-5 раз выше, чем при 

лечении инфекций. Поэтому для проведения настоящего исследования 

необходимо было разработать методику применения МТ для повышения 

эффективности лечения рака прямой кишки.  

В 2004 году в отделении проктологии в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. 

БЛОХИНА» МЗ РФ под руководством доктора медицинских наук, профессора 

Ю.А. Барсукова и доктора технических наук, профессора Н.Д. Олтаржевской c 

соавт. (ООО «Колетекс») было разработано новое медицинское изделие, 

представляющее собой гидрогелевую биополимерную композицию с физически 

иммобилизованной в ней субстанцией метронидазола для внутриректального 

подведения его к опухоли. В данном медицинском изделии используется 

гидрогель на основе биополимера альгината натрия с вязкостью 2,63 Па с 

добавлением 2% раствора ДМСО и 9% метронидазола. В основу создания 

биополимерной композиции для направленного подведения метронидазола к 

опухолевым тканям была положена идея использования гидрогелевой 

структурированной биополимерной матрицы с инкорпорированным в нее 

лекарственным препаратом в качестве средства его доставки к очагу поражения.  

Механизмы, обеспечивающие пролонгированное поступление 

метронидазола в опухоль: 

• в биополимерной композиции более 90% полимера представлено 

наночастицами диаметром в пределах 20–250 нм, что наряду с высоким 

градиентом концентрации метронидазола на границе поверхности опухолевой 

ткани обеспечивает высокую степень диффузии МЗ в опухоль (заключение ГУ 

НИИ биомедицинской химии РАМН от 15.09. 2008 г.); 



80 
 

 

• пролонгированное поступление МЗ в опухоль происходит за счет 

набухания и биодеструкции полимерной основы (альгината натрия), в которой как 

в «депо» введена субстанция лекарства и определяется как свойствами самого 

полимера, так и первоначальной вязкостью системы; 

• клиническое применение МЗ в биополимерной композиции 

реализуется в соответствии с регистрационным удостоверением ФСР № 

2009/05407 от 4.09. 2009.  

 

Рисунок 21 –. Полимерная композиция («Колегель®») с метронидазолом 

разрешена к применению МЗ РФ (Регистрационное удостоверение № 2009/05407). 

 

Рисунок 22 – Биополимерная 

композиция с Метронидазолом в 

фольгированном пакете  

 

Рисунок 23 – Биополимерная 

композиция с Метронидазолом в 

стерильной тубе 
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 Упакованные стерильные гели «Колегель» хранились при температуре +3 – 

5°С и нагревались до температуры 36–37°С непосредственно перед 

использованием путем помещения упаковки с препаратом в горячую воду.  

В день исследования пациентам назначалась очистительная клизма. Затем 

посредством шприца Жане и гибкого катетера, проведенного в прямую кишку 

проксимальнее опухоли, вводился гидрогель с метронидазолом общим объемом 

200 мл за 10–12 сек (Рисунки 22 и 23). 

Непременным условием успешности процедуры является хорошая 

континенция у пациента, обеспечивающая удержание биополимерной 

композиции в прямой кишке и проведение зонда проксимальнее опухоли для 

обеспечения полноценного контакта с опухолью (Рисунок 24). 

 

Рисунок 24 – Внутриректальное введение биополимерной композиции с 

Метронидозолом при помощи шприца Жанне 

 

Экспозиция препарата в прямой кишке составляла 5 часов. Пациент все это 

время пребывает в горизонтальном положении, периодически переворачиваясь 

для равномерного контакта радиосенсибилизирующей биокомпозиция с 

опухолью.  

3.6 Отработка метода идентификации МТ в биологических средах 

В обзоре литературы были кратко описаны некоторые характеристики МТ. 

В частности, что препарат стабилен при комнатной температуре, имеет белый 

цвет со слабым желтоватым оттенком и легким запахом (1). Препарат растворим в 

воде (до 10 г/л), этаноле, эфире, хлороформе. На первом этапе необходимо было 
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выбрать способ извлечения МТ из биологических образцов. В настоящее время 

наиболее широко используются подходы, которые включают в себя их 

гомогенизацию. Поэтому был выбран общепринятый подход, который включал в 

себя гомогенизирование образца с последующей экстракцией МТ этанолом. 

Недостатком такого подхода может быть сопутствующая экстракция из 

гомогената многих водорастворимых веществ, в том числе белков и пептидов, 

спектры поглощения которых будут перекрываться со спектрами поглощения МТ. 

В качестве биологического образца была взята сыворотка крови (0,5 мл) мыши. В 

данном случае, по этическим соображениям было высказано пожелание о 

проведении подготовительных исследований с использованием биологического 

материала экспериментальных животных, получивших МТ. К образцу добавили 1 

мл физиологического раствора и провели его гомогенизацию в стеклянном 

гомогенизаторе с тефлоновым пестиком. К гомогенату добавили 4 мл этанола, 

тщательно перемешали с помощью гомогенизатора. Выпавший осадок отделили 

от супернатанта центрифугированием при 20 000 g в течение 20 мин. В 

супернатанте определили наличие экстрагированных белков методом Бредфорда. 

Установили, что в супернатанте содержание белков превышает 1 мг/мл. В связи с 

тем, что гомогенизацию образца проводили в присутствии МТ, существовала 

вероятность того, что данные белки перешли в раствор благодаря образованию 

комплекса с МТ. Поэтому был проведен электрофорез с последующей 

идентификацией белков методом МАЛДИ масс-спектрометрии. 

На рисунке 25 приведена электрофореграмма супернатанта этанолового 

экстракта сыворотки мыши, в которую был добавлен МТ с финальной 

концентрацией 200 мкг/мл. Видно, что электрофореграмма содержит несколько 

белковых полос. Интенсивная белковая полоса, которая соответствует белкам с 

молекулярным весом более 170 кДа содержит агрегированные белки, которые в 

условиях эксперимента разделить нельзя. Отмечается двойная интенсивная 

полоса, которая соответствует белкам в диапазоне молекулярных масс от 55 до 70 

кДА. Кроме этой мажорной полосы, отмечаются также менее интенсивные 

полосы в диапазоне от 40 до 55 кДа.  
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Рисунок 25 – Электрофорез супернатанта этанолового экстракта сыворотки 

(чего) мыши с добавлением МТ. Слева приведены маркеры масс в кДА. Справа 

приведены белковые полосы, которые были экстрагированы из биологического 

образца. 

 

Все эти визуально определяемые полосы были вырезаны из геля для 

проведения анализа. В результате МАЛДИ анализа достоверно были определены 

всего два белка. 

Первый белок – это сывороточный альбумин. Его молекулярный вес 

составляет MW:68647.710 Да. Доля сигнала альбумина в исследуемой полосе 

составила 84,2%. Процент покрытия гена Serum albumin OS=Mus musculus 

GN=Alb PE=1 SV=3 ALBU_MOUSE составил 31,4% (рис.23). Такой невысокий 

процент сигнала альбумина в исследуемой полосе указывает на то, что в данной 

полосе может присутствовать примесь других белков около 16% по доле сигнала. 

Второй белок – это аполипопротеин А-1. Его молекулярный вес составляет 

MW:30568.650 Да. Доля сигнала аполипопротеина в исследуемой полосе 

составила 1,9%. Процент покрытия гена ApolipoproteinA-

IOS=MusmusculusGN=Apoa1 PE=1 SV=1 APOA1_MOUSE составил 38,6% 
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(Рисунок 24). Доля сигнала аполипопротеина А-1 в полосе всего около 2%. 

Следовательно, примесь других белков составляет 98%. Идентификация белков в 

этой примеси представляла собой серьезную проблему и выходила за рамки 

поставленной задачи. 

 

 

Рисунок 26 – Результаты идентификации белка альбумина сыворотки крови 

в полосе электрофореграммы 
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Рисунок 27 – Результаты идентификации белка Apolipoprotein A-I OS=Mus 

musculus GN=Apoa1 PE=1 SV=1 APOA1_MOUSE сыворотки крови в полосе 

электрофореграммы. 

 

Оба идентифицированных белка не могут являться специфическими 

переносчиками или мишенями МТ, так как по своим физико-химическим 

свойствам эти белки содержат в своем составе гидрофобные участки, то есть 

обладают высокой гидрофобностью. Наличие этих гидрофобных участков в 

составе белков и объясняет их переход в этанольный супернатант. 

Таким образом, при этанольной экстракции биологических образцов 

происходил переход макромолекул белков в экстракт, что затрудняло проведение 

анализа по определению содержания МТ в биологических образцах. 
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Следовательно, до проведения экстракции необходимо проводить обезвоживание 

изучаемого материала. 

Поэтому схема экстракции МТ из биологических образцов была изменена. 

На первом этапе, после того, как все биологические образцы были взвешены, они 

переносились на подложку из алюминиевой фольги, замораживались и 

помещались в лиофильную сушку для обезвоживания. Лиофилизацию проводили 

на лиофильной сушке “Edwards” (USA) под давлением <10
-2

 мбар и температуре –

40°С. Далее образцы промывали петролейным эфиром для удаления липидов. 

Просушивали при комнатной температуре и растирали в фарфоровой ступке с 5 

мл этанола. Суспензию переносили в шприц и фильтровали (Glassfibreprefilter, 

SartoriusGmbh). Затем образец упаривали под вакуумом, растворяли в 5 мл 9% 

хлорида натрия и наносили на колонку с обратной фазойLiChroprep RP-18 

(16х400), уравновешенную 5% этанолом в воде. Элюирование проводили в 

градиенте этилового спирта в воде от 5% до 100%. Собирали фракцию, которая 

соответствовала пику элюции МТ. Концентрацию МТ в пробе определяли 

методом дифференциальной спектрометрии. 

На рисунке 28 представлены спектры поглощения МТ. Как видно из 

приведенных спектров, МТ имел разные значения длин волн, при которых 

наблюдалось максимальное поглощение в воде и в этаноле. Для воды 

максимальное поглощение МТ отмечено при 320 нм, тогда как в этаноле 

максимальное поглощение МТ - при 312 нм. 
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Рисунок 28 – Спектры поглощения МТ в воде и этаноле. Концентрация МТ 

0,1 мМ. Коэффициент молярной экстинции 9300 отн.ед на моль. 

 

 

Рисунок 29 – Спектры поглощения образцов, полученных от больных, 

принимавших МТ. 

 

На рисунке 29 представлены спектры поглощения этаноловых экстрактов 

биологических образцов, которые были получены от больных, получавших по 
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медицинским показаниям МТ. Как видно из приведенных спектров, удалось 

очистить область поглощения МТ от примесей, область поглощения которых 

которые перекрывается с областью поглощения МТ. Примеси поглощают в 

области гораздо более короткого ультрафиолета с максимумами 214 нм и 260 нм. 

 

Рисунок 30 – Примеры дифференциальных спектров поглощения 

биологических образцов, содержащих МТ, и контрольных образцов без МТ. 

 

Как видно из дифференциальных спектров, приведенных на рисунке 30, 

разнообразные не идентифицированные примеси давали сильный разброс в 

спектрах поглощения, который мог достигать 1 отн. ед. оптической плотности в 

пределах длин волн от 200 до 290 нм. При длинах волн свыше 290 нм все 

дифференциальные спектры совпадали. Это совпадение дифференциальных 

спектров при длинах волн свыше 290 нм делает возможным 

спектрофотометрическое определение МТ по максимуму его поглощения при 312 

нм и с использованием опорной длины волны 380 нм.  

Учитывая данные спектров, была выведена формула для вычисления 

концентрации МТ в образцах 



89 
 

 

С = 18.4хDx(5+A)/A 

где С – концентрация МТ в пробе в мкг/мл биологической жидкости или 

мкг/г ткани, D – различия в оптической плотности МТ при 312 нм и 400 нм, А – 

объем пробы в мл для биологических жидкостей (стандарт – 0,1 мл) или в г для 

ткани (стандарт – 0,1 г). 

 

Для того чтобы оценить ошибку метода были приготовлены 18 образцов с 

известным содержанием МТ. Эти образцы можно было разделить на 6 групп по 3 

образца в каждой группе. Все эти образцы были обработаны по разработанной 

методике. Произведены соответствующие измерения для того, чтобы определить 

коэффициент вариации. Известно, что мерой, характеризующей точность метода, 

является коэффициент вариации: 

•  

•  

• Sx – среднеквадратическая ошибка (среднеквадратичное отклонение), 

величину которой чаще всего используют для оценки величины случайной ошибки 

измерения; 
•  

• Х – среднее значение измеряемой величины. 

•  

•  

На основании приведенных выше исследований была использована 

следующая схема пробоподготовки: 

1. Образец в операционной маркировался и помещался в контейнер. 

2. Образец доставали из контейнера в лаборатории и отмывали от 

внешних загрязнений в бакпечатках с физиологическим раствором. 

3. Образец просушивали на фильтровальной бумаге, и от него отрезали 

кусочек для дальнейшего определения МТ. 

4. Образец взвешивали на алюминиевой фольге (тара). 

5. Маркировали алюминиевую фольгу в соответствии с маркировкой 

образца. 

•  

•  

•  

Полученная величина коэффициента вариации составляет 29%.  
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6. Алюминиевую фольгу с навеской переносили в лиофильную сушку. 

7. Высушенный образец растирали в фарфоровой ступке с 5 мл 

петролейного эфира. Затем петролейный эфир аккуратно удаляли. 

8. Процедуру повторяли дважды. 

9. Образец в ступке просушивали и заливали 5 мл этанола. 

10.  Образец растирали в фарфоровой ступке с этанолом. 

11.  Этанольный экстракт фильтровали на фильтре (Glassfibreprefilter, 

SartoriusGmbh). 

12.  Этанольный экстракт количественно переносили в круглодонную 

колбу. 

13.  Этанольный экстракт упаривали под вакуумом.  

14.  Круглодонную колбу трижды промывали 9% хлоридом натрия с 

общим объемом промывки 10 мл. 

15.  Раствор промывки наносили на колонку с обратной фазойLiChroprep 

RP-18 (16х400). 

16.  Элюировали с колонки фракцию, содержащую МТ. 

17.  Проводили спектрофотометрию образца, содержащего МТ. 

18.  Проводили расчет содержания МТ в образце. 

19.  Проводили регистрацию измерений. 

 

3.7 Определение концентрации МТ в образцах опухоли больных раком 

толстой кишки 

Известно, что МТ проявляет радиосенсибилизирующее действие только в 

том случае, если его концентрация в опухоли находится в пределах 150 - 200 мкг/г 

ткани. Поэтому на первом этапе необходимо было определить необходимую 

минимальную дозу препарата, которую должен получить больной при 

внутриректальном введении МТ, чтобы его концентрация в опухоли находилась в 

указанных выше пределах. Определение минимальной дозы препарата в данном 
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случае является принципиальной, так как это уменьшает риск проявления 

побочных эффектов МТ.  

На рисунке 31 приведено схематическое изображение опухолевого 

поражения при раке прямой кишки, которое наглядно демонстрирует, какие 

участки образцов были взяты на исследование. 

 

Рисунок 31 – Схематическое изображение расположение опухоли при раке 

прямой кишки. 

 

Для определения минимальной дозы МТ, необходимой для достижения 

радиосенсибилизирующего действия, были взяты 7 пациентов, которые получили 

МТ в аппликационной форме в дозах 6, 8, 10, 20, 40, 60, 80г/м
2
поверхности тела. 

Время экспозиции МТ при внутриректальной аппликации составило до 6 часов. В 

таблице 6 приведены данные по содержанию МТ в ткани опухоли при указанных 

дозах МТ. 
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Таблица 6 – Влияние дозы МТ и времени экспозиции аппликации на 

содержание препарата в опухоли. 

Доза МТ
* 

Содержание МТ
** 

1 час 2 часа 3 часа 4 часа 5 часов 6 часов 

80 102 250 1510 1505 1520 1500 

60 101 244 1500 1510 1510 1500 

40 100 240 1503 1501 1501 1501 

20 103 245 502 510 506 503 

10 76 98 225 219 170 190 

8 70 80 210 136 127 101 

6 82 78 205 90 82 80 

*
в г на м

2
 площади тела. 

**
 в мкг/г опухолевой ткани 

 

Как следует из данных таблицы 6, отмечается общая закономерность в 

динамике изменения концентрации МТ в опухоли. В течение 2 часов после начала 

аппликации содержание МТ возрастает и достигает максимума к 3 часу 

экспозиции препарата. Причем значения максимума концентрации препарата для 

всех изученных доз превышает 200 мкг на г ткани, что является достаточным для 

достижения радиосенсибилизирующего эффекта. Однако, в последующие часы 

наблюдения при дозе препарата 8 и 6 г/м
2
 площади тела концентрация препарата 

опускается ниже 150 мкг на г ткани. Следовательно, эти дозы препарата являются 

недостаточными для их использования в радиотерапии. Дозы МТ выше 10 г/м
2
 

площади тела после 3 часов экспозиции дают концентрации препарата, которые 

достаточны для достижения радиосенсибилизирующего эффекта. Следовательно, 

минимальная доза МТ, которую можно использовать в разрабатываемом методе 

лечения составляет 10 г/м
2
площади тела.  

В последующих исследованиях распределение МТ в тканях, биологических 

жидкостях пациентов было изучено более подробно. Методом 

спектрофотометрии было исследовано 165 образцов удаленных тканей опухолей 
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прямой кишки при различной концентрации и времени экспозиции 

радиосенсибилизирующей смеси в прямой кишке. 

Эффективность выбранной дозы и способа применения МТ была оценена 

по развитию токсичности и нейротоксичности после применения препарата. 

Данная схема была использована при лечении 66 пациентов. Из них 11 (16,7%) 

получили препарат однократно. В этой группе признаков нейротоксичности МТ 

не было зафиксировано вообще. 55 пациентов получили МТ двукратно. У 5 из них 

(9,1%) были зафиксированы минимальные признаки проявления общей 

токсичности – тошнота и рвота. 

Изучение фармакокинетики МТ создало базу для включения 

биополимерной композиции в схему комплексного лечения рака прямой кишки. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В научной литературе представлены многочисленные данные о токсичности 

МТ и о его влиянии на токсичность других веществ и препаратов. Существуют 

также единичные публикации о выраженных побочных эффектах комбинации МТ 

и цитостатиков, вплоть до развития летальных эффектов. Эти данные об усиление 

токсических эффектов при комбинации цитостаиков и МТ явились основанием 

для работы по изучению влияния МТ на токсичность противоопухолевых 

препаратов. Выбор препаратов был основан на широте их применения в 

онкологической практике при различных формах онкологических заболеваний. 

Поэтому в исследование были взяты доксорубицин и 5-ФУ.  

 На первом этапе была изучена динамика роста опухоли карциномы 

яичников СаО-1 в контроле и на фоне воздействия препаратами 5-ФУ и МТ. 

Введение МТ внутрибрюшинно в дозе 1г/кг веса тела животных на 7 день после 

перевивки опухоли не оказывало никакого достоверного влияния на рост 

опухоли. Введение подкожно 5-ФУ в дозе 100 мг/кг веса тела животных на 7 день 

после перевивки опухоли вызывало задержку выхода опухолевых узлов до 10 дня 

наблюдения. Совместное внутрибрюшинное введение МТ и через 20 минут 

подкожное введение 5-ФУ в указанных выше дозах статистически достоверно 

увеличивало противоопухолевый эффект антиметаболита – задержка выхода 

опухолей опухоли отмечалась до 14 дня. Показатель ТРО достигал 100% с 10 по 

14 день наблюдения. Такое увеличение противоопухолевой активности 5-ФУ 

вызывало определенный оптимизм, так как увеличение эффективности лечения 

онкологических заболеваний – это одна из основных целей современной 

практической медицины.  

Актуальной задачей онкологии является преодоление исходной или 

индуцированной резистентности опухоли к цитостатику. Поэтому на следующем 

этапе было изучено влияние 5-ФУ в комбинации с МТ на рост меланомы В16. Эта 

опухоль практически не чувствительна к 5-ФУ и поэтому является хорошей 

экспериментальной моделью для изучения исходной резистентности опухоли к 
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цитостатику. Была изучена динамика роста опухоли меланомы В16 в контроле и 

на фоне воздействия препаратов. В контрольной серии наблюдался 

экспоненциальный рост первичного узла. Введение МТ в комбинации с 5-ФУ в 

различных режимах не оказывало модифицирующего действия, которое могло бы 

преодолеть исходную резистентность опухоли к этому противоопухолевому 

препарату.  

Данные по изменению динамики роста перевиваемых опухолей были 

получены и для другого изученного противоопухолевого препарата – 

антрациклинового антибиотика ДКС. Совместное внутрибрюшинное введение 

МТ и через 20 минут подкожное введение ДКС приводило к усилению 

противоопухолевого эффекта цитостатика на меланому В16. Это усиление 

проявлялось в увеличении периода, когда опухоль имела минимальные размеры, с 

14 до 17 дней. Такое усиление лечебного действия цитостатика наблюдалось, если 

интервал между введением препаратов составлял 20 минут, но полностью 

исчезал, если интервал между введением составлял более 4 часов. Если 

сопоставить интервалы полуэлиминации МТ из сыворотки крови человека и 

мыши (а это более 12 часов и менее 1 часа соответственно), то можно сделать 

вывод, что увеличение терапевтического действия препаратов исчезает, если 

интервал между их введением превышает три периода полуэлиминации МТ.  

 Последующие эксперименты были направлены на изучение влияния 

комбинации МТ с цитостатиками на их токсичность. Так, 5-ФУ не вызывал 

гибели мышей в дозе 250 мг/кг веса тела животных. Однако введение 

модификатора МТ за 20 минут до введения противоопухолевого препарата 

вызывало гибель всех животных. Такую же 100% гибель животных вызывает 5-

ФУ в дозе 400 мг/кг веса тела животных. Если интервал между введением 

модификатора и 5-ФУ увеличить до 1 часа, то процент гибели животных 

уменьшается до 90%. Гибель животных от ДКС также увеличивается на фоне 

введения МТ. ДКС в дозе 5 мг/кг веса тела животных не вызывает гибели мышей. 

Однако введение модификатора МТ за 20 минут до введения противоопухолевого 

препарата вызывает гибель 10% животных, что указывает на увеличение 
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токсичности препарата. Степень увеличения токсичности можно оценить, если 

сравнить дозу одного ДКС, который вызывает такой же процент гибели 10% 

животных. Из полученных намиданных следует, что такая доза ДКС составляет 

10 мг/кг веса тела животных. Увеличение токсичности комбинации цитостатика и 

МТ было также зафиксировано по изменению среднего количества лейкоцитов 

периферической крови. В контрольной группе животных количество лейкоцитов в 

периферической крови было стабильно на протяжении всего периода наблюдения 

со средними показателями от 9,6х10
3
 до 11,2х10

3
 клеток на микролитр 

периферической крови мышей. Введение МТ в дозе 1г/кг веса тела животных 

вызывало снижение количества лейкоцитов периферической крови до 7,6х10
3
 на 4 

день после введения модификатора. В последующие дни наблюдалось 

восстановление количества клеток в периферической крови практически до 

исходных уровней. В группе животных, получивших 5-ФУ в дозе 100 мг/кг веса 

тела животных, также отмечалось снижение количества лейкоцитов 

периферической крови до 7,0х10
3
 на 4 день после введения противоопухолевого 

препарата. В последующие дни наблюдалось восстановление количества клеток в 

периферической крови практически до исходных уровней. В группе животных, 

которые получили МТ за 2 часа до введения 5-ФУ, также отмечалось снижение 

количества лейкоцитов периферической крови до 6,1х10
3
 на 4 день после 

введения противоопухолевого препарата. В последующие дни наблюдалось 

восстановление количества клеток в периферической крови. Однако 

восстановления до исходного количества клеток в периферической крови мышей 

в изученный период времени не происходило. Последнее обстоятельство можно 

объяснить увеличением токсичности данной комбинации препаратов по 

сравнению с их раздельным применением. Увеличение интервала между 

введением модификатора и противоопухолевого препарата до 4 часов привело к 

тому, что клиническая картина изменения количества лейкоцитов в 

периферической крови сходна с клинической картиной изменения количества 

лейкоцитов в периферической крови в группе мышей, получивших один 5-ФУ. 

ДКС в отличие от 5-ФУ вызывал более длительное уменьшение количества 
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лейкоцитов в периферической крови мышей с 3 по 5 день наблюдения. В группе 

животных, которые получили МТ за 2 часа до введения ДКС, также отмечалося 

снижение количества лейкоцитов периферической крови до 3,5х10
3
 на 4 день 

после введения противоопухолевого препарата. Но в отличие от предыдущих 

групп такое снижение было достоверно ниже и более продолжительным по 

сравнению со средним количеством лейкоцитов периферической крови в группе 

животных, получивших один ДКС. Как само достоверное снижение количества 

лейкоцитов периферической крови, так и увеличения временного отрезка, на 

протяжении которого это снижение отмечается, указывают на то, что 

предварительное введение МТ приводит к увеличению токсичности ДКС. Однако 

если интервал введения между МТ и ДКС увеличить до 4 часов, то достоверные 

различия в количестве лейкоцитов периферической крови мышей, получивших 

один ДКС, со средним количеством лейкоцитов, получивших ДКС спустя 4 часа 

после МТ, исчезают. Поскольку в онкологической клинике количество 

лейкоцитов периферической крови является основным критерием, по которому 

оценивают возможность продолжения химиотерапевтического лечения, то не 

удивительно, что обсуждение больных, получающих МТ, на конференциях и 

консилиумах происходит часто.  

 Было изучено влияние МТ на цитотоксическое действие 5-ФУ на клетки 

карциномы яичников СаО-1. Установлено, что добавление МТ в среду инкубации 

клеток СаО-1 существенно не изменяет токсичность 5-ФУ по сравнению с 

токсическим действием одного антиметаболита. Так, при концентрации 5-ФУ 1 

мкг/мл процент выживших клеток СаО-1 после 24 часов инкубации с 

антиметаболитом составил 90 + 9, а при добавлении в среду инкубации еще и МТ 

в концентрации 150 мкг/мл процент выживших клеток СаО-1 был равен 94 + 6 

(p>0,05). При концентрации 5-ФУ 5 мкг/мл процент выживших клеток СаО-1 

после 24 часов инкубации с антиметаболитом составил 74 + 17, а при добавлении 

в среду инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент выживших 

клеток СаО-1 был равен 60 + 19 (p>0,05). 
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Было также изучено влияние МТ на цитотоксическое действие 5-ФУ на 

клетки меланомы В16. Ранее было показано, что клетки меланомы исходно 

резистентны к антиметаболиту. Поэтому представлялось целесообразным изучить 

возможность преодоление этой резистентности в системе in vitro с помощью МТ. 

Было показано, что добавление МТ в среду инкубации клеток меланомы В16 

существенно не изменяет токсичность 5-ФУ по сравнению с токсическим 

действием одного антиметаболита. Так, при концентрации 5-ФУ 10 мкг/мл 

процент выживших клеток меланомы В16 после 24 часов инкубации с 

антиметаболитом составил 85 + 13, а при добавлении в среду инкубации еще и 

МТ в концентрации 150 мкг/мл процент выживших клеток меланомы В16 был 

равен 96 + 4 (p>0.05). При концентрации 5-ФУ 30 мкг/мл процент выживших 

клеток меланомы В16 после 24 часов инкубации с антиметаболитом составил 

также 85 + 13, а при добавлении в среду инкубации еще и МТ в дозе 10 мкг/мл 

процент выживших клеток меланомы В16 был равен 70 + 14 (p>0.05). При 

концентрации 5-ФУ 50 мкг/мл процент выживших клеток меланомы В16 после 24 

часов инкубации с антиметаболитом составил 63 + 26, а при добавлении в среду 

инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент выживших клеток 

меланомы В16 был равен 65 + 24 (p>0.05). При концентрации 5-ФУ 80 мкг/мл 

процент выживших клеток меланомы В16 после 24 часов инкубации с 

антиметаболитом составил 48 + 17, а при добавлении в среду инкубации еще и 

МТ в дозе 10 мкг/мл процент выживших клеток меланомы В16 был равен 36 + 15 

(p>0.05). При концентрации 5-ФУ 100 мкг/мл процент выживших клеток 

меланомы В16 после 24 часов инкубации с антиметаболитом составил 45 + 13, а 

при добавлении в среду инкубации еще и МТ в концентрации 150 мкг/мл процент 

выживших клеток меланомы В16 был равен 27 + 12 (p>0.05). При концентрации 

5-ФУ 150 мкг/мл процент выживших клеток меланомы В16 после 24 часов 

инкубации с антиметаболитом составил 5 + 3, а при добавлении в среду 

инкубации еще и МТ в дозе 10 мкг/мл процент выживших клеток меланомы В16 

был равен 3 + 1 (p>0.05). Концентрация IC50 для 5-ФУ на клетках меланомы В16 

составила 95 + 11мкг/мл в случае их инкубации с одним антиметаболитом в 
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течение 24 часов и 84 + 10 в случае, если к среде инкубации добавили еще и 150 

мкг/мл МТ. 

Таким образом, в результате проведенного исследования можно сделать 

вывод о необходимости соблюдать осторожность при использовании МТ в 

онкологической практике. Этот препарат не следует использовать совместно с 

химиопрепаратами, так как он повышает их токсичность. Однако в клинической 

практике онкологии используются схемы, которые предусматривают применение 

МТ, в частности, при лучевой терапии. С нашей точки зрения, в этом случае 

препараты следует применять с интервалом так, чтобы не накладывались профили 

их фармакокинетики. Другим возможным вариантом является местное 

применение МТ, минимизируя его проникновение в кровоток. Разработанный 

методический подход позволил определить оптимальную режимы аппликации 

МТ-содержащей композиции, обеспечивающие радиосенсибилизирующую 

концентрацию препарата в опухолевом узле. Полученные в настоящей работе 

данные были использованы для разработки метода комплексного лечения 

больных раком толстой кишки. 
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ВЫВОДЫ 

1. Установлено, что метронидазола усиливает  противоопухолевое 

действия доксорубицина и 5-фторурацила при введении через 20 мин. – 1 час у 

мышей с привитыми опухолями рак яичников CAO-1, увеличение интервала до 4 

часов нивелирует эффект синергизма комбинации.  

2. Показано, что метронидазол усиливает токсическое действие 

цитостатиков доксорубицина и 5-фторурацила у мышей при введении через 20 

минут-1 час  после цитостатиков;   при увеличении  интервала между введениями 

препаратов до 4 часов токсичность не отмечена.  

3. В системе in vitro метронидазол не увеличивает цитотоксическое 

действие доксорубицина и 5-фторурацила на линии опухолевые клеток, что 

свидетельствует об опосредованном влиянии  метронидазола  на биологическую 

активность цитостатиков за счет изменений их факрмакокинетики в организме 

животных. 

4. Разработан метод количественного определения метронидазола в 

нормальных и опухолевых тканях онкологических больных.  

5 Обоснованы  оптимальные  режимы аппликации метронидазол-

содержащей полимерной композиции для достижения радиосенсибилизирующих 

концентраций препарата; оптимальная доза МТ, которую можно использовать в 

разрабатываемом методе лечения составляет 10 г/м
2
площади тела. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

БС  - бусульфан 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография 

ДМСО– диметилсульфоксид 

ДКС - доксорубицин  

ИМ – иматиниб 

КН – куркумин 

КБ  - карбоплатин  

МТС митомицин С 

МИ  - митотический индекс  

МТ  - метронидазол  

МТТ - 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид  

ЭРБ - эпирубицин 

ЭАС – электронно-акцепторные соединения 

5-ФУ -  5-фторурацила 

BVU -  1-бетта-D-арабинофуранозил-5-(E) - (2-бромвинил) урацил 

IC50–концентрация, вызывающая гибель 50% клеток in vitro 

RI  - индекс ответа  
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