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Резюме 
 
Присутствие в крови и других биологических жидкостях организма нуклеиновых кислот (ДНК, мРНК, 

микроРНК) обусловлено как распадом клеток (апоптозом, некрозом), так и продукцией ими специфических, 
содержащих нуклеиновые кислоты, органелл (экзосом, микровезикул, апоптотических пузырьков). Гумораль-
ная среда служит средством утилизации клеточных отходов в первом случае, межклеточной кооперации – во 
втором. Циркулирующие в кровотоке нуклеиновые кислоты, происходящие из раковых клеток, могут служить 
маркерами опухолевого роста. В обзоре представлены данные о диагностическом потенциале циркулирующих 
нуклеиновых кислот, о достижениях и проблемах этого направления исследований. 

 
Ключевые слова: диагностика опухолей, плазма крови, ДНК, мРНК, микроРНК. 
 
 

V.N. Kondratova, I.V. Botezatu, V.P. Shelepov, A.V. Lichtenstein 
CELL-FREE NUCLEIC ACIDS AS MARKERS OF TUMOR GROWTH  
FBSI «N.N. Blokhin RCRC» RAMS, Moscow 

 
Abstract 
 
The presence in blood and other body fluids of nucleic acids (DNA, mRNA, miRNA) is due to both cell death 

(apoptosis, necrosis) and cell production of specific nucleic acid-containing organelles (exosomes, shedding microvesicles, 
apoptotic blebs). Humoral medium serves as a means of waste disposal, in the first case, and a means of cell communica-
tion, in the second. Circulating nucleic acids derived from cancer cells may serve as markers of tumor growth. Diagnostic 
potential of circulating nucleic acids, the achievements, and problems of this field of research are considered. 

 
Key words: cancer diagnostics, blood plasma, DNA, mRNA, microRNA. 
 
Введение 
 
В серологии, предметом которой до послед-

него времени были почти исключительно иммуно-
логические реакции между антигенами и антитела-
ми, появилась новая глава: циркулирующие в крови 
внеклеточные (свободные) нуклеиновые кислоты 
(ДНК, мРНК, микроРНК). Новые методические 
возможности (в частности, высокопроизводитель-
ное полногеномное секвенирование) значительно 
расширили и во многом изменили наши представ-
ления о природе, возможных функциях и диагно-
стическом потенциале этих молекул. Если еще не-
давно их рассматривали исключительно как след-
ствие клеточного распада, в последнее время при-
ходит понимание того, что некоторая часть цирку-
лирующих нуклеиновых кислот участвует в особом 
виде гуморальной регуляции (горизонтальном пе-
реносе генетической информации). В свободном 
состоянии или, скорее, в составе специализирован-
ных органелл (экзосом) они играют важную роль в 
межклеточной кооперации, а в организме онколо-
гического больного – во взаимодействии и взаимо-
влиянии опухолевых и нормальных клеток [38; 66]. 

Поскольку в кровотоке собирается ДНК и 
РНК всех тканей организма (они постоянно обнов-
ляются, вследствие чего ежесуточно в организме 

взрослого человека распадается 1011 клеток [75]), 
появляется принципиальная возможность обнару-
жения в крови чужеродных (отличающихся от кле-
ток “дикого” типа) генетических элементов: вирус-
ных ДНК [77; 78], ДНК клеток плода (в кровотоке 
беременной женщины) [81], ДНК и РНК злокачест-
венно трансформированных клеток [109].  

Последний аспект наиболее важен. Тестирова-
ние плазмы (или сыворотки) крови онкологических 
больных на предмет присутствия в ней «опухолевых» 
нуклеиновых кислот служит нескольким целям.  

Во-первых, такая «жидкостная биопсия» 
(liquid biopsy [33]) крайне желательна в тех неред-
ких, особенно на ранней стадии процесса, случаях, 
когда присутствующий в опухоли и ответственный 
за ее лекарственную устойчивость клон количест-
венно незначителен [33; 86].  

Во-вторых, обычная биопсия, позволяющая 
получить одиночные фрагменты, зачастую не дает 
полного представления о клональной гетерогенно-
сти и мутационном «профиле» всей опухоли [48].  

В-третьих, «жидкостная биопсия», будучи 
малоинвазивным подходом, может выполняться 
многократно, до и после удаления опухолевого оча-
га, что позволяет следить за ходом заболевания и 
оценивать эффективность лечения. Преимущество 
ДНК-маркеров (в сравнении с давно известными 
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маркерами-белками) – онкоспецифичность (т.е. не-
посредственная, причинно-следственная, а не кос-
венная связь с канцерогенезом) и универсальность 
(нет опухолевой клетки без того или иного генетиче-
ского или эпигенетического дефекта). К числу не 
преодоленных пока проблем этого нового подхода 
можно отнести множественность маркеров, отсутст-
вие (у некоторых из них) тканевой специфичности, 
недостаточная стандартизация методов.  

В данном обзоре рассматриваются диагно-
стические аспекты анализа циркулирующих нук-
леиновых кислот: его возможности, перспективы и 
существующие проблемы.  

 
Циркулирующие нуклеиновые кислоты:  
происхождение 
Циркулирующие в кровотоке ДНК, обнару-

женные свыше 60 лет назад [83], стали в последнее 
время объектом внимания экспериментаторов и кли-
ницистов в качестве перспективных опухолевых 
маркеров [103]. Известно, что в крови человека со-
держание свободных (внеклеточных) нуклеиновых 
кислот при некоторых патологических процессах 
(онкологическое заболевание, воспаление, травма и 
т.п.) повышено. Так, в крови онкологических боль-
ных обнаружены происходящие из опухолевых кле-
ток фрагменты ДНК с характерными аберрациями 
(мутантный K-RAS, измененные микросателлитные 
последовательности, метилированные CpG-островки 
в промоторах генов-супрессоров) [4; 21; 39; 90; 112; 
135], а также «опухолевые» мРНК [46; 88] и мик-
роРНК [72; 87]. 

Присутствие в крови здоровых лиц и онко-
логических больных циркулирующих ДНК и РНК 
(цДНК и цРНК) обусловлено, по-видимому, двумя 
процессами: клеточным распадом (апоптозом и 
некрозом) и клеточной секрецией [45; 115]. Апоп-
тоз и некроз (последний характерен для опухолевой 
ткани из-за присущей ей гипоксии) ведут к высво-
бождению клеточного содержимого, фрагментации 
молекул и их фагоцитозу [26; 60]. Циркулирующие 
в кровотоке опухолевые клетки также могут вно-
сить вклад в пул внеклеточных молекул [101; 102]. 
Несмотря на высокую эффективность фагоцитоза, 
часть нуклеиновых кислот, не включенных в апоп-
тотические тельца, оказывается в кровотоке [75]. В 
зависимости от механизма клеточной гибели и мо-
лекулярной структуры, они в разной степени под-
вержены воздействию агрессивной по отношению к 
ним (богатой нуклеазами) внеклеточной среды: 
двунитевые и находящиеся в комплексе с нуклео-
сомами ДНК защищены лучше, чем однонитевые 
мРНК, а наиболее устойчивы микроРНК – в силу 
своих малых (22–24 основания) размеров. Отмече-
на имеющая практическое значение закономер-
ность: нормальные клетки претерпевают, как пра-
вило, упорядоченный процесс апоптоза с образова-
нием и поступлением в кровоток дискретных фраг-
ментов преимущественно мононуклеосомного раз-
мера (150 пар оснований), тогда как для опухоле-
вых клеток более характерен некроз (образующиеся 
при этом ДНК гетерогенны и имеют размер в ин-
тервале 200–400 пар оснований) [26; 60; 62; 115]. В 
зависимости от стадии процесса и, соответственно, 
от размера опухоли доля «опухолевых» ДНК варь-
ирует в широких пределах (от 3 до 93 % общей 
массы цДНК) [61]. Уровень ДНК определяется ди-
намическим равновесием противоположных про-
цессов: ее поступления в кровоток (в результате 
клеточного распада и секреции) и выведения из 
него (из-за гидролиза нуклеазами, поглощения 

клетками печени, экскреции почками). Клиренс 
цДНК весьма эффективен [10]: время ее полужизни 
в крови составляет 15 мин, хотя в некоторых слу-
чаях, при снижении функциональных способностей 
организма, может составлять несколько часов [44].  

Циркулирующие нуклеиновые кислоты мо-
гут существовать, по-видимому, в свободном со-
стоянии или в ассоциации с клеточной поверхно-
стью (эти альтернативные формы характерны, со-
ответственно, для опухолевых и нормальных кле-
ток [22; 71; 98; 111], что представляет большой ин-
терес как с фундаментальной, так и практической 
точек зрения). Вероятно, определенную роль в ути-
лизации продуктов клеточного распада играет бе-
лок плазмы крови SAP, который связывается с 
хроматином, солюбилизирует его (вытесняя гистон 
Н1) и предохраняет от действия ДНКаз. SAP свя-
зывается с апоптотическими тельцами и с продук-
тами некротического клеточного распада [7]. 
Фракционирование ДНК и РНК плазмы крови ме-
тодами центрифугирования и фильтрации выявляет 
«нефильтруемую» фракцию, ассоциированную, 
видимо, с крупными структурами [25; 92]. В соста-
ве последних (ими являются, вероятнее всего, 
апоптотические тельца и/или экзосомы) внеклеточ-
ные ДНК и РНК могут участвовать в «горизонталь-
ном» переносе генетической информации и меж-
клеточной кооперации [38; 55; 56; 58; 66; 96; 122]. 

 
Циркулирующие нуклеиновые кислоты:  
маркеры опухолевого роста 
Движущей силой канцерогенеза является на-

копление в соматических клетках дефектов прото-
онкогенов, супрессоров и ряда других функцио-
нально значимых генов [36; 50]. Наиболее часто 
обнаруживаемые мутации (driver mutations), опре-
деляющие канцерогенез, подвергаются углублен-
ному (верифицирующему) экспериментальному 
анализу и становятся, в ряде случаев, объектом 
клинических тестов. В отличие от широкомасштаб-
ных экспериментов полногеномного секвенирова-
ния, направленных на выявление всех присутст-
вующих в опухоли мутаций (их тысячи), верифи-
цирующие и диагностические исследования имеют 
дело с ограниченным набором уже отобранных на 
первом этапе наиболее значимых «мишеней» (по-
следние рассматривают как возможные опухолевые 
маркеры). Действительно, обнаружение специфи-
чески измененных нуклеиновых кислот в биологи-
ческих жидкостях организма (кровь, лимфа, естест-
венные выделения) может сигнализировать о появ-
лении опухоли. При этом значимость генетическо-
го дефекта как маркера опухолевого роста опреде-
ляется такими факторами, как степень ассоциации с 
онкологической патологией (насколько часто 
встречается при разных опухолях), простота и на-
дежность выявления.  

Соответственно генетическим и эпигенети-
ческим нарушениям, лежащим в основе канцероге-
неза, обнаруживаемые в крови маркеры подразде-
ляют на несколько типов:  

а) мутации онкогенов и генов-супрессоров 
(кластерные, сосредоточенные в пределах 
1–3 кодонов, как в случае онкогенов RAS, 
или рассеянные по длине гена, как в слу-
чае генов-супрессоров ТР53 и APC);  

б) феномен потери гетерозиготности (LOH, 
loss of heterozygocity – исчезновение од-
ной аллели какого-либо гетерозиготного 
локуса), что обычно служит указанием 
на делецию гена-супрессора;  
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в) аберрантное метилирование так назы-
ваемых CpG-островков в промоторах ге-
нов-супрессоров.  

Кроме того, показателями онкологической 
патологии могут служить:  

а) увеличение концентрации и степени по-
лимерности цДНК;  

б) появление в крови специфических ви-
русных последовательностей;  

в) накопление специфических мРНК и 
микроРНК.  

Концентрация ДНК 
Есть свидетельства диагностической значи-

мости повышенного уровня цДНК, который, воз-
можно, отражает растущую массу опухоли [65; 89; 
113; 124]. Это, возможно, является следствием по-
ниженной у онкологических больных ДНКазной 
активности плазмы крови [23; 24; 125]. Показано, 
что интервал значений цДНК в крови онкологиче-
ских больных составляет 0–1000 нг/мл (в среднем 
180 нг/мл) [3; 105; 120], тогда как у здоровых лиц 
этот показатель значительно ниже (0–100 нг/мл, в 
среднем – 30 нг/мл) [44]. Отмечено также снижение 
уровня цДНК в крови больного после удаления 
опухолевого очага [15]. Хотя связь повышенного 
уровня ДНК с онкологическим процессом была 
обнаружена и в ряде других работ [64; 133], боль-
шая вариабельность этого показателя внутри каж-
дой из исследованных групп, и, кроме того, значи-
тельное межгрупповое перекрывание интервалов 
значений, снижают до некоторой степени его диаг-
ностическую значимость. С учетом этих обстоя-
тельств кажется оправданным оценивать уровень 
цДНК как вспомогательный показатель и использо-
вать его в комплексе с другими маркерами.  

Степень полимерности ДНК 
Результаты, опубликованные в 2012 г. кон-

сорциумом ENCODE, существенно изменили наши 
представления о структуре генома человека и о 
функции не кодирующих белки последовательно-
стей [126]. Последние в значительной степени со-
стоят из многократно повторяющихся транспозо-
нов и ретротранспозонов [42]. Множественность 
семейства ALU (в геноме человека присутствуют 
сотни тысяч копий этого транспозона, принадле-
жащего к классу SINE) делает эти последователь-
ности удобным объектом генетического анализа, 
поскольку многократно повышает шансы их обна-
ружения в биологических жидкостях организма.  

Как отмечено выше, нормальные клетки рас-
падаются обычно с образованием дискретных мо-
нонуклеосомных фрагментов, тогда как для распада 
некротизированных опухолевых масс более харак-
терны крупные и гетерогенные фрагменты [26; 60; 
62; 115]. Возможность дискриминировать таким 
относительно простым способом (по размеру) 
фрагменты ДНК, происходящие из нормальных и 
опухолевых клеток, была использована с целью 
диагностики [131; 132]. Методом количественного 
ПЦР в реальном времени оценивали соотношение 
ампликонов разного размера (247 и 115 пар основа-
ний), синтезированных на матрице циркулирующих 
в крови последовательностей ALU (многокопий-
ность последних обеспечивает высокую чувстви-
тельность теста). Действительно, степень полимер-
ности циркулирующей ДНК (о которой судили по 
соотношению масс ампликонов) у онкологических 
больных оказалась достоверно выше, чем у здоро-
вых доноров [17; 40; 99; 131; 132]. Этот показатель 
оказался полезным средством мониторинга патоло-
гического процесса.  

Потеря гетерозиготности (LOH).  
Возможность обнаружения этого феномена, 

заключающегося в исчезновении в «опухолевой» 
ДНК одной из двух аллелей гетерозиготного локу-
са, кажется a priori невероятной в условиях избыт-
ка цДНК дикого типа (обладающей обеими аллеля-
ми). Тем не менее, LOH во многих случаях выявле-
на [9; 11; 101; 104; 110; 114; 119; 123], что свиде-
тельствует об ощутимой доле «опухолевой» фрак-
ции в тотальной цДНК. Подтверждающие это 
предположение данные получены при ее («опухо-
левой» ДНК) определении по степени метилирова-
ния промотора гена-супрессора CDKN2A (этот эпи-
генетический показатель специфичен для раковых 
клеток; см. ниже). Оказалось, что доля «опухоле-
вой» цДНК в тотальной цДНК варьирует в широ-
ких пределах (от 3 до 93 %) [60]. Расхождения в 
результатах, полученных разными исследователями 
(LOH иногда не удается выявить) [44], обусловле-
ны, видимо, рядом технических трудностей: отно-
сительно низкой концентрацией цДНК в плазме 
крови, ее фрагментацией, значительным иногда 
избытком ДНК дикого типа [30; 34; 53; 70].  

Мутации опухоль-специфических генов 
«Драйвер»-мутации, наиболее часто обнару-

живаемые во многих опухолях, затрагивают отно-
сительно небольшое число функционально важных 
генов: K-RAS, TP53, APC, BRAF, EGFR, PTEN, RB, 
MYC. Эти дефекты могут быть ограничено специ-
фичны для опухолей определенного типа (напри-
мер, APC – для рака толстой кишки [34], K-RAS – 
для опухолей толстой кишки и поджелудочной же-
лезы [47; 129], BRAF – для меланомы [107], EGFR – 
для рака легких [68]). Их тестирование в составе 
цДНК используют для раннего выявления опухоле-
вого очага, мониторинга уже возникшей опухоли, 
оценки эффективности лечения [32]. Анализ цДНК 
крови (жидкостная биопсия) – малоинвазивная 
процедура, обеспечивающая мониторинг процесса 
в условиях, когда обычная биопсия невозможна 
(например, после удаления опухоли) [103].  

Реализацию этих возможностей в ряде слу-
чаев затрудняет, помимо известных проблем (низ-
кая концентрация мутантных последовательностей, 
избыток аллелей дикого типа, фрагментация ДНК), 
множественность мутаций: так, в противополож-
ность онкогену K-RAS, мутации которого сконцен-
трированы на небольшом пространстве (чаще всего 
кодоны 12–13), у гена-супрессора TP53 – десятки 
функционально значимых мутаций, рассеянных на 
пространстве нескольких экзонов. Это обстоятель-
ство усложняет анализ и требует применения мето-
дов массового параллельного секвенирования [84].  

Аберрантное метилирование 
Метилирование ДНК приводит к стабильному 

подавлению транскрипции (silencing) соответствую-
щего локуса [41]. В норме оно затрагивает, в основ-
ном, повторяющиеся последовательности: многие 
повторы, накапливавшиеся в геноме человека на про-
тяжении эволюции, по-видимому, функционально 
бесполезны, другие (транспозоны и ретротранспозо-
ны) – потенциально опасны. Основной мишенью ме-
тилирования ДНК является динуклеотид СрG, рас-
пределение которого в геноме человека может быть 
рассеянным (80 % общего числа) или кластерным в 
виде так называемых «CpG-островков» (20 %). По-
следние локализованы преимущественно в промото-
рах структурных генов [100].  

Опухолевые клетки характеризуются крупно-
масштабными изменениями системы метилирования 
ДНК: общим деметилированием генома и локаль-
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ным его гиперметилированием (первое затрагивает, 
в основном, «рассеянные» CpG, тогда как последнее 
– CpG-островки [6; 74]). Локальное гиперметилиро-
вание промотора инактивирует прилежащий ген: 
стерическое препятствие, создаваемое метильной 
группой цитозина и связывающимися с ним белка-
ми, исключает возможность ассоциации транскрип-
ционных факторов [51]. Аберрантное метилирование 
гена-супрессора («эпимутация») фенотипически 
равносильна его мутации [63].  

Имеется множество свидетельств опреде-
ляющей роли аберрантного метилирования ДНК в 
возникновении и прогрессии опухолей человека. 
Гены-супрессоры р16ink4a [121; 127; 128], р15ink4b, 
HIC (hypermethylated in cancer), WAF, VHL, E-cad 
[6], Rb1 (и родственные ему гены) [35], hMLH1 [52] 
инактивированы во многих опухолях именно таким 
образом.  

Для анализа метилирования последователь-
ностей ДНК обычно используют пары рестрикци-
онных эндонуклеаз (чувствительных и не чувстви-
тельных к метилированию цитозина): например, 
HpaII и MspI; TaqI и Sau 3A; SmaI и ХmaI. Широкое 
применение нашел также метод бисульфитной об-
работки ДНК, приводящий к дезаминированию 
цитозина с образованием урацила (метилированные 
остатки цитозина остаются интактными). Этот при-
ем позволяет либо подобрать праймеры, избира-
тельно амплифицирующие специфические метили-
рованные CpG-островки, либо посредством полно-
геномного секвенирования определить «паттерн» 
метилирования in toto [8]. 

Аберрантно метилированные промоторы ге-
нов-супрессоров – наиболее частый и диагностиче-
ски значимый объект при анализе цДНК. Их посто-
янно находят и используют для мониторинга роста 
опухоли у больных наиболее распространенными 
формами онкологических заболеваний (опухоли 
простаты, толстой кишки, яичников, легких, яич-
ников, поджелудочной железы) [103].  

Вирусные последовательности 
Значительная часть (15–20 %) онкологиче-

ских заболеваний имеет вирусную этиологию: ви-
русы папилломы и гепатита В человека (HPV и 
HBV, соответственно) вносят значительный вклад в 
заболеваемость раком шейки матки и печени. При-
сутствие специфических вирусных последователь-
ностей в составе циркулирующих ДНК может слу-
жить важным диагностическим показателем. Так, 
нарастание числа копий ДНК HBV в крови после 
хирургического удаления опухоли печени свиде-
тельствует с высокой вероятностью о рецидиве за-
болевания [67].  

Рак носоглотки – одна из наиболее распро-
страненных форм злокачественных новообразова-
ний, ассоциированных с вирусной инфекцией [54]. 
Этиологическим фактором является вирус Эпштей-
на-Барр (ВЭБ), эндемичным районом – Китай, Тай-
вань, Гонконг [43]. В крови больных раком носо-
глотки методом ПЦР постоянно находят последова-
тельности вирусной ДНК, что позволяет создать на 
этой основе надежный скрининг-тест [17; 73; 77; 78; 
80]; динамика изменений числа копий вирусной 
ДНК позволяет вести мониторинг заболевания и 
оценить эффективность лечения [79; 108]. В неэнде-
мичном районе (Россия) отмечены некоторые осо-
бенности динамики изменений числа копий вирус-
ной ДНК у больных опухолями головы и шеи [37]. 

Циркулирующие мРНК 
Учитывая чрезвычайную чувствительность 

однонитевых нуклеиновых кислот к нуклеазам, 

трудно было рассчитывать на возможность их вы-
явления в обладающих высокой нуклеазной актив-
ностью биологических жидкостях организма [94; 
134]. Тем не менее, в плазме и сыворотке крови 
онкологических больных обнаруживают мРНК раз-
личных генов, что согласуется с представлением об 
их включении в некие защитные комплексы (пред-
положительно, экзосомы) [27; 95].  

Как и при исследовании ДНК, были пред-
приняты попытки оценить степень полимерности 
циркулирующих мРНК. При этом исходили из того 
факта, что в плазме крови онкологических больных 
активность РНКаз значительно повышена. Дейст-
вительно, определение методом ПЦР в реальном 
времени соотношения числа копий концевого и 
начального участков модельной мРНК (гена глице-
ральдегидфосфатдегидрогеназы) обнаружило су-
щественное (и коррелирующее со стадией заболе-
вания) снижение этого показателя у больных раком 
носоглотки [134].  

Для выявления циркулирующих мРНК ис-
пользуют обычно гибридизацию с последователь-
ностями микрочипов или количественную ОТ-ПЦР 
[93]. Таким способом показана высокая диагности-
ческая значимость уровня мРНК hTERT (обратной 
транскриптазы теломеразы) и EGFR (рецептор эпи-
дермального фактора роста) в сыворотке крови 
больных раком легких [88]. Присутствие в плазме 
крови мРНК циклина D1 и тимидилатсинтазы ока-
залось неблагоприятным прогностическим призна-
ком нечувствительности к гормонотерапии у боль-
ных раком молочной железы [46].  

Хотя присутствие специфических мРНК в кро-
ви онкологических больных может иметь большое 
диагностическое и прогностическое значение, оче-
видно также, что этот подход требует дальнейшей 
верификации на больших контингентах больных. 

Циркулирующие микроРНК.  
Открытие механизма регуляции внутрикле-

точных процессов посредством микроРНК, отме-
ченное Нобелевской премией 2006 г., – одно из 
главных событий молекулярной биологии послед-
них лет [49]. Зрелые микроРНК (22–24 нуклеотида) 
являются продуктом сложного процессинга РНК-
предшественников, синтезирующихся на ядерных 
генах (в клетках человека их число в пределах 
1000). Несомненна важная роль этих молекул в 
канцерогенезе: в пролиферации клеток, апоптозе, 
эпителиально-мезенхимальном переходе, взаимо-
действии опухоли и микроокружения, метастазиро-
вании [1; 5; 13; 31; 130].  

Эти факты предопределяют большой интерес 
к исследованию циркулирующих микроРНК. С ме-
тодической точки зрения их анализ сопряжен с ря-
дом особенностей: с одной стороны, они оказались 
чрезвычайно стабильными (в значительной степени 
благодаря малым размерам), но, с другой стороны, 
по той же причине – крайне неудобными для ам-
плификации. Последнее обстоятельство обусловило 
необходимость разработать особый дизайн прайме-
ров для ОТ-ПЦР [19]. Кроме того, оказалась весьма 
трудной проблема нахождения адекватных внут-
ренних контролей для нормализации получаемых 
количественных результатов [103].  

Тем не менее, за короткое время, прошедшее 
с момента обнаружения повышенного уровня мик-
роРНК в крови больного лимфомой в 2008 г. [72], 
исследование их «профиля» у онкологических 
больных стало одним из наиболее перспективных 
направлений молекулярной диагностики рака [20; 
28; 29; 85; 87; 130]. Так, оказалось, что уровень 
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циркулирующей miR-34a у больных раком молоч-
ной железы повышается по мере развития первич-
ной опухоли и при возникновении метастазов [97]; 
характерное сочетание («сигнатура») четырех мик-
роРНК (miR-486, miR-30d, miR-1 и miR-499) может 
служить надежным прогностическим показателем у 
больных немелкоклеточным раком легких [57]; 
уровень miR-92 позволяет дифференцировать опу-
холи толстой кишки и желудка [91]. Учитывая бы-
стрый прогресс в этой области, можно прогнозиро-
вать расширение этих исследований и внедрение их 
результатов в клиническую практику.  

Трансренальные ДНК 
Существование «трансренальной» (т.е., пре-

одолевшей почечный барьер) ДНК, способной быть 
объектом генетического анализа, впервые показано 
в 2000 г. [10]. Позднее в составе цДНК, выделенной 
из мочи беременных женщин, были обнаружены 
также короткие фрагменты ДНК плода, т.е., пре-
одолевшие в дополнение к почечному еще и пла-
центарный барьер [2; 59; 69; 76; 82; 106; 116]. При 
исследовании трансренальных фрагментов больных 
легочным туберкулезом выявлены фрагменты ДНК 
туберкулезной палочки [14], больных раком носо-
глотки – вирусная ДНК ВЭБ [18], больных опухо-
лями поджелудочной железы и толстой кишки – 
происходящие из опухолевых клеток мутантные 

последовательности K-RAS [16; 76; 116–118]. Тем 
самым продемонстрирована принципиальная при-
годность данного способа (неинвазивного и не ог-
раниченного количеством исходного клинического 
материала) для пренатальной диагностики плода, 
выявления присутствующих в организме инфекци-
онных агентов и опухолевых клеток.  

 
Выводы 

 
Генодиагностика рака, основанная на анали-

зе циркулирующих в биологических жидкостях 
нуклеиновых кислот и использующая последние 
достижения фундаментальной онкологии, находит-
ся на пороге широкого внедрения в клиническую 
практику. На современном этапе ее развития стано-
вится необходимой стандартизация всех этапов 
сложной «технологической цепи»: условий получе-
ния и хранения биологического материала; методов 
выделения и количественной оценки полученных 
образцов (ДНК, РНК, микроРНК); условий приме-
нения аналитических процедур: секвенирования, 
микрочипов, ПЦР, плавления ДНК.  

Необходим свод правил, подобных тем, что 
были установлены ранее в отношении количест-
венной ОТ-ПЦР [12].  
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Резюме 
 
Современные подходы к клинической диагностике раковых заболеваний человека в большинстве случа-

ев позволяют детектировать патологию уже на определенной стадии ее развития. Стандартные принципы де-
текции злокачественных новообразований ограничены набором классических методов: биохимическое и имму-
нологическое определение онкомаркеров, морфологическое и иммуноцитохимичекое исследование биопсий-
ных образцов тканей, инструментальные методы исследования. Разработка сверхчувствительных многопара-
метрических систем для детекции аутоантител к опухолевым антигенам в последнее время представляет наи-
больший интерес для ранней и своевременной диагностики развития заболевания. Успешное развитие техноло-
гии создания и применения суспензионных многопараметрических систем на основе флуоресцентных нанокри-
сталлов (квантовых точек, КТ) открывает широкие перспективы в решении актуальной проблемы ранней диаг-
ностики рака. 

По сравнению с классическими органическими флуорофорами, КТ обладают характерными преимуще-
ствами. Среди них: высокая яркость свечения, узкий и симметричный спектр флуоресценции, возможность ис-
пользования единого источника излучения для возбуждения КТ различных цветов, высокая фотостабильность и 
возможность возбуждения в двухфотонном режиме. Благодаря своим уникальным спектральным свойствам, КТ 
могут использоваться как эффективные доноры энергии при Ферстеровском резонансном переносе энергии на 
подходящий акцептор. Такая возможность позволяет значительно усовершенствовать качество детекции и по-
высить порог чувствительности и специфичности диагностической системы. Кроме этого, недавно были про-
демонстрированы перспективы приложения суспензионных систем на основе КТ в клинической протеомике. 

В настоящем обзоре обобщены последние достижения в области разработки и применения детекционных 
систем на основе флуоресцентных нанокристаллов, а также изложены перспективы использования таких сис-
тем для ранней многопараметрической диагностики рака в ближайшем будущем. 

 
Ключевые слова: опухолевые маркеры, антигены, аутоантитела, полупроводниковые нанокристаллы, 

квантовые точки, микросферы, проточная цитометрия, Ферстеровский резонансный перенос энергии; мульти-
фотонное возбуждение. 
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Abstract 
 
Most modern approaches to clinical diagnosis of human cancers allow the detection of tumors at a certain stage of 

development. The standard principles of malignant tumor detection are limited by the set of classical methods: biochemical 
and immunological detection of tumor markers, morphological and immunohistochemical examination of tissue biopsies, 
and instrumental methods. Recent development of ultrasensitive multiplexed systems for detection of antibodies against 
tumor antigens has been proved to be effective for early and timely diagnosis of the disease. The successful development 
of production technologies and application of suspension multiplexed systems based on fluorescent nanocrystals (quantum 
dots, QDs) holds considerable promise for solving the urgent problem of early cancer diagnostics. 

Compared to conventional organic fluorophores, QDs have distinctive advantages, including a high brightness, a 
narrow and symmetrical fluorescence spectrum, the possibility to use a single light source for excitation of QDs of dif-
ferent colors, a high photostability, and the possibility of two-photon excitation. Due to their unique spectral properties, 
QDs can be used as efficient donors in FRET to an available acceptor. This makes it possible to significantly improve 
the specificity and sensitivity of the diagnostic system. In addition, the prospects of using QD-based suspension systems 
in clinical proteomics have been recently demonstrated. 
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This review summarizes recent advances in the development and applications of detection systems based on 
fluorescent nanocrystals and the prospects of the application of these systems to early multiplexed diagnostics of cancer 
in the near future. 

 
Keywords: tumor markers, antigens, autoantibodies, semiconductor nanocrystals, quantum dots, beads, flow cy-

tometry; Förster resonance energy transfer; multiphoton excitation. 
 
Введение 
 
Своевременная высокоточная диагностика 

онкологических заболеваний и разработка эффек-
тивных методов лечения являются наиболее акту-
альными задачами современной медицины. Для 
разработки эффективных методов диагностики и 
терапии онкологического заболевания необходимо 
понимать основные механизмы и принципы раз-
вития рака. 

Злокачественная трансформация включает в 
себя изменения в экспрессии белков с последую-
щей клональной пролиферацией измененных кле-
ток. Аномальная экспрессия генов в опухолевых 
клетках обуславливает синтез эмбриональных, пла-
центарных и эктопических белков, ферментов, ан-
тигенов и гормонов [25].  

Эти изменения можно контролировать на 
уровне опухолевых маркеров (биомаркеров) и ка-
чественно, и количественно. Опухолевые маркеры 
(биомаркеры) являются важным информативным 
показателем наличия опухолевого процесса и пред-
ставляют мощный инструмент для мониторинга и 
оценки эффективности проводимой терапии злока-
чественных новообразований. Они могут иметь 
огромное значение в клинической онкологии, если 
их концентрация в сыворотке крови коррелирует с 
наличием и ростом злокачественной опухоли до 
появления клинических симптомов. 

Поиск, идентификация и качественный ана-
лиз специфических биомаркеров в биологических 
жидкостях и разработка высокоточных многопара-
метрических систем их детекции по-прежнему ос-
таются наиболее актуальными задачами ранней 
диагностики и прогнозирования онкологических 
заболеваний. Существуют разнообразные геномные 
и протеомные технологии для мониторинга много-
численных изменений и процессов, протекающих в 
организме на молекулярном уровне: степень опу-
холеспецифичного метилирования ДНК [8; 46], 
модификация профилей мРНК [58], изменение 
уровня экспрессии и степени гликозилирования 
белков [34], появление антиген-специфических ау-
тоантител [1; 4; 14; 23] и циркулирующих раковых 
клеток [21; 54] и т.д. 

Тем не менее, несмотря на большое количе-
ство проводимых научных исследований, подав-
ляющее большинство потенциальных онкомарке-
ров нового поколения не выдерживают полноцен-
ные клинические испытания для успешного приме-
нения их в клинической диагностике и практике 
[20]. Причины такого критического отбора заклю-
чаются в естественных различиях протеомных про-
филей индивидов, тонких вариациях методик отбо-
ра и обработки биологических проб, что может 
приводить к серьезным систематическим ошибкам, 
ограниченности технологических ресурсов для тес-
тирования и методов ранней диагностики развития 
заболевания. 

Несмотря на все эти ограничения, идеальный 
белковый онкомаркер должен отражать истинную 
биологическую гетерогенность в уровне экспрес-
сии опухолевых белков в зависимости от стадии и 
типа заболевания, а идеальная диагностическая 

система должна быть многопараметрической, вы-
сокоточной, а также несложной для использования 
в рутинной клинической практике. 

 
1. Опухолевые маркеры 
1.1. Ассоциированные  

с опухолью антигены  
– классические онкомаркеры 

С точки зрения диагностической ценности 
опухолевый антиген должен продуцироваться опу-
холевой клеткой в количествах, достаточных для 
обнаружения с помощью современных методов 
анализа. Кроме того, он не должен выявляться (или 
его уровень должен быть значительно меньше) в 
крови у здоровых людей или при доброкачествен-
ных опухолях.  

Известно более 200 антигенных онкомарке-
ров, однако в клинической практике высокоспециа-
лизированных онкологических учреждений выяв-
ление опухолевых антигенов подтвердило их эф-
фективность при раке предстательной железы 
(ПСА), герминогенных опухолях (АФП, ХГЧ), раке 
яичников (СА 125), раке шейки матки (SСС), тро-
фобластических опухолях (ХГЧ), раке молочной 
железы (РЭА; СА 15.3), раке легкого (РЭА; CYFRA 
21.1; НСЕ), раке толстой кишки (РЭА; СА 19.9), 
раке поджелудочной железы (СА 19.9), раке же-
лудка (РЭА; СА 19.9; СА 72.4), первичном раке 
печени (АФП; СА 19.9), раке мочевого пузыря 
(CYFRA 21.1; UBC), меланоме (S 100). В приме-
няемых и разрабатываемых диагностических сис-
темах пока используются известные опухолевые 
антигенные маркеры с ограниченной диагностиче-
ской специфичностью и чувствительностью. 

Несмотря на эти недостатки, единичная де-
текция опухолевых антигенов широко применяется 
в клинической практике, и вся история использова-
ния онкомаркеров в клинической диагностике – это 
постоянный поиск опухолеспецифичных тестов, 
способных выявить злокачественную опухоль, ус-
тановить ее тип и локализовать на возможно более 
ранних этапах формирования. Традиционные им-
мунохимические методы позволяют определять 
концентрацию только одного опухолевого антигена 
в одном образце сыворотки крови, поэтому в на-
стоящее время в области ранней диагностики 
большие надежды связывают с комплексными сис-
темами, которые позволяют проводить одновре-
менный количественный многопараметрический 
анализ [40]. 

 
1.2. Циркулирующие аутоантитела 

 против ассоциированных  
с опухолью антигенов  
– ранние чувствительные индикаторы  
развития рака 

Многочисленные исследования причин и 
механизмов возникновения и развития злокачест-
венных раковых клеток показывают, что опухоле-
вые антигены обладают иммуногенными свойства-
ми и способны индуцировать продукцию специфи-
ческих антител. 

Причины и механизмы приобретения нор-
мальными антигенами иммуногенных свойств до 
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сих пор не до конца установлены и изучены [82]. 
Однако очевидно, что структурные перестройки мо-
лекул или изменение профиля экспрессии клеточных 
белков во время трансформации опухолевых клеток 
приводят к активации иммунного ответа и продук-
ции аутоантител [27; 68]. Собственные белки клетки 
могут в избытке экспрессироваться, подвергаться 
мутациям и нарушением структуры, деградации, 
посттрансляционным модификациям, что в свою 
очередь приводит к активации аутореактивного им-
мунного ответа у онкологических пациентов [11] 
(рис. 1). Продукция аутоантител к опухолевому ан-
тигену может позволить детектировать появление 
малого количества антигена, ассоциированного с 
опухолью, еще на самых ранних стадиях опухолево-
го роста [15; 37; 66]. 

Циркулирующие аутоантитела в сыворотке 
крови онкологических пациентов используют для 
идентификации новых панелей антигенов, ассо-
циированных с опухолью, как потенциальных про-
гностических/диагностических маркеров и терапев-
тических мишеней [13]. Применение белковых чи-
пов позволяет анализировать специфику гумораль-
ного иммунного ответа при развитии рака в отно-
шении тысяч различных белковых мишеней [24; 
69], выявляя новые панели антигенов, ассоцииро-
ванных с опухолью и обладающих высокой имму-
ногенностью. 

В настоящее время специфические аутоанти-
тела к опухолевым антигенам признаны наиболее 
многообещающими диагностическими маркерами 
для ранней детекции патологии и контроля эффек-
тивности лечения. Идентификация профиля рако-
вых аутоантел в сыворотке крови онкологических 
пациентов может способствовать выявлению ком-
плексных признаков определенной стадии или типа 
заболевания, облегчить разработку и испытание 
противораковых вакцин. Кроме того, аутоантитела, 
выявление которых ассоциировано с улучшением 
прогностических показателей заболевания, могут 
представлять новый класс потенциально эффектив-
ных иммунотерапевтических молекул. 

Существует несколько протеомных техноло-
гий для детекции аутоантител и опухолевых анти-
генов, выявления корреляции между профилем экс-
прессии маркеров и развитием онкологического 
заболевания, изучения механизмов их функциони-
рования. Однако после идентификации потенци-
альных опухолевых антигенов необходимо устано-
вить и подтвердить их функциональность как опу-
холевых биомаркеров для клинической диагности-
ки заболевания.  

С этой целью выполняют хорошо воспроиз-
водимые и недорогие аналитические исследования 
и тесты с использованием большого количества 
сывороток. Но основные аналитические подходы 
для детекции онкомаркеров обладают характерны-
ми недостатками и ограничениями, такими как низ-
кая скорость и недостаточные точность, чувстви-
тельность, эффективность анализа.  

В настоящее время по-прежнему существует 
необходимость разработки высокоточных и сверх-
чувствительных методов многопараметрического 
анализа для детекции даже небольших количеств 
онкомаркеров в сыворотке крови. В этой связи, 
нанотехнологические подходы к детекции онко-
маркеров и создание принципиально нового поко-
ления систем для клинической диагностики рака на 
основе полупроводниковых флуоресцентных на-
нокристаллов являются многообещающими на-
правлениями наномедицины.  

2.  Характеристика  
и свойства флуоресцентных  
полупроводниковых нанокристаллов (КТ) 

Флуоресцентные маркеры используются в 
качестве основного инструмента для визуализации 
многих процессов в биологических системах in vivo 
и in vitro [50; 72; 81]. Благодаря достижениям в об-
ласти нанотехнологии был получен новый класс 
усовершенствованных флуорофоров – полупровод-
никовых нанокристаллов размером 2–6 нм (КТ). КТ 
обладают рядом уникальных свойств, которые де-
лают их идеальными флуоресцентными маркерами 
и дают им неоспоримое преимущество перед клас-
сическими органическими флуорофорами для раз-
личных биологических приложений [49; 51; 57; 81]. 

Для КТ характерны уширенные области по-
глощения и возбуждения и, в то же время, узкие и 
симметричные спектры флуоресценции. При этом 
положение максимума флуоресценции определяется 
размером ядра нанокристалла. КТ разных размеров 
могут возбуждаться единым источником излучения 
и испускать флуоресценцию разных цветов, что 
практически невыполнимо в случае органических 
красителей. Для КТ также характерны высокие ко-
эффициенты экстинкции, а следовательно, и усилен-
ная яркость излучения. Более того, по сравнению с 
органическими флуорофорами КТ обладают высо-
кой фотостабильностью и устойчивостью к выцве-
танию. Другим уникальными преимуществами КТ 
является возможность двухфотонного возбуждения, 
что позволяет значительно усовершенствовать каче-
ство детекции и визуализации различных биологи-
ческих процессов. Также КТ могут выступать в роли 
эффективных доноров в процессах Ферстеровского 
резонансного переноса энергии. 

Свойства КТ зависят от химического состава, 
размера частиц, химии поверхности. Как правило, 
КТ, используемые для биологических приложений, 
состоят из фотолюминесцентного полупроводнико-
вого ядра селенида кадмия (CdSe), дополнительно 
ядро может быть покрыто оболочкой сульфида цин-
ка (ZnS). Для большинства биологических приложе-
ний необходима адаптация КТ к водной среде. По-
лучение водорастворимых частиц предусматривает 
дополнительную модификацию поверхности КТ с 
помощью тиол-содержащих молекул с экспониро-
ванными карбоксильными, гидроксильными или 
амино-группами. Это дополнительно защищает по-
верхность КТ от ферментативного и химического 
воздействия биологических жидкостей и предостав-
ляет возможность для конъюгации с биомолекулами 
[49; 73]. При поглощении света КТ происходит пе-
ренос возбужденных электронов из зоны валентно-
сти в зону проводимости, при этом валентный уро-
вень остается свободным (рис. 2). Ввиду малых раз-
меров ядра полупроводникового нанокристалла эк-
ситонный переход возможен на короткие дискрет-
ные расстояния – ширину запрещенной зоны. В про-
цессе обратного переноса экситона на валентный 
уровень происходит испускание энергии и излуче-
ние флуоресценции. Ширина запрещенной зоны пе-
рехода возбужденного экситона определяется разме-
ром ядра нанокристалла. Благодаря этому при воз-
вращении электрона в состояние покоя излучается 
свет разных длин волн [51].  

Кроме того, КТ обладают высокой эффек-
тивностью двухфотонного поперечного поглоще-
ния. При интенсивном облучении нанокристалла 
длиной волны в красной области спектра возможно 
поглощение двух фотонов с меньшей энергией и 
возбуждение электрона.  
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Рис. 1. Предположительные механизмы развития противоопухолевого иммунного ответа, индуцирован-
ного аутоантителами: 

A – Механизм взаимодействия аутоантитела с поверхностным опухолеспецифичным антигеном. Индукция кле-
точной цитотоксичности и системы комплемента. 
Б – Механизм взаимодействия аутоантитела с внутриклеточным опухолеспецифичным антигеном. Комплекс ауто-
антитело-опухолевый антиген связывается с Fcγ-рецептором антиген-презентирующей клетки. Опухолеспецифич-
ный антиген внутриклеточно расщепляется до пептидов и в составе MHC II (главного комплекса гистосовместимо-
сти) презентируется цитотоксическим клеткам. 
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В результате также происходит испускание 
энергии и флуоресценция при переходе возбужден-
ного электрона на базовый валентный уровень (рис. 
2). Поскольку вероятность одновременного погло-
щения фотонов низка, для двухфотонного возбуж-
дения флуоресценции нанокристалла необходим 
постоянный поток фотонов, обеспечиваемый фоку-
сируемым импульсным (фемтосекундным) инфра-
красным лазером [83]. Свойство двухфотонного 
возбуждения нанокристаллов активно используется 
в двухфотонной спектроскопии и проточной флуо-
риметрии для прижизненной визуализации клеток и 
тканей, мониторинга минорных популяций цирку-
лирующих раковых клеток [42; 45; 70]. 

Было также показано, что флуоресцентные 
нанокристаллы могут выступать в роли эффектив-
ных доноров в Ферстеровском резонансном пере-
носе энергии.  

Во-первых, контролируя размер наночасти-
цы можно регулировать смещение максимума и 
общий спектр флуоресценции кристалла. Это необ-
ходимо для коррекции перекрывания спектра 
флуоресценции донора (КТ) и спектра поглощения 
акцептора в паре.  

Во-вторых, несколько разных акцепторов ор-
ганического происхождения могут взаимодейство-
вать с единственным донором КТ. Это позволяет 
усовершенствовать эффективность переноса энер-
гии [35].  

Возможность участия флуоресцентных на-
нокристаллов в Ферстеровском резонансном пере-
носе энергии активно используется в различных 
высокочувствительных схемах для мониторинга 
внутриклеточных процессов и взаимодействий [41; 
48; 60]. 

 
3. Области применения  

квантовых точек  
и перспективы использования  
в клинической диагностике рака 

3.1. Иммуногистохимическое  
окрашивание клеток и тканей  
с помощью КТ:  
детекция клеточных маркеров  
и рецепторов 

С успешным развитием эпохи нанотехноло-
гии, флуоресцентные нанокристаллы привлекают 
все больший научный интерес в области биологиче-
ских исследований. КТ активно адаптируют для 
флуоресцентной визуализации биомолекул и марке-
ров (рецепторы клеточной поверхности, компоненты 
цитоскелета, ядерные и цитоплазматические антиге-
ны). Разработаны эффективные технологии целевой 
доставки КТ в разные компартменты клетки (цито-
плазматическая мембрана, цитоплазма, ядро) в раз-
личных типах образцов (культуры клеток, фиксиро-
ванные образцы клеток, срезы тканей), как то: эндо-
цитоз, прямая микроинъекция, электропорация, опо-
средованное поглощение, целевая доставка, избира-
тельная специфичная маркировка белков клеточной 
поверхности [22]. В настоящее время опубликовано 
достаточно много интересных работ в области инди-
видуальной и многопараметрической иммуногисто-
химической детекции различных клеточных мише-
ней с использованием КТ [67; 76].  

Возможность использования флуоресцентных 
нанокристаллов для детекции антигена в фиксиро-
ванных образцах клеток была впервые описана 
Bruchez с соавт. в 1998 году [9]. Вскоре после этого, с 
помощью зеленых и красных КТ удалось одновре-
менно маркировать ядерные антигены и F-ак-тиновые 

филаменты в культуре фиксированных фибробластов 
мыши. Детализированная трехмерная структура ци-
тоскелета была реконструирована с помощью конфо-
кальной микроскопии. Качество изображений, пара-
метры разрешения и правильность графического вос-
создания молекулярных структур с использованием 
КТ оптимизированы и сопоставимы с данными по 
классической детекции со стандартными красителями 
Alexa [76]. Другой группе ученых в своих исследова-
ниях удалось одновременно комбинировать для де-
текции три вида КТ (КТ 655; 705 и 800), классические 
флуорохромы DAPI и Alexa 555 и зеленый флуорес-
центный белок GFP [43]. Ness с соавт. разработали 
комплексную процедуру иммуногистохимического 
окрашивания для высокочувствительной детекции 
внутриклеточных антигенов в тканях мозга грызунов. 
Предложенная схема сочетает в себе принципы мар-
кировки с помощью биоконъюгатов КТ и фермента-
тивного усиления сигнала [52].  

Основные иммуногистохимические исследо-
вания с использованием КТ были выполнены на 
клеточных линиях или свежеизолированных образ-
цах тканей. Однако, большинство получаемых кли-
нических образцов тканей пациентов, как правило, 
фиксированы в формалине или заключены в пара-
фин (FFPE) и должны храниться в течение не-
скольких лет. Процедуры маркировки с помощью 
КТ также удалось успешно адаптировать для де-
текции до четырех различных биомолекул в фикси-
рованных образцах тканей пациентов [7; 77].  

Помимо этого, КТ были адаптированы для 
маркировки и визуализации в многопараметриче-
ском анализе на тканевых микрочипах. Так назы-
ваемые тканевые микрочипы позволяют исследо-
вать большое количество образцов тканей одно-
временно с помощью иммуногистохимического 
окрашивания. Caldwell с коллегами использовали 
два вида КТ (КТ 605 и 705) для количественной 
детекции белковых мишеней MDM-2 and β-актина 
одновременно в 25 образцах ткани почечной кар-
циномы [10]. Преимущества использования КТ для 
иммуногистохимического окрашивания тканевых 
микрочипов также были продемонстрированы на 
модели рака легкого. Анализируя уровень кавеоли-
на-1 и PCNA в качестве модельных антигенов, ис-
следователи пришли к выводу, что детекция с по-
мощью КТ превосходит классические методы ок-
рашивания [19]. Эта же группа ученых использова-
ла конъюгаты стрептавидина с КТ 605 и 545 для 
оценки статуса HER 2 при раке молочной железы. 
Аналогичным образом исследователи показали, что 
такой подход к окрашиванию образцов характери-
зуется большей чувствительностью и точностью по 
сравнению с использованием органических флуо-
рофоров. Это оказалось особенно критично для 
идентификации низкого уровня экспрессии HER2 и 
его предшественника ER белка [18].  

 
3.2. Многоцветная  

проточная цитофлуориметрия:  
иммунофенотипирование  
клеточных субпопуляций  
с помощью КТ 

Аналитический метод проточной цитомет-
рии является основным инструментом для иденти-
фикации клеточных популяций, принимающих уча-
стие в процессах нормального функционирования 
организма и развития различных патологий. В 
практических приложениях эта задача осложнена 
тем фактом, что любая клетка может экспрессиро-
вать широкий профиль белков и рецепторов.  
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Рис. 2. Схематическая диаграмма процессов однофотонного и двухфотонного поглощения и испускания 
энергии: 

При облучении флуоресцентной частицы светом происходит индуцированный переход электронов между различны-
ми энергетическими уровнями. Часть полученной системой энергии испускается в результате релаксации электрона с 
возбужденного на базовый энергетический уровень. Разница энергии между энергетическими уровнями и частота ко-
лебаний поглощенного света определяют спектр флуоресценции. В случае однофотонного возбуждения частица по-
глощает один фотон с более короткой длинной волны, чем у излучаемого фотона. При двухфотонном возбуждении 
половина энергии эффективно поглощается и испускается при релаксации электрона на базовый уровень, оставшаяся 
энергия рассеивается. Вероятность поглощения одной молекулой двух возбуждающих фотонов очень мала. Поэтому 
необходим интенсивный поток возбуждающих фотонов, который можно получить при помощи фокусированного 
фемтосекундного лазера, испускающего фотоны с большой частотой следования импульсов. 

 
Зачастую неизвестно или строго не опреде-

лено, какие качественные и количественные ком-
бинации и сочетания белков являются уникальны-
ми для определенного типа клеток. Таким образом, 
количественное определение целого профиля бел-
ков является важной задачей для характеризации 
того или иного процесса и популяции клеток, при-
нимающих в нем участие. В случае, если количест-
во образца ограничено или важна точная оценка 
соотношения и взаимодействия белков, возникает 
острая необходимость в многопараметрической 
детекции. Эту задачу успешно помогают решать 
проточная цитометрия с применением КТ.  

Серьезное научное достижение в области 
применения КТ для многопараметрического анали-
за фенотипа индивидуальных Т-клеточных популя-
ций методом проточной цитометрии продемонст-
рировали Chattopadhyay и соавт. [16; 17; 56]. В этой 
работе авторы изучали механизмы адаптивного 
иммунитета и идентифицировали EBV, CMV, HIV 
Nef, and HIV Gag -специфические CD8 + Т-
клеточные популяции в образцах крови ВИЧ-
инфицированных пациентов.  

Благодаря уникальным спектральным свой-
ствам КТ, исследователи создали панель из 17 раз-
личных флуорофоров, включающую семь типов КТ 
и десять органических красителей [17; 56]. КТ были 
конъюгированы с антителами против CD4, 
CD45RA и CD57-рецепторов, а также специфиче-
скими мультимерами пептидов MHC класса I 
(pMHCI) для детекции EBV–, CMV–, HIV–
специфичных цитотоксических лимфоцитов [2; 17] 
(рис. 3). 

Chattopadhyay и соавт. разработали особую 
конфигурацию проточного цитометра, оснащенно-
го несколькими фильтрами, детекторами и лазера-

ми. Это позволило максимально увеличить количе-
ство флуорофоров, которые могут быть идентифи-
цированы при возбуждении одним источником из-
лучения. Благодаря такой конструкции флуорес-
ценция всех типов КТ индуцировалась с помощью 
одного ультрафиолетового лазера 408 нм, это также 
помогло снизить интенсивность автофлуоресцен-
ции клеток [17; 56].  

В этом исследовании наглядно продемонстри-
рованы потенциал КТ для разработки новых многопа-
раметрических подходов анализа. Существование не-
скольких фенотипически отличающихся субпопуляций 
в составе каждой антиген-специфической популяции 
Т-клеток дает представление о сложности механизмов 
развития Т-клеточного иммунитета. Разработка прин-
ципов применения суспензионных систем на основе 
КТ для определения фенотипа индивидуальных кле-
точных популяций может оказаться важным шагом в 
создании качественной и высокочувствительной мно-
гопараметрической диагностики в онкологии.  

 
3.3. Мониторинг  

внутриклеточных процессов  
и взаимодействий  
с помощью квантовых точек 

Широко известно, что механизм FRET ак-
тивно используется для визуализации и контроля 
внутриклеточных взаимодействий и процессов. 
Благодаря успешному внедрению флуоресцентных 
наноматериалов в практику биологических иссле-
дований стало очевидно, что КТ могут быть гораз-
до более эффективными донорами в этом процессе, 
чем классические флуорофоры [35; 48]. Различные 
высокочувствительные схемы мониторинга внут-
риклеточных процессов были разработаны на осно-
ве КТ в качестве FRET доноров.  
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Рис. 3. Применение квантовых точек для иммунофенотипирования клеточных популяций цитотоксических 
лимфоцитов (CTL):  

Схематическое изображение связывания конъюгата флуоресцентного нанокристалла с пептид-MHC I комплексом на 
мембране CD8 + Т-клеток. Мультивалентные взаимодействия между мембранным CD8-корецептором и петидом 
MHC I-комплекса определяют стабильность TCR/pMHC-I/CD8 комплексов и усиливают CD8 + Т-клеточный ответ. 

 
Наиболее распространенный пример опреде-

ления активного аналита на основе механизма 
FRET заключается в вытеснении и замещении свя-
занного тушителя флуоресценции. Показано, что в 
присутствии мальтозы происходит диссоциация 
комплекса циклодекстрина, меченого QSY-9, с 
MBP, конъюгированным с КТ, и восстановление 
флуоресценции КТ [48]. 

Чувствительные зонды на основе пептидов, 
конъюгированных с парами донор-акцептор, могут 
служить для определения специфической активно-
сти ряда протеолитических ферментов. Shi с соавт. 
создали зонд для реализации механизма FRET и 
измерения ферментативной активности трипсина, 
состоящий из пептида, конъюгированного с КТ в 
качестве донора и родамином в качестве акцептора. 
При направленном облучении и возбуждении КТ 
индуцируется эффективный перенос энергии на 
близкорасположенный флуорофор родамин. При 
расщеплении пептида трипсином процесс переноса 
энергии нарушается, сигнал флуоресценции КТ в 
образце возрастает до 60 %, а флуоресценция рода-
мина, соответственно, исчезает [60]. 

Относительно недавно была продемонстри-
рована возможность использования КТ в качестве 
акцепторов в процессах BRET [61]. Эффект индук-
ции флуоресценции КТ был показан в системе с 

Luc8, вариантом люциферазы R. reniformis, конъю-
гированной с КТ. После добавления люминесцент-
ного субстрата коэлентеразина индуцировалась 
флуоресценция с максимумами на 480 нм (коэлен-
теразин) и 655 нм (КТ). Эта схема также применима 
для высокочувствительной детекции активности 
протеаз [80].  

В дополнение к схемам FRET and BRET, эф-
фекты тушения переноса электронов могут быть 
использованы как альтернативный способ изучения 
механизмов биокаталитических процессов. Актив-
ность различных ферментов исследовали в схемах 
электронного тушения КТ. С помощью такого под-
хода можно оценить тирозиназную активность в 
присутствии КТ, покрытых монослоем метилового 
эфира тирозина. Индуцированное окисление тиро-
зина и каталитическое превращение в субъединицы 
гасителя флуоресценции допахинона приводит к 
тушению флуоресценции КТ. Активность тирози-
назы оценивается по степени угасания флуоресцен-
ции КТ при взаимодействии с различными концен-
трациями тирозиназы и различном времени катали-
тической реакции [30]. Помимо наглядной демон-
страции мониторинга биокаталитических процес-
сов анализ тирозиназной активности с использова-
нием КТ имеет важное практические значение. По-
вышенный уровень тирозиназы обнаружен в рако-
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вых клетках меланомы, поэтому такой способ бы-
строй оптической детекции этого биомаркера с по-
мощью КТ может быть полезным диагностическим 
приложением. 

Таким образом, конъюгаты КТ с различными 
активными целевыми молекулами (белки, фрагменты 
антител, аптамеры ДНК) могут служить эффектив-
ными донорами FRET для детекции небольших моле-
кул-аналитов в клинической диагностике [31; 48].  

Кроме того, применение флуоресцентных 
нанокристаллов помогло решить технологические 
проблемы, связанные с прижизненной маркировкой 
и визуализацией структур in vivo [3; 42; 43], в том 
числе – с использованием метода двухфотонной 
спектроскопии. Последний считается одним из 
наиболее перспективных подходов для изучения 
структуры плотных образцов и живых тканей [44; 
45]. Принцип двухфотонной микроскопии основан 
на нелинейном двухфотонном возбуждении флуо-
ресцентных частиц фокусируемым импульсным 
(фемтосекундным) инфракрасным лазером (700–
1000 нм) и регистрации флуоресценции в видимой 
области спектра. Облучение светом инфракрасного 
диапазона характеризуется гораздо большей про-
никающей и индуцирующей способностью, чем 
облучение светом видимой области спектра. Благо-
даря этому появляется возможность визуализиро-
вать структуры живых тканей в функционирующем 
организме in vivo [45]. 

С помощью КТ с максимумами флуоресцен-
ции в ближнем ИК диапазоне (840–860 нм) ученые 
визуализировали и картировали лимфатические 
узлы, первично подверженные метастазам, для на-
правленных хирургических вмешательств у живот-
ных. Инъекция 400 пмоль КТ ближнего ИК-
диапазона позволила идентифицировать метастази-
рованные лимфоузлы в подкожном слое у свиней 
[42]. Таким образом, интраоперационная флуорес-
центная микроскопия позволяет визуально иденти-
фицировать лимфатический ток и первично мета-
стазированные лимфоузлы без использования ра-
диоактивных индикаторов или органических флуо-
рофоров. Благодаря такой возможности может осу-
ществляться направленное местное хирургическое 
вмешательство без повреждения здоровых тканей и 
структур.  

В аналогичных исследованиях с помощью 
КТ были обнаружены желудочно-кишечные и ле-
гочные лимфатические узлы, подверженные ран-
нему первичному метастазированию [55; 62]. Эти 
данные также предоставляют важную информацию 
для клинического картирования зон риска метаста-
зирования опухоли в лимфатической системе и ди-
агностирования рака.  

 
4.  Многопараметрические  

суспензионные системы  
на основе микросфер,  
кодированных флуорофорами 

Благодаря своим уникальным оптическим 
свойствам и характеристикам, полупроводниковые 
нанокристаллы являются идеальными флуорес-
центными метками для клинической лабораторной 
диагностики [16; 42; 71]. Современные методы 
маркировки, визуализации и оптического кодиро-
вания анализируемых молекул с помощью КТ по-
зволяют получать весьма информативные данные и 
знания о многих биологических процессах. Кроме 
того, с помощью оптического кодирования поли-
мерных микросфер флуоресцентными нанокри-
сталлами могут быть созданы многопараметриче-

ские системы анализа [64; 65; 75], необходимые для 
быстрого скрининга большого количества биомо-
лекул одновременно [32; 75]. 

Оптически кодированные микросферы, оп-
тимально подходят для анализа биологических об-
разцов с помощью методов классической проточ-
ной цитометрии, высокочувствительной лазерной 
сканирующей цитометрии, а также CLSM. Боль-
шинство описанных оптически кодированных сус-
пензионных систем состоят из полистирольных 
микросфер, в структуру которых включены не-
сколько флуоресцентных красителей в разных ко-
личественных соотношениях. 

При включении в состав микросфер различ-
ных концентраций флуоресцентных красителей с 
разными спектрами излучения удается получить 
набор микросфер с уникальными спектральными 
кодами (рис. 4). Теоретически возможное число 
кодов определяется количеством красителей и ко-
личеством уровней интенсивности их излучения и 
рассчитывается в соответствии с уравнением:  
 

1 NmC , где  
С (величина) определяет теоретически возможное число 
спектральных кодов,  
N – число уровней интенсивности, а m – количество цве-
тов (флуорофоров).  
Фактическое число кодов, однако, оказывается ниже в 
связи с перекрыванием спектров, разницей в интенсивно-
сти флуоресценции красителей и требованиями к соот-
ношению сигналов флуоресценции и фона [32]. 
 

В настоящее время существует 2 разные 
стратегии многоцветного оптического кодирования 
микросфер для биологических исследований: ис-
пользование классических органических флуоро-
форов и включение в микросферы полупроводни-
ковых нанокристаллов различных цветов [32; 65]. 

Последние успешные достижения в области 
многопараметрической детекции заключаются в 
разработке компанией Luminex суспензионной сис-
темы кодированных микросфер для анализа биоло-
гических образцов методом проточной цитометрии 
(MFCA) [28; 65]. Технология Luminex подразумева-
ет включение трех видов органических красителей 
в 10 различных концентрационных соотношениях в 
состав полистирольных микросфер размером 5,6 
мкм. Далее, кодированные сферы конъюгируют с 
индивидуальными молекулярными зондами, кото-
рые распознают и связывают анализируемые моле-
кулы в биологическом образце. Вариации количе-
ственных соотношений трех органических красите-
лей позволяют получить до 500 спектральных ко-
дов микросфер, конъюгированных с различными 
биологическими зондами. Количественная оценка 
сигнала флуоресценции микросфер и интенсивно-
сти флуоресцентного сигнала референсной метки 
осуществляется с помощью классической проточ-
ной цитометрии. Поскольку каждый отдельный тип 
микросфер может быть идентифицирован с помо-
щью проточной цитометрии, большое число раз-
личных молекул может быть детектировано одно-
временно [65]. Такая возможность предоставляет 
свободу для многопараметрического определения 
большого числа анализируемых параметров в 1 
образце. Суспензионная система оптически коди-
рованных микросфер, разработанная компанией 
Luminex, успешно используется для широкого 
спектра анализов, в том числе – для детекции цито-
кинов [39] и ряда других белков и ферментов, ви-
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русов иммунодефицита человека и гепатита В [47], 
SNP [33], определения уровня тиреоидного гормона 
[5], скрининга аллергических реакций [74], диагно-
стики инфекционных заболеваний [79] и проч. 

Относительно недавно была разработана 
альтернативная стратегия многоцветного кодиро-
вания микросфер флуоресцентными полупровод-
никовыми нанокристалами, обладающими уни-
кальными оптическими свойствами и характери-
стиками [29; 64].  

Существует несколько альтернативных спо-
собов включения КТ в состав микросферы. Коди-
рование может быть реализовано путем частичного 
разрушения полистирольных сфер в органических 
растворителях с последующей загрузкой флуорес-
центных нанокристаллов [32; 63], непосредствен-
ного включения метки во время синтеза микросфе-
ры [38; 59] и формирования многослойной поли-
мерной оболочки на поверхности сферы с включе-
нием между слоями КТ [12; 75]. 

Принципы кодирования (рис. 4) и специфи-
кации микросфер с помощью молекулярных зондов 
и многопараметрическая детекция с использовани-
ем такой суспензионной системы во многом анало-
гичны технологии, разработанной Luminex.  

Однако стоит отметить, что система кодиро-
ванных микросфер, разработанная Luminex, облада-
ет серьезными недостатками и ограничениями в 
использовании по сравнению с суспензией микро-
сфер, кодированных КТ [32; 64].  

Прежде всего, увеличение числа органиче-
ских красителей в составе кодированных микросфер 
и детекторных меток требует оснащения цитометра 
несколькими лазерами возбуждающего света. Это 
значительно увеличивает стоимость декодирующего 
прибора. В тоже время флуоресценция различных 
популяций КТ эффективно индуцируется светом 
одной длины волны благодаря тому, что для всех 
нанокристаллов характерны широкие спектры по-
глощения. Во-вторых, органические красители, вхо-
дящие в состав микросфер Luminex, обладают низ-
ким порогом фотообесцвечивания и широкими спек-
трами флуоресценции, что повышает вероятность 
перекрывания спектров поглощения и испускания 
разных красителей и снижения точности детекции. 
Напротив, КТ обладают узкими спектрами излуче-
ния и хорошей устойчивостью к фотообесцвечива-
нию, характеризуются широким набором непере-
крывающихся спектральных кодов и высокой чувст-
вительностью многопараметрической детекции. Та-
ким образом, благодаря своим уникальным оптиче-
ским характеристикам КТ являются более подходя-
щими флуоресцентными метками для оптического 
кодирования микросфер [29; 64].  

Первые функциональные системы на основе 
кодированных нанокристаллами микросфер были 
успешно разработаны для поиска нуклеотидных по-
лиморфизмов и генотипирования. С помощью микро-
сфер, кодированных нанокристаллами, удалось с вы-
сокой точностью детектировать 10 разных типов нук-
леотидных полиморфизмов в составе амплифициро-
ванной геномной ДНК [78]. Eastman и соавт. исполь-
зовали микросферы, кодированые четырьмя типами 
КТ в 12 разных концентрационных соотношениях, 
для анализа экспрессии генов [26]. Точность и чувст-
вительность такого метода детекции были сопостави-
мы с параметрами анализа на микрочипах. Была про-
демонстрирована эффективность применения КТ-
кодированных микросфер для многопараметрическо-
го генетического типирования без предварительной 
амплификации геномной ДНК в образце [29]. 

Относительно недавно были продемонстри-
рованы перспективы приложения суспензионных 
систем на основе микросфер, кодированных флуо-
ресцентными нанокристаллами, в клинической 
протеомике. А.В. Суханова и И.Р. Набиев с колле-
гами разработали эффективные суспензионные ди-
агностические системы для определения специ-
фичных аутоантител, ассоциированных с развитием 
аутоиммунных заболеваний [64] (рис. 5). Были так-
же продемонстрированы преимущества использо-
вания принципа FRET в суспензионной системе 
микросфер, кодированных КТ, для достижения вы-
сокой чувствительности и точности детекции.  

Полная схема определения профиля аутоан-
тител, сопряженных с аутоимунными заболевания-
ми, включает несколько основных этапов. Оптиче-
ски кодированные микросферы конъюгируют с 
зондом-антигеном, инкубируют с аналитом, содер-
жащим специфические аутоантитела, а визуализа-
ция и детекция специфического сигнала осуществ-
ляется с помощью вторичных антител, меченых 
референсной флуоресцентной меткой [64]. В опи-
санной работе в качестве модельного аутоиммун-
ного заболевания была выбрана системная склеро-
дермия, прогрессирующее системное заболевание, 
в основе которого лежит воспалительное пораже-
ние мелких сосудов всего организма, с последую-
щими фиброзно-склеротическими изменениями 
кожи, опорно-двигательного аппарата и внутрен-
них органов. Развитие этого аутоиммунного забо-
левания ассоциировано с появлением антител про-
тив компонентов клеточного ядра, таких как anti-
Scl-70, nRNP, anti Smith antigen) и некоторых дру-
гих аутоантител. В качестве антигенов использова-
ли рекомбинантный фрагмент человеческой ДНК 
топоизомеразы I (Scl-70), нуклеарный рибонуклео-
протеин (nRNP) или Sm-антиген. Такая схема мо-
жет быть реализована в двух разных форматах оп-
тического декодирования. В одном случае спек-
тральный код микросфер, созданный сочетанием 
нанокристаллов, и референсный флуоресцентный 
сигнал детекторных антител фиксируются одно-
временно, индивидуально и независимо друг от 
друга (рис. 5).  

Другой более чувствительный формат детек-
ции анализируемых молекул (аутоантител) предпо-
лагает резонансный перенос энергии при возбуж-
дении КТ на референсный краситель, конъюгиро-
ванный с вторичным детекторным антителом. Пре-
имущество такой схемы переноса энергии заключа-
ется в оптимизации индукции флуоресценции на-
нокристаллов с помощью света одной длины волны 
и улавливании даже низкого сигнала детекции ана-
лизируемых молекул. В составе указанной системы 
детекции спектры излучения КТ и поглощения ре-
ференсного красителя AlexaFluor®633 в значитель-
ной степени перекрываются.  

Благодаря этому свойству при облучении 
нанокристаллов происходит эффективный перенос 
энергии их возбуждения на близко расположенные 
флуоресцентные референсные метки, конъюгиро-
ванные с вторичными антителами. Значительная 
удаленность максимумов флуоресценции КТ и ор-
ганического красителя позволяет дифференциро-
вать два пика излучения энергии, что предоставля-
ет возможности для высокочувствительной детек-
ции [64] (рис. 5). Авторы продемонстрировали, что 
при селективном возбуждении КТ в составе микро-
сферы одновременно индуцируется флуоресценция 
оранжевого спектра от нанокристаллов и красного 
спектра от AlexaFluor®633.  
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Рис. 4. Принципы оптического кодирования, основанные на спектральных свойствах (длине волны поглощения 
и флуоресценции) и интенсивности флуоресценции нанокристалла:  

Крупные сферы представляют собой полимерные микрошарики, в которые в определенном соотношении, количе-
стве и цветовой комбинации включены разноцветные квантовые частицы (маленькие сферы). Поверхность оптиче-
ски кодированных полимерных микросфер модифицирована биологическим пробами (А-D) для молекулярного 
распознавания и связывания с мишенью. Количество цветных сфер отражает уровень интенсивности флуоресцен-
ции, а не количество отдельных КТ. Принцип кодирования микросфер определяется и абсолютными значениями 
интенсивности излучения и отличимыми спектрами флуоресценции разных нанокристаллов. Таким образом, коли-
чественные соотношения квантовых точек в составе полимерной микросферы (например, соотношения (2 : 2 : 2) 
and (4 : 0 : 4)) определяют различия цветового кода микросферы. 

 

 
 
Рис. 5. Суспензионные аналитические системы на основе микросфер, кодированных флуоресцентными нанок-
ристаллами. Принцип иммунодетекции аутоантител методом проточной цитометрии: 
Оптически кодированные с помощью квантовых точек микросферы конъюгированы с антигеном топоизомераза 
I, инкубируются с моноклональными антителами к антигену или образцами сыворотки и дополнительно окра-
шиваются вторичными антителами, мечеными органическим красителями.  

А – Вторичные антитела конъюгированы с FITC. Возбуждение и флуоресценция квантовых точек и органического 
красителя одновременно обеспечивается аргоновым лазером с длиной волны облучения 488 нм. 
Б – Вторичные антитела конъюгированы с AlexaFluor®633. Возбуждение квантовых точек обеспечивается светом 
в диапазоне длин волн 450–500 нм, при близком пространственном расположении покрытых антигеном микросфер 
и вторичных антител происходит резонансный перенос энергии oт квантовых точек и возбуждение флуоресценции 
органического флуорофора AlexaFluor®633. 
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При этом не связанные в растворе детектор-
ные антитела, меченые AlexaFluor®633, не выяв-
ляют сигнала флуоресценции, поскольку длина 
волны облучения не попадет в спектральный диа-
пазон возбуждения данного референсного красите-
ля. Таким образом, в составе такой системы КТ 
поверхностного слоя микросфер могут выступать в 
качестве эффективных доноров для резонансного 
переноса энергии и возбуждения красителя 
AlexaFluor®633 на специфически связанных детек-
торных антителах [64]. 

 
5.  Преимущества использования  

суспензионных систем  
на основе квантовых точек  
по сравнению со стандартными  
диагностическими системами 

Качественное выявление опухолевых марке-
ров уже на ранних стадиях развития заболевания 
имеет большое значение для выбора эффективных 
методов лечения и своевременного предотвраще-
ния развития онкологии. В настоящее время прин-
ципы клинической диагностики рака в основном 
базируются на двух базовых стратегиях детекции 
опухолевых маркеров, таких как ИФА и MFCA-
технология, разработанная компанией Luminex. 
Однако перечисленные методы обладают серьез-
ными недостатками и ограничениями по сравнению 
с возможностями многопараметрических суспензи-
онных систем на основе микросфер, кодированных 
КТ. С помощью ИФА можно единовременно детек-
тировать только один маркер в образце, что делает 
этот способ анализа профиля онкомаркеров доро-
гим и затратным по времени. К другим недостаткам 
технологии анализа с помощью ИФА относятся:  

 необходимость в получении больших 
объемов образцов,  

 узкий динамический диапазон,  
 сложные стадийные процедуры испол-

нения [6; 36].  
Для MFCA-технологии характерны более ши-

рокие диапазоны измерения и детекции анализируе-
мых молекул, гораздо более простая и быстрая техни-
ческая подготовка по сравнению с классическим мето-
дом ИФА[53]. Тем не менее, разработанная Luminex 
суспензионная система полимерных микросфер, опти-
чески кодированных органическими красителями, тре-
бует наличия сложного специального оборудования и 
насчитывает ограниченное число уникальных спек-
тральных кодов. В то же время, использование флуо-
ресцентных нанокристаллов для кодирования микро-
сфер может значительно усовершенствовать многопа-
раметрические возможности, а также фотостабиль-
ность и чувствительность системы [64; 65]. 

Таким образом, разработка принципов приме-
нения в клинической диагностике суспензионных 
систем на основе микросфер, кодированных нанокри-
сталлами, имеет важное медицинское значение. Воз-
можность многопараметрического анализа профиля 
онкомаркеров в биологических жидкостях пациентов 
может значительно способствовать своевременной 
ранней диагностике и выбору грамотного терапевти-
ческого лечения, и как следствие предотвращению 
развития, метастазирования опухоли, а также разви-
тию новых принципов иммунотерапии. 

 

Заключение 
 
Разработка и успешная интеграция в клини-

ко-диагностическую практику технологий приме-
нения квантовых точек и микросфер, кодированных 
флуоресцентными нанокристаллами, находится на 
этапе интенсивного исследования и развития. По-
лучены первые интересные результаты применения 
таких систем для идентификации аутоантител в 
сыворотке крови пациентов [64] и фенотипирова-
ния опухолеспецифических CD8+ Т-клеток [16; 17]. 
Эти исследования открывают хорошие перспекти-
вы применения разработанных диагностических 
систем для многопараметрической детекции раз-
личных биологических маркеров с очень высокой 
точностью и чувствительностью. Возможность реа-
лизации системы детекции в формате резонансного 
переноса энергии от возбужденных КТ на специ-
фически связанную референсную метку позволяет 
в значительной степени нивелировать сигнал не-
специфического связывания и повысить чувстви-
тельность анализа. С помощью диагностической 
суспензионной системы микросфер, кодированных 
КТ, появится возможность детектировать даже ма-
лые количества антигенов и специфических ауто-
антител в крови пациентов.  

Это может иметь очень большое значение 
для своевременной диагностики онкологических 
заболеваний еще на ранних этапах их развития и 
применения адекватных эффективных методов те-
рапии рака. Кроме того, идентификация и анализ 
антиген-специфических CD8+ T-клеточных популя-
ций с помощью проточной цитометрии может спо-
собствовать пониманию механизмов адаптивного 
иммунного ответа и разработать подходы для эф-
фективного предотвращения метастазирования 
опухоли. Детекция редких популяций циркули-
рующих опухолевых клеток с помощью двухфо-
тонной проточной цитометрии может быть инфор-
мативной для мониторинга эффективности терапии 
и прогнозирования метастазирования.  

Развитие современных диагностических тех-
нологий применения КТ и микросфер, кодирован-
ных флуоресцентными нанокристаллами, предоста-
вит новый способ сверхчувствительной ранней ди-
агностики онкологических заболеваний для повы-
шения эффективности противоопухолевой терапии.  

 
Благодарности 
 
Данная работа частично финансировалась 

Министерством образования и науки Российской 
Федерации в рамках программы привлечения веду-
щих ученых в российские образовательных учреж-
дениях высшего профессионального образования 
(проф. Игорь Набиев, грант № 11.G34.31.0050, 
www.lnbe.mephi.ru), а также Европейской Комис-
сией, через проект Седьмой рамочной программы 
научного сотрудничества «Нанотехнологические 
системы для много-модальной диагностики забо-
леваний и контроля эффективности лечения: 
Nanotechnological toolkits for multi-modal disease 
diagnostics and treatment monitoring » (проф. Игорь 
Р. Набиев и Д-р Алена В. Суханова, грант № FP7-
NMP-2009-LARGE-3 - 246479 NAMDIATREAM). 

 
 
Литература 
 

1. Anderson K.S., Sibani S., Wallstrom G. et al. Protein microarray signature of autoantibody biomarkers for the early 
detection of breast cancer // J Proteome Res. – 2011. – 10. P. 85–96. 

№ 3/том 12/2013   РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 



 

№ 3/том 12/2013  РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

22 ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ НОВЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ В ИССЛЕДОВАНИИ…

2. Anikeeva N., Lebedeva T., Clapp A.R. et al. Quantum dot/peptide-MHC biosensors reveal strong CD8-dependent 
cooperation between self and viral antigens that augment the T cell response // Proc Natl Acad Sci U S A. – 2006. – 
103. – P. 16846–51. 

3. Ballou B., Ernst L.A., Andreko S. et al. Sentinel lymph node imaging using quantum dots in mouse tumor models // 
Bioconjug Chem. – 2007. – 18. –P. 389–96. 

4. Bei R., Masuelli L., Palumbo C. et al. A common repertoire of autoantibodies is shared by cancer and autoimmune 
disease patients: Inflammation in their induction and impact on tumor growth // Cancer Lett. – 2009. – 281. – P. 8–
23. 

5. Bellisario R., Colinas R.J., Pass K.A. Simultaneous measurement of thyroxine and thyrotropin from newborn dried 
blood-spot specimens using a multiplexed fluorescent microsphere immunoassay // Clin Chem. – 2000. – 46. – P. 
1422–4. 

6. Biagini R.E., Sammons D.L., Smith J.P. et al. Comparison of a multiplexed fluorescent covalent microsphere 
immunoassay and an enzyme-linked immunosorbent assay for measurement of human immunoglobulin G 
antibodies to anthrax toxins // Clin Diagn Lab Immunol. – 2004. – 11. – P. 50–5. 

7. Bodo J., Durkin L., Hsi E.D. Quantitative in situ detection of phosphoproteins in fixed tissues using quantum dot 
technology // J Histochem Cytochem. – 2009. – 57. – P. 701–8. 

8. Brena R.M., Huang T.H., Plass C. Quantitative assessment of DNA methylation: Potential applications for disease 
diagnosis, classification, and prognosis in clinical settings // J Mol Med (Berl). – 2006. – 84. – P. 365–77. 

9. Bruchez M. Jr., Moronne M., Gin P. et al. Semiconductor nanocrystals as fluorescent biological labels // Science. – 
1998. – 281. – P. 2013–6. 

10. Caldwell M.L., Moffitt R.A., Liu J. et al. Simple quantification of multiplexed quantum dot staining in clinical 
tissue samples // Conf Proc IEEE Eng Med Biol Soc. – 2008. – P. 1907–10. 

11. Caron M., Choquet-Kastylevsky G., Joubert-Caron R. Cancer immunomics using autoantibody signatures for 
biomarker discovery // Mol Cell Proteomics. – 2007. – 6. – P. 1115–22. 

12. Caruso F. Nanoengineering of Particle Surfaces // Adv Mater. – 2001. – 13. – P. 11–22. 
13. Casal J.I., Barderas R. Identification of cancer autoantigens in serum: toward diagnostic/prognostic testing?// Mol 

Diagn Ther. – 2010. – 14. – P. 149–54. 
14. Chapman C., Murray A., Chakrabarti J. et al. Autoantibodies in breast cancer: their use as an aid to early diagnosis 

// Ann Oncol. – 2007. – 18. – P. 868–73. 
15. Chapman C.J., Thorpe A.J., Murray A. et al. Immunobiomarkers in small cell lung cancer: potential early cancer 

signals // Clin Cancer Res. – 2011. – 17. – P. 1474–80. 
16. 16. Chattopadhyay P.K., Perfetto S.P., Yu J. et al. The use of quantum dot nanocrystals in multicolor flow 

cytometry // Wiley Interdiscip Rev Nanomed Nanobiotechnol. – 2010. – 2. – P. 334–48. 
17. Chattopadhyay P.K., Price D.A., Harper T.F. et al. Quantum dot semiconductor nanocrystals for 

immunophenotyping by polychromatic flow cytometry // Nat Med. – 2006. – 12. – P. 972–7. 
18. Chen C., Peng J., Xia H.S. et al. Quantum dots-based immunofluorescence technology for the quantitative 

determination of HER2 expression in breast cancer // Biomaterials. – 2009. – 30. – P. 2912–8. 
19. Chen H., Xue J., Zhang Y. et al. Comparison of quantum dots immunofluorescence histochemistry and 

conventional immunohistochemistry for the detection of caveolin-1 and PCNA in the lung cancer tissue microarray 
// J Mol Histol. – 2009. – 40. – P. 261–8. 

20. Cramer D.W., Bast R.C., Jr., Berg C.D. et al. Ovarian cancer biomarker performance in prostate, lung, colorectal, 
and ovarian cancer screening trial specimens // Cancer Prev Res (Phila). – 2011. – 4. – P. 365–74. 

21. Cristofanilli M., Budd G.T., Ellis M.J. et al. Circulating tumor cells, disease progression, and survival in metastatic 
breast cancer // N Engl J Med. – 2004. – 351. – P. 781–91. 

22. Delehanty J.B., Mattoussi H., Medintz I.L. Delivering quantum dots into cells: strategies, progress and remaining 
issues // Anal Bioanal Chem. – 2009. – 393. – P. 1091–105. 

23. Desmetz C., Cortijo C., Mange A. et al. Humoral response to cancer as a tool for biomarker discovery // J 
Proteomics. – 2009. – 72.– P. 982–8. 

24. Desmetz C., Maudelonde T., Mange A. et al. Identifying autoantibody signatures in cancer: a promising challenge // 
Expert Rev Proteomics. – 2009. – 6. – P. 377–86. 

25. Diamandis E.P., Fritsche H.A., Chan D.W. In: Tumor markers: Physiology, Pathobiology, Technology and Clinical 
Applications. AACC Press Inc, USA, 2002. 

26. Eastman P.S., Ruan W., Doctolero M. et al. Qdot nanobarcodes for multiplexed gene expression analysis // Nano 
Lett. – 2006. – 6. – P. 1059–64. 

27. Finn O.J. Immune response as a biomarker for cancer detection and a lot more // N Engl J Med. – 2005. – 353. – P. 
1288–90. 

28. Fulton R.J., McDade R.L., Smith P.L. et al. Advanced multiplexed analysis with the FlowMetrix system // Clin 
Chem. – 1997. – 43. – P. 1749–56. 

29. Gao Y., Stanford W.L., Chan W.C. Quantum-dot-encoded microbeads for multiplexed genetic detection of non-
amplified DNA samples // Small. – 2011. – 7. – P. 137–46. 

30. Gill R., Freeman R., Xu J.P. et al. Probing biocatalytic transformations with CdSe-ZnS QDs // J Am Chem Soc. – 
2006. – 128. – P. 15376–7. 

31. Goldman E.R., Medintz I.L., Whitley J.L. et al. A hybrid quantum dot-antibody fragment fluorescence resonance 
energy transfer-based TNT sensor // J Am Chem Soc. – 2005. – 127. – P. 6744–51. 

32. Han M., Gao X., Su J.Z. et al. Quantum-dot-tagged microbeads for multiplexed optical coding of biomolecules // 
Nat Biotechnol. – 2001. – 19. – P. 631–5. 

33. Hurley J.D., Engle L.J., Davis J.T. et al. A simple, bead-based approach for multi-SNP molecular haplotyping // 
Nucleic Acids Res. – 2004. – 32. – P. e186. 

34. Jacob F., Goldstein D.R., Bovin N.V. et al. Serum antiglycan antibody detection of nonmucinous ovarian cancers 
by using a printed glycan array // Int J Cancer. – 2012. – 130. – P. 138–46. 

35. Jares-Erijman E.A., Jovin T.M. FRET imaging // Nat Biotechnol. – 2003. – 21. – P. 1387–95. 



23  ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ НОВЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ В ИССЛЕДОВАНИИ…

36. Jia X.C., Raya R., Zhang L. et al. A novel method of Multiplexed Competitive Antibody Binning for the 
characterization of monoclonal antibodies // J Immunol Methods. – 2004. – 288. – P. 91–8. 

37. Jimenez L.G., Aguilar M.C., Monroy O.L. et al. Detection of autoantibodies to survivin in cervical mucus from 
patients with human papillomavirus-associated cervical cancer and precursor lesions // Autoimmunity. – 2007. – 
40. – P. 66–72. 

38. Joumaa N., Lansalot M., Theretz A. et al. Synthesis of quantum dot-tagged submicrometer polystyrene particles by 
miniemulsion polymerization // Langmuir. – 2006. – 22. – P. 1810–6. 

39. Kellar K.L., Douglass J.P. Multiplexed microsphere-based flow cytometric immunoassays for human cytokines // J 
Immunol Methods. – 2003. – 279. – P. 277–85. 

40. Kellar K.L., Iannone M.A. Multiplexed microsphere-based flow cytometric assays // Exp Hematol. – 2002. – 30. – 
P. 1227–37. 

41. Kim G.B., Kim Y.P. Analysis of protease activity using quantum dots and resonance energy transfer // Theranostics. 
– 2012. – 2. – P. 127–38. 

42. Kim S., Lim Y.T., Soltesz E.G. et al. Near-infrared fluorescent type II quantum dots for sentinel lymph node 
mapping // Nat Biotechnol. – 2004. – 22. – P. 93–7. 

43. Kingeter L.M., Schaefer B.C. Expanding the multicolor capabilities of basic confocal microscopes by employing 
red and near-infrared quantum dot conjugates // BMC Biotechnol. – 2009. – 9. – P. 49. 

44. Konig K. Multiphoton microscopy in life sciences // J Microsc. – 2000. – 200. – P. 83–104. 
45. Larson D.R., Zipfel W.R., Williams R.M. et al. Water-soluble quantum dots for multiphoton fluorescence imaging 

in vivo // Science. – 2003. – 300. – P. 1434–6. 
46. Lee J.S., Lo P.K., Fackler M.J. et al. A comparative study of Korean with Caucasian breast cancer reveals 

frequency of methylation in multiple genes correlates with breast cancer in young, ER, PR-negative breast cancer 
in Korean women // Cancer Biol Ther. – 2007. – 6. – P. 1114–20. 

47. Lukacs Z., Dietrich A., Ganschow R. et al. Simultaneous determination of HIV antibodies, hepatitis C antibodies, 
and hepatitis B antigens in dried blood spots a feasibility study using a multi-analyte immunoassay // Clin Chem 
Lab Med. – 2005. – 43 – P. 141–5. 

48. Medintz I.L., Clapp A.R., Mattoussi H. et al. Self-assembled nanoscale biosensors based on quantum dot FRET 
donors // Nat Mater. – 2003. – 2. – P. 630–8. 

49. Medintz I.L., Uyeda H.T., Goldman E.R. et al. Quantum dot bioconjugates for imaging, labelling and sensing // Nat 
Mater. – 2005. – 4. – P. 435–46. 

50. Michalet X., Pinaud F.F., Bentolila L.A. et al. Quantum dots for live cells, in vivo imaging, and diagnostics // 
Science. – 2005. – 307.– P. 538–44. 

51. Murphy C.J. Optical sensing with quantum dots // Anal Chem. – 2002. – 74. – P. 520A–526A. 
52. Ness J.M., Akhtar R.S., Latham C.B. et al. Combined tyramide signal amplification and quantum dots for sensitive 

and photostable immunofluorescence detection // J Histochem Cytochem. – 2003. – 51. – P. 981–7. 
53. Nolan J.P., Sklar L.A. Suspension array technology: evolution of the flat-array paradigm // Trends Biotechnol. – 

2002. – 20. – P. 9–12. 
54. Pantel K., Alix-Panabieres C. Circulating tumour cells in cancer patients: challenges and perspectives // Trends 

Mol Med. – 2010. – 16. – P. 398–406. 
55. Parungo C.P., Ohnishi S., Kim S.W. et al. Intraoperative identification of esophageal sentinel lymph nodes with 

near-infrared fluorescence imaging // J Thorac Cardiovasc Surg. – 2005. – 129. – P. 844–50. 
56. Perfetto S.P., Chattopadhyay P.K., Roederer M. Seventeen-colour flow cytometry: unravelling the immune system 

// Nat Rev Immunol. – 2004. – 4. – P. 648–55. 
57. Resch-Genger U., Grabolle M., Cavaliere-Jaricot S. et al. Quantum dots versus organic dyes as fluorescent labels 

// Nat Methods. – 2008. – 5. – P. 763–75. 
58. Resnick K.E., Alder H., Hagan J.P. et al. The detection of differentially expressed microRNAs from the serum of 

ovarian cancer patients using a novel real-time PCR platform // Gynecol Oncol. – 2009. – 112. – P. 55–9. 
59. Sheng W., Kim S., Lee J. et al. In-situ encapsulation of quantum dots into polymer microspheres // Langmuir. – 

2006. – 22. – P. 3782–90. 
60. Shi L., Rosenzweig N., Rosenzweig Z. Luminescent quantum dots fluorescence resonance energy transfer-based 

probes for enzymatic activity and enzyme inhibitors // Anal Chem. – 2007. – 79. – P. 208–14. 
61. So M.K., Xu C., Loening A.M. et al. Self-illuminating quantum dot conjugates for in vivo imaging // Nat 

Biotechnol. – 2006. – 24. – P. 339–43. 
62. Soltesz E.G., Kim S., Laurence R.G. et al. Intraoperative sentinel lymph node mapping of the lung using near-

infrared fluorescent quantum dots // Ann Thorac Surg. – 2005. – 79. – P. 269–77. 
63. Stsiapura V., Sukhanova A., Artemyev M. et al. Functionalized nanocrystal-tagged fluorescent polymer beads: synthesis, 

physicochemical characterization, and immunolabeling application // Anal Biochem. – 2004. – 334. – P. 257–65. 
64. Sukhanova A., Susha A.S., Bek A. et al. Nanocrystal-encoded fluorescent microbeads for proteomics: antibody 

profiling and diagnostics of autoimmune diseases // Nano Lett. – 2007. – 7. – P. 2322–7. 
65. Sun K., Wang Q., Huang X.H. et al. Establishment of multiplexed, microsphere-based flow cytometric assay for 

multiple human tumor markers // Acta Pharmacol Sin. – 2007. – 28. – P. 2011–8. 
66. Suzuki H., Graziano D.F., McKolanis J. et al. T cell-dependent antibody responses against aberrantly expressed 

cyclin B1 protein in patients with cancer and premalignant disease // Clin Cancer Res. – 2005. – 11. – P. 1521–6. 
67. Sweeney E., Ward T.H., Gray N. et al. Quantitative multiplexed quantum dot immunohistochemistry // Biochem 

Biophys Res Commun. – 2008. – 374. – P. 181–6. 
68. Tan E.M. Autoantibodies as reporters identifying aberrant cellular mechanisms in tumorigenesis // J Clin Invest. – 

2001. – 108. – P. 1411–5. 
69. Tan H.T., Low J., Lim S.G. et al. Serum autoantibodies as biomarkers for early cancer detection // FEBS J. – 2009. 

– 276. – P. 6880–904. 
70. Tkaczyk E.R., Zhong C.F., Ye J.Y. et al. In Vivo Monitoring of Multiple Circulating Cell Populations Using Two-

photon Flow Cytometry // Opt Commun. – 2008. – 281. – P. 888–94. 

№ 3/том 12/2013   РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 



 

№ 3/том 12/2013  РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

24 ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ НОВЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ В ИССЛЕДОВАНИИ…

71. Voura E.B., Jaiswal J.K., Mattoussi H. et al. Tracking metastatic tumor cell extravasation with quantum dot 
nanocrystals and fluorescence emission-scanning microscopy // Nat Med. – 2004. – 10. – P. 993–8. 

72. Waggoner A. Fluorescent labels for proteomics and genomics // Curr Opin Chem Biol. – 2006. – 10. – P. 62–6. 
73. Walling M.A., Novak J.A., Shepard J.R. Quantum dots for live cell and in vivo imaging // Int J Mol Sci. – 2009. – 

10. – P. 441–91. 
74. Whitehead G.S., Walker J.K., Berman K.G. et al. Allergen-induced airway disease is mouse strain dependent // Am 

J Physiol Lung Cell Mol Physiol. – 2003. – 285. – P. L32–42. 
75. Wilson R., Spiller D.G., Prior I.A. et al. A simple method for preparing spectrally encoded magnetic beads for 

multiplexed detection // ACS Nano. – 2007. – 1. – P. 487–93. 
76. Wu X., Liu H., Liu J. et al. Immunofluorescent labeling of cancer marker Her2 and other cellular targets with 

semiconductor quantum dots // Nat Biotechnol. – 2003. – 21. – P. 41–6. 
77. Xing Y., Smith A.M., Agrawal A. et al. Molecular profiling of single cancer cells and clinical tissue specimens with 

semiconductor quantum dots // Int J Nanomedicine. – 2006. – 1. – P. 473–81. 
78. Xu H., Sha M.Y., Wong E.Y. et al. Multiplexed SNP genotyping using the Qbead system: a quantum dot-encoded 

microsphere-based assay // Nucleic Acids Res. – 2003. – 31. – P. e43. 
79. Yan X., Zhong W., Tang A. et al. Multiplexed flow cytometric immunoassay for influenza virus detection and 

differentiation // Anal Chem. – 2005. – 77. – P. 7673–8. 
80. Yao H., Zhang Y., Xiao F. et al. Quantum dot/bioluminescence resonance energy transfer based highly sensitive 

detection of proteases // Angew Chem Int Ed Engl. – 2007. – 46. – P. 4346–9. 
81. Zhang J., Campbell R.E., Ting A.Y. et al. Creating new fluorescent probes for cell biology // Nat Rev Mol Cell 

Biol. – 2002. – 3. – P. 906–18. 
82. Zinkernagel R.M. What is missing in immunology to understand immunity? // Nat Immunol. – 2000. – 1. – P. 181–5. 
83. Zipfel W.R., Williams R.M., Webb W.W. Nonlinear magic: multiphoton microscopy in the biosciences // Nat 

Biotechnol. – 2003. – 21. – P. 1369–77. 
 

 
СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

 
 
 
anti-Scl-70  – анти-топоизомераза  
anti Smith antigen  – анти-Sm-антиген  
 
 
BRET   – биолюминисцентно резонансный перенос энергии  
CMV   – Cytomegalovirus 
CLSM   – конфокальная лазерная сканирующая микроскопия  
EBV   – Epstein–Barr virus 
FRET   – Förster resonance energy transfer (Ферстеровский резонансный перенос энергии) 
FFPE   – formalin fixed, paraffin wax embedded 
PCNA   – Proliferating Cell Nuclear Antigen 
SNP   – Single nucleotide polymorphism (одиночные нуклеотидные полиморфизмы) 
HIV Nef   – Human Immunodeficiency Virus Negative regulatory factor 
HIV Gag   – Human Immunodeficiency Virus Group-specific antigen  
nRNP   – анти-нуклеарный рибонуклеопротеин  
MBP   – мальтоза-связывающий белок  
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Резюме 
 
2,6 % всех злокачественных образований у взрослых составляет рак почек, который находится на седь-

мом месте среди мужчин и на двенадцатом среди женщин. Двухсторонний рак почек составляет около 5 % ото 
всех случаев рака почки. Наиболее распространенным двухсторонний рак почки считается при синдроме фон 
Хиппель-Линдау и других семейных формах рака почки.  

 
Ключевые слова: рак почки, двухсторонний рак почек, первично-множественные злокачественные но-

вообразования. 
 
 

M.I. Komarov, I.V. Poddubnaya 
BILATERAL RENAL CELL CANCER ETIOLOGY AND PATHOGENESIS 
FBSI «N.N. Blokhin RCRC» RAMS, Moscow 

 
Abstract  
 
Renal cell cancer takes 2,6 % of all malignance neoplasms of adults and on prevalence is on the seventh place 

among men and on the twelfth among women. The bilateral renal cell cancer makes about 5% from all cases of kidney 
cancer. The bilateral kidney cancer is considered the most widespread at von Hippel-Lindau's syndrome and other fam-
ily forms of a kidney cancer. 

 
Key words: cancer of the kidney, bilateral renal cancer, multiple primary cancer. 

 
Эпидемиология рака почки, смертность 
Одной из основных проблем онкоурологии 

являются злокачественные опухоли почек. Рак 
почек составляет 2,6% всех злокачественных об-
разований у взрослых и по распространенности 
находится на седьмом месте среди мужчин и на 
двенадцатом среди женщин. В 2012 году в США 
были выявлены 65000 новых случаев рака почки, 
смертность составила 13,500 [19]. На долю почеч-
ноклеточного рака приходится 85% всех злокаче-
ственных новообразований почки [28]. Заболевае-
мость в странах Европы колеблется от 4,4 до 11,1 
на 100 000 населения.  

Риск развития рака почки существенно воз-
растает, начиная с возраста 40 лет, и достигает сво-
его пика к 70 годам, причем мужчины заболевают в 
3 раза чаще, чем женщины и имеют более низкий 
процент выживаемости [3; 6; 15; 61].  

В 2010 году в России зарегистрировано 
18723 новых больных раком почки. По сравнению с 
2005 г. прирост абсолютного числа заболевших 
составил 17,2% у мужчин и 21,3% у женщин. В 
структуре смертности рак почки среди мужчин со-
ставляет 3,4 %, среди женщин – 2,4 % [2].  

Несмотря на успехи развития лучевых мето-
дов диагностики, позволившие повысить выявляе-
мость рака почки на ранних стадиях в качестве 
случайной находки в рамках рутинного исследова-
ния и приведшие к увеличению 5-летней выживае-
мости пациентов, с 1980 г. наблюдается рост выяв-
ляемости заболевания на поздних стадиях, что не-
которые авторы связывают с изменением влияния 
окружающей среды, включающем алиментарный 
фактор, курение и воздействие различных канцеро-
генов [14; 42; 50; 52]. 

 
Распространенность двухстороннего рака почек  
В мировой литературе представлено множе-

ство работ, в которых доказан риск развития контра-
латерального поражения парных органов: глаз, мо-
лочных желез, яичек, однако мало изученными яв-
ляются двусторонние онкологические процессы в 
яичниках, легких, и почках [4; 5]. Двухсторонний 
рак почек разделяют на синхронный (выявляемый 
одновременно) и метахронный (выявляемый в про-
тивоположной почке через 6 и более месяцев). Раз-
личают наследственный (светлоклеточный почечно-
клеточный рак; рак почки при синдроме фон Хип-
пель-Линдау; наследственная папиллярная карцино-
ма почки) и ненаследственный (спорадический) 
двухсторонний рак почек. Среди случаев спорадиче-
ского рака почки от 2 % до 4 % включают развитие 
двухстороннего поражения. В урологической клини-
ке ММА им. И.М. Сеченова в период с 1973 по 2006 
гг., наблюдались 1430 пациентов с новообразова-
ниями почек, двухсторонние опухоли обнаружены у 
8,2 % , при этом у 5,7 % пациентов диагностирован 
двухсторонний рак почек [1]. По данным Glen W. и 
соавт. (2011) двухсторонний рак почек составляет 5 
% всех случаев рака почки [21]. Среди 81 больного 
двухсторонним раком почек синхронный процесс 
имел место у 51 (62,96 %), что составило 3,6 % об-
щего числа больных опухолью почки (34 мужчины и 
17 женщин) [1]. У больных двухсторонним раком 
почек преобладает мультифокальный характер по-
ражения. Так, по данным Klatte T. и соавт. (2007) у 
54 % больных были выявлены 2 и более очагов опу-
холевого роста в почках [32]. С другой стороны, в 
работе Wunderlich H. et al. (1999) показано, что у 90 
% пациентов с мультифокальным раком почек отме-
чается двухстороннее поражение [70].  
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В крупном популяционном эпидемиологиче-
ском исследовании, проведенном Wiklund F. и со-
авт. (2009) было показано, что вероятность диагно-
стирования двустороннего метахронного рака по-
чек значительно выше в случае выявления онколо-
гического процесса в одной почке в раннем возрас-
те, и эта вероятность значительно увеличивается с 
течением времени наблюдения [69].  

 
Этиология рака почки  
Традиционно считается, что источником для 

развития рака почки являются клетки проксималь-
ных извитых канальцев, и это подтверждено для 
подавляющего большинства светлоклеточных и 
папиллярных вариантов опухоли.  

Однако в последнее время в мировой литера-
туре появились исследования, в которых содержат-
ся данные о происхождении хромофобных опухо-
лей, а также почечноклеточного рака собиратель-
ных трубочек из более дистально расположенных 
компонентов нефрона [49; 51; 62]. Общепризнан-
ным фактором риска развития рака почки является 
употребление табака, что характеризуется величи-
нами относительного риска от 1,4 до 2,5.  

При этом нарастание риска отмечается с 
увеличением кумулятивной дозы никотина, либо 
стажа курения [18; 36]. Для женщин курение, как 
фактор риска развития рака почки, имеет меньшее 
значение, чем для мужчин [43]. Другими фактора-
ми риска развития рака почки являются ожирение, 
артериальная гипертензия, использование диурети-
ческих препаратов, терминальная стадия ХПН, са-
харный диабет [41].  

Хотя на животных моделях были показаны 
многочисленные потенциальные этиологические 
факторы развития рака почки (вирусы, тяжелые 
металлы, химические вещества, в частности, арома-
тические соединения), статистически доказанного 
фактора на пациентах получено не было [9; 30]. 
Наиболее популярными были исследования воз-
можной роли воздействия трихлорэтилена, и в от-
дельных работах был показан прирост относитель-
ного риска развития рака почки от 2,0 до 6,0 [12; 
22; 27; 40; 44; 66].  

Brauch H. и соавт. (1999) в своей работе 
пришли к выводу о накоплении мутаций в гене фон 
Хиппель-Линдау (VHL) в исследуемой популяции, 
в которой выше была частота контактов с трихло-
рэтиленом [11].  

Некоторое повышение относительного риска 
развития почечноклеточного рака отмечено у ра-
ботников металлургических предприятий, произ-
водств с обработкой изделий из резины, химиче-
ской промышленности, печатных производств, а 
также при контакте с асбестом и кадмием [18; 33; 
36; 45; 55].  

В одной работе содержатся данные об уве-
личении риска развития почечноклеточного рака в 
13,1 раз у работников предприятий, связанных с 
производством витаминов А и Е [56].  

 
Патогенез рака почки  
и двухстороннего рака почек  
С начала 1990-х гг. в мировой литературе 

стали появляться работы, в которых исследовались 
молекулярно-генетические аспекты патогенеза рака 
почки. Были открыты генетические синдромы, ас-
социированные с развитием как семейных, так и 
спорадических форм рака почки, выделены соот-
ветствующие онкогены и гены опухолевой супрес-
сии (табл.). 

Таблиц а  
Формы семейного рака почки 

Синдром Генотип 

Фон Хиппель-Линдау Ген VHL 
(хромосома 3р25-26) 

Наследственный 
папиллярный ПКР 

c-met протоонкоген 
(хромосома 7q34) 

Семейный лейомио-
матоз с ПКР 

Фумарат-гидратаза 
(хромосома 1q42-43) 

Бирт-Хогг-Дьюба Ген BHD1 
(хромосома 17p12) 

Туберозный склероз TSC1, TSC2 
РП, ассоциированный 

с SDHB SDHB 

 
В 1972 г. было выдвинуто предположение, 

что семейные формы рака почки со свойственным 
им мультифокальным ростом развиваются в связи с 
распространенностью мутаций в одном аллеле гена, 
тогда как спорадические формы возникают при 
мутациях, поражающих оба аллеля одного гена, что 
может произойти в течение жизни (чем обуславли-
вается возраст, в котором заболеваемость раком 
почки наиболее высока) в отдельной взятой клетке 
почечной ткани (что определяет, как правило, мо-
нофокальный характер процесса) со сравнительно 
небольшой вероятностью. Это утверждение впо-
следствии было подтверждено в работах многих 
авторов [11; 16; 37; 53; 54; 73]. 

Наиболее распространенным двухсторонний 
рак почки считается при синдроме фон Хиппель-
Линдау и других семейных формах рака почки. 
Синдром фон Хиппель-Линдау – это относительно 
редко встречаемое аутосомно-доминантное генети-
ческое заболевание, распространенность которого в 
популяции составляет 1 на 36 000 населения. Ос-
новными проявлениями болезни фон Хиппель-
Линдау являются развитие почечно-клеточных 
карцином, феохромацитом, ангиом почек, а также 
гемангиобластом ствола мозга, мозжечка и спинно-
го мозга [24; 26; 29; 34; 39; 46]. Особенностью опу-
холей при данном заболевании является тенденция 
к высокой степени васкуляризации, что обуславли-
вает агрессивность течения процесса. Почечно-
клеточный рак встречается у 50 % пациентов с бо-
лезнью фон Хиппель-Линдау, при этом наиболее 
частым является его дебют в возрасте 20–50 лет, а 
также двухсторонний и/или мультифокальный ха-
рактер [24; 26; 29; 34; 39; 46]. В связи с совершен-
ствованием методов лечения опухолей центральной 
нервной системы, ассоциированных с болезнью 
фон Хиппель-Линдау, на данный момент основной 
причиной смерти таких больных является прогрес-
сирование почечно-клеточного рака [39; 46].  

Патогенез синдрома фон Хиппель-Линдау 
включает мутацию (инактивацию) гена VHL, про-
дуктом которого является белок, связывающийся с 
гипоксия-индуцированным фактором роста-1 (HIF-
1) и последующее убиквитинилирование образо-
вавшегося комплекса, за счет чего в клетках под-
держивается адекватный уровень HIF-1. При по-
вреждении гена VHL убиквитинилирование HIF-1 
не происходит, и он начинает накапливаться в 
клетках, активируя экспрессию VEGF – эндотели-
ального сосудистого фактора роста (VEGF – основ-
ной фактор опухолевой прогрессии ПКР), перенос-
чика глюкозы Glut1 и тромбоцитарного фактора 
роста (PDGF). Соответственно, при этом стимули-
руются процессы ангиогенеза, насыщения цито-
плазмы глюкозой и выработки аутокринных факто-
ров роста [23; 38; 65; 68; 72]. При синдроме наслед-
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ственной папиллярной карциномы почки высок 
риск развития двухстороннего папиллярного рака 
почки типа 1. Причиной этого синдрома является 
мутация в протоонкогене с-met [58; 59; 72]. 

Пациенты с синдромом Бирт-Хогг-Дьюба 
имеют предрасположенность к возникновению 
двухстороннего мультифокального хромофобного 
рака почек. Наряду с этим могут развиваться доб-
рокачественные опухоли кожи, фиброфолликуло-
мы, а также часто встречаются легочные кисты и 
рецидивирующий пневмоторакс. В этиологии син-
дрома Бирт-Хогг-Дьюба лежит мутация гена BHD 
[10; 31; 48; 60; 72]. 

Для опухолей почек, ассоциированных с бо-
лезнью фон Хиппель-Линдау, синдромом Бирт-
Хогг-Дьюба, а также для наследственных папил-
лярных карцином рекомендована тактика наблюде-
ния при обнаружении образований размером менее 
3 см [53]. При туберозном склерозе, наряду с ан-
гиомиолипомами, светклоклеточными карцинома-
ми и онкоцитомами почек встречаются также по-
ражения кожи, гамартомы центральной нервной 
системы и легочные кисты. Более редкими являют-
ся хромофобные и папиллярные опухоли почек [13; 
17]. Другим генетическим синдромом, для которого 
характерно двухстороннее опухолевое поражение 
почек является семейный лейомиоматоз. В основе 
патогенеза лейомиоматоза лежит дефект фермента 
фумарат гидратазы. Морфологически эти опухоли 
отличаются от опухолей, описанных при вышена-
званных генетических синдромах, и представляют 
собой папиллярные карциномы типа 2 или опухо-
ли, происходящие из эпителия собирательных тру-
бочек. Особенностью данного злокачественного 
процесса является тенденция к массивному лимфо-
генному и гематогенному метастазированию при 
размерах первичной опухоли менее 1 см. [20; 25; 
35; 44; 63; 64]. При синдроме семейной феохрома-
цитомы/параганглиомы (PGL – синдром), связан-
ном с дефектом еще одного фермента цикла Кребса 
– сукцинат дегидрогеназы, также часто встречают-
ся различные морфологические варианты двухсто-
роннего мультифокального рака почек [7; 8; 47; 57; 
67]. Эти данные подчеркивают необходимость по-
нимания генетического базиса, лежащего в основе  

двухстороннего рака почек, так как различные ге-
нетические варианты могут оказывать значитель-
ное влияние на тактику лечения и прогноз [37]. В 
то же время можно отметить, что при двухсторон-
нем процессе могут присутствовать клетки различ-
ной степени дифференцировки, которая, очевидно, 
не полностью детерминируется генетическими 
факторами. При анализе морфологической струк-
туры двухстороннего синхронного и асинхронного 
рака почек у больных может быть выявлен иден-
тичный гистологический тип опухоли, развиваю-
щийся при мутациях определенных типов. С дру-
гой стороны, если исходить из обратного и допус-
тить метастатическую природу опухоли в одной из 
почек, было бы логичным предполагать наличие 
отдаленных метастазов и другой локализации, ко-
торые наблюдаются у этих больных достаточно 
редко, в основном – при генерализации процесса.  

Таким образом, на основании данных мировой 
литературы, двухсторонний РП (синхронный и мета-
хронный) является генетически детерминированным 
первично билатеральным опухолевым процессом, 
который может манифестировать либо одномоментно 
(синхронно), либо через определенный (нередко зна-
чительный) временной промежуток (метахронно). По 
данным Ю.А. Аляева и З.Г. Григоряна (2008), в по-
давляющем большинстве наблюдений (за исключени-
ем редких случаев генерализации процесса) опухоли в 
обеих почках являются самостоятельными (немета-
статическими) образованиями, в отношении которых 
непременно должно применяться раздельное стади-
рование опухолевого процесса по классификации 
TNM [2]. При этом, при наличии отдаленных метаста-
зов символ М1 должен фигурировать при стадирова-
нии обеих опухолей.  

 
Заключение 
 
Суммируя вышесказанное, следует подчерк-

нуть актуальность проблемы, которой посвящено 
данное исследование. Изучение этиопатогенетиче-
ских факторов позволит оптимизировать диагно-
стическую и лечебную тактику при двухстороннем 
раке почек, что в настоящее время является одним 
из важных вопросов онкоурологии.  
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Резюме 
 
В работе было исследовано влияние экзогенного инсулиноподобного фактора роста 1 типа на выживае-

мость и рост трех линий клеток множественной миеломы человека: RPMI1640, RPMI8226 и IM9. В указанных 
линиях клеток также была исследована роль IGF-1 в регуляции экспрессии мРНК генов, участвующих в апоп-
тозе. Данные, полученные методом МТТ-теста, подсчета и исследования кривых выживаемости клеток показа-
ли, что IGF-1 усиливает выживаемость и рост клеток RPMI1640 и IM-9, и не влияет на выживаемость и рост 
клеток RPMI8226. В ходе исследований, с использованием метода полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией, было установлено, что экспрессия мРНК генов: Bcl-2, Mcl-1 и HIAP-1 является IGF-1/IGF-1R 
зависимой, в то время как экспрессия мРНК генов Bcl-xL, HIAP-2, NAIP, CycB1, CycD1 не зависит от активации 
IGF-1/IGF-1R сигнального пути.  

 
Ключевые слова: инсулиноподобный фактор роста 1-го типа (IGF-1), выживаемость, экспрессия мРНК, 

множественная миелома. 
 
 

S.S. Shushanov, T.A. Kravcova, U.B. Chernych 
EFFECT OF INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR TYPE-1 (IGF-1)  
ON MULTIPLE MYELOMA CELL SURVIVAL  
FSBI «N.N. Blokhin RCRC» RAMS, Moscow 

 
Abstract 
 
In this paper investigated the effect of exogenous insulin-like growth factor type -1 on the survival and growth of 

three cell lines of human multiple myeloma (MM): RPMI1640, RPMI8226 and IM9. In these cell lines was also 
investigated the role of IGF-1 in the regulation of mRNA expression of genes involved in apoptosis. The data obtained 
by the MTT-test, counting and cell survival curves studies have shown that IGF-1 enhances the survival and growth of 
RPMI1640 and IM-9 cells, and has no effect on the survival and growth of RPMI8226 cells. It was found, using RT-
PCR, that the mRNA expression of genes: Bcl-2, Mcl-1 and HIAP-1 is IGF-1/IGF-1R dependent, while the mRNA 
expression of Bcl-xL , HIAP-2, NAIP, CycB1, CycD1 independent of IGF-1/IGF-1R activation pathway. 

 
Key words: multiple myeloma, insulin-like growth factor type-1 (IGF-1), survival, mRNA expression. 
 
Введение 
 
Множественная миелома – злокачественное 

лимфопролиферативное заболевание, характери-
зующееся инфильтрацией костного мозга плазма-
тическими клетками, наличием моноклонального 
иммуноглобулина в сыворотке крови и/или моче и 
остеолитическими поражениями костей [1]. В соот-
ветствии с классификацией ВОЗ ММ относится к 
периферическим В-клеточным лимфоидным опу-
холям [14]. ММ составляет 1% от всех онкологиче-
ских заболеваний и 13% от всех гемобластозов (не-
опластических заболеваний кроветворной и лимфа-
тической ткани) [23]. Причины развития ММ у че-
ловека остаются неясными. Одним из злокачест-
венных свойств клеток ММ является их способ-
ность мигрировать и локализоваться в костном 
мозге [1; 2]. В микроокружении костного мозга 
клетки ММ взаимодействуют с клетками стромы 

костного мозга и активирует в них транскрипцию и 
секрецию различных цитокинов и факторов роста: 
IL-6 (интерлейкин-6), VEGF (фактор роста эндоте-
лия сосудов), TNFα (фактор некроза опухоли аль-
фа), TGFβ (трансформирующий фактор роста бета), 
SDF-1α (фактор стромальных клеток 1α), IGF-1 
(инсулиноподобный фактор роста 1 типа) и другие 
цитокины и факторы роста [12; 30]. Воздействие 
этих факторов на миеломные клетки может придать 
им более агрессивные свойства – усилить пролифе-
рацию, выживаемость, миграцию, а также может 
активировать механизмы возникновения лекарст-
венной устойчивости и активировать разрушения 
кости. Поэтому исследование роли цитокинов и 
факторов роста в злокачественной прогрессии ММ 
является на сегодня одним из актуальных направ-
лений в экспериментальной онкологии и этому по-
священо немало работ. Среди публикаций имеется 
работа, в которой исследовалось влияние на выжи-
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ваемость СD45+ и CD45- миеломных клеток комбина-
ции нескольких факторов роста: IL-6, IGF-1, HGF 
(фактор роста гепатоцитов), HB-EGF (эпидермаль-
ный фактор роста, связывающий гепарин), APRIL 
(лиганд, индуцирующий пролиферацию). В этой 
работе было показано, что одним из важных факто-
ров выживания для клеток ММ является IGF-1 [30].  

IGF-1 оказывает свой биологический эффект 
через связывание и активацию его рецептора IGF-
1R, который является рецепторной тирозин киназой, 
гетеротетрамером, состоящим из двух внеклеточных 
α-субъединиц, связывающихся с IGF-1, и двух внут-
риклеточных β-субъединиц, содержащих тирозин 
киназный домен. Связывание IGF-1 с IGF-1R приво-
дит к активации внутренней тирозин киназы IGF-1R 
и последующему аутофосфорилированию тирозинов 
внутриклеточной β-субъединицы, включая около-
мембранный тирозин в положении 950 [25]. Этот 
тирозин служит сайтом связывания для субстратов 
IGF-1R, которые после связывания и последующего 
фосфорилирования, инициируют передачу сигналов 
от IGF-1R внутрь клетки посредством активирова-
ния целого ряда нижележащих эффекторов [11]. Ус-
тановлено, что в микроокружении костного мозга 
клетки ММ при взаимодействии с эндотелием кро-
веносных сосудов экспрессируют на своей поверх-
ности IGF-1R [19].  

Увеличение количества IGF-1R на поверхно-
сти клеток ММ приводит к большему числу IGF-
1/IGF-1R взаимодействий и последующей актива-
ции нижележащих сигнальных путей в клетке, ко-
торые могут усилить злокачественные свойства 
миеломных клеток – пролиферацию, миграцию, 
выживаемость. 

Известно, что в злокачественной прогрессии 
миеломных клеток участвуют гены семейства Bcl-2 
и гены семейства ингибиторов апоптоза IAP. Пока-
зано, что высокий уровень экспрессии некоторых 
генов из этих семейств ассоциируется с малигнизи-
рованным фенотипом миеломных клеток [29], с их 
лекарственной устойчивостью к доксорубицину, 
дексаметазону и этопозиду [10; 33; 34], а также с 
увеличением их выживаемости [4]. Исследования 
показали, что в регуляции экспрессии генов семей-
ства Bcl-2 и IAP может участвовать IGF-1/IGF-1R-
опосредуемый сигнальный путь. Однако имеющие-
ся в литературе данные являются противоречивы-
ми, и исследования в этом направлении в настоя-
щем продолжаются. 

В своей работе мы исследовали роль экзо-
генного IGF-1 в выживании трех линий клеток ММ 
человека: RPMI1640, RPMI8226 и IM9, а также ис-
следовали роль IGF-1/IGF-1R-опосредуемой регу-
ляции экспрессии мРНК генов, участвующих в 
апоптозе: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1,HIAP-1, HIAP-2, sur-
vivin, NAIP. 

 
Материалы и методы 
 
Линии клеток множественной миеломы 
В работе использованы три типа суспензи-

онных линий клеток множественной миеломы че-
ловека, экспрессирующих на своей поверхности 
указанные в скобках маркеры дифференцировки: 
RPMI1640 (CD138+, CD38+, CD45-, CD56±, CD19-), 
RPMI8226 (CD138+, CD38+, CD45-, CD56±, CD19-), IM9 
(CD138+, CD38-, CD45+, CD56-, CD19+) [16]. Происхож-
дение указанных линий клеток: человек, костный 
мозг, миелома. Способ культивирования: суспензи-
онный в среде RPMI-1640 с 10%-ной ТЭС при 37 
°C, 5% CO2.  

Оценка выживаемости клеток ММ  
колориметрическим методом (МТТ) 
Метод основан на способности митохондри-

альных дегидрогеназ живых клеток превращать 
«желтый» МТТ 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенилтетразолия бромид в «синий» формазан. 
Клетки засевали в 96-луночные планешты по 2 × 104 

клеток на лунку в 150 мкл среды без сыворотки и без 
IGF-1 (контроль) или без сыворотки, но содержащей 
IGF-1 в концентрации 20 нг/мл. На каждую линию 
клеток для эксперимента в присутствии IGF-1 и от-
сутствии (контроль) использовали не менее трех 
лунок. Эксперимент повторялся не менее трех раз. 
Далее, клетки инкубировали в течение 72 ч в атмо-
сфере с 5% СО2. Через 72 ч в лунки 3-(4,5-
диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид 
в объеме 25 мкл на 2–3 ч (срок инкубации зависит от 
метаболической активности митохондрий исполь-
зуемых клеток). Исходная концентрация вещества 5 
мг/мл. Удаляли среду и добавляли 60 мкл диметил-
сульфоксида (ДМСО) на лунку. Для гомогенного 
распределения красителя качали на шейкере в тече-
ние 3 мин при 300 об/ мин. Анализ проводили на 
цитофотометре «Унискан» (Фирма «Пикон», Россия) 
при фильтре 595 нм. Жизнеспособность клеток при 
действии IGF-1 оценивалась сопоставлением опти-
ческой плотности в экспериментальных лунках с 
оптической плотностью в контрольных лунках. На 
основании полученных при сканировании данных 
строились графики, с учетом отклонения от средних 
значений. Для исследования влияния IGF-1 на вы-
живаемость клеток ММ ставили не менее трех неза-
висимых экспериментов. 

 
Подсчет клеток 
Мы исследовали влияние IGF-1 на выживае-

мость клеток ММ человека: RPMI1640, RPMI8226, 
IM9 методом подсчета. В эксперименте указанные 
клетки были посажены в количестве 1,5×106 клеток 
на чашку и культивировались в среде без сыворот-
ки в течение 72 ч в присутствии и отсутствии IGF-1 
в концентрации 20 нг/мл (также как и в случае ис-
пользования МТТ-метода). Через 72 ч подсчитыва-
ли среднее количество клеток (из трех чашек на 
культуру) каждой культуры и сравнивали получен-
ные результаты.  

 
Исследования кривой выживаемости 
Мы исследовали влияние фактора роста IGF-

1 на кривую выживаемости культур клеток 
RPMI1640, RPMI8226, IM9. Клетки указанных 
культур были посажены в количестве 7×104 клеток 
на лунку в 1мл среды без сыворотки в присутствии 
и отсутствии IGF-1 в концентрации 20 нг/мл, и их 
количество подсчитывали через каждые 24 ч в те-
чение 96 ч. Затем по полученным после подсчета 
средним (из 6 лунок на культуру) результатам 
строили кривые выживаемости. 

 
Выделение РНК из клеток ММ  
и полимеразная цепная реакция  
с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) 
Для исследования экспрессии генов к осадку 

клеток добавляли 1 мл тризола (Trizol, “Sigma”, 
США). Процедуру выделения РНК проводили со-
гласно стандартному протоколу. Электрофорез вы-
деленной РНК проводили в 1 %-ном агарозном геле 
при напряжении 100 В в течение 30–40 мин. Каче-
ство выделенной РНК оценивали по наличию полос 
рибосомальной РНК. Концентрацию РНК опреде-
ляли по оптическому поглощению при λ 260 нм. 

http://www.htcl.cytspb.rssi.ru/lymphoid/RPMI%208226.html
http://www.htcl.cytspb.rssi.ru/lymphoid/IM-9.html
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Экспрессию мРНК исследуемых генов определяли 
полуколичественным методом ОТ-ПЦР. Реакцион-
ная смесь для синтеза кДНК содержала 2 мкг то-
тальной клеточной РНК, 4 мкл «случайных» прай-
меров (гексануклеотиды) (фирма «Литех», Россия), 1 
мкл 25мМ смеси dNTP («MBI Fermentas», Литва), 2–
4 ед. ингибитора РНКаз («MBI Fermentas»), 100 ед. 
обратной транскриптазы M-MuLV («MBI Fermen-
tas»). Объем смеси составлял 25 мкл. Синтез кДНК с 
матрицы РНК проводили на амплификаторе «Тер-
цик» («ДНК-технология», Россия) со следующими 
параметрами: обратная транскрипция – 42 °С, 50 
мин; денатурация – 94 °С, 5 сек. Для наработки про-
дуктов ПЦР составляли реакционную смесь, содер-
жащую: 1 мкл раствора кДНК; 20 пкмоль каждого из 
праймеров; 1 мкл 25мМ смеси dNTP («MBI 
Fermentas»); 2,5 мкл 10-кратного буфера с (NH4)2SO4 
(«MBI Fermentas»), 25 мМ MgCl2; 1 ед. Taq-ДНК 
полимеразы; Н2О до конечного объема 25 мкл; ми-
нерального масла – 30 мкл. Нуклеотидные последо-
вательности использованных специфических прай-
меров приведены в табл. Реакцию амплификации 
проводили на амплификаторе «Терцик» по следую-
щей схеме: денатурация – 94 °С, 10 сек; аннилинг – 
Tm, 10 сек; синтез – 72 °С, 20 сек значения темпера-
туры Tm и количество циклов ПЦР для каждого из 
генов приведены в таблице. В качестве внутреннего 
контроля для оценки количества взятой в реакцию 
РНК определяли экспрессию GAPDH. Продукты 
реакции ОТ-ПЦР анализировали с помощью элек-
трофореза в 2 %-ном агарозном геле с добавлением 
0,5 мкг/мл бромистого этидия. Размеры фрагментов 
оценивали в соответствии с расположением полос 
маркерной ДНК, гель фотографировали при ультра-
фиолетовом возбуждении с помощью цифровой ка-
меры «Samsung CCTV LENZ». 

 
Статистическая обработка данных 
Статистическая обработка полученных дан-

ных была выполнена с помощью компьютерной 
программы GraphPad Prizm 5, 2008 год. Достовер-
ность различий определялась с использованием не-
параметрического статистического критерия t-тest, 
различия считались достоверными при р < 0,05. 

 
Результаты 
 
Исследование экспрессии мРНК генов  
системы IGF/инсулин (IGF-1A, IGF-1B,  
IGF-2, IGF-1R, IR-A, IR-B)  
в трех линиях клеток ММ человека  
IGF-1 и его рецептор IGF-1R принадлежат 

системе IGF/инсулин, которая также включает: ин-
сулин, инсулиноподобный фактор роста IGF-2, 
шесть типов IGF-связывающих и регулирующих 
белков (IGFBP) и их протеаз, а также различные 
изоформы и комбинации их общих рецепторов: 
IGF-1R, IR-A, IR-B (А и В изоформы рецептора 
инсулина), IGF-1R/IR-A, IGF-1R/IR-B (гибридные 
рецепторы). Активация перечисленных рецепторов 
опосредует сигналы, играющие различные роли в 
физиологии клетки, такие как: развитие, рост, диф-
ференцировка, регуляция метаболизма, подвиж-
ность, опухолеродность чувствительность к апоп-
тозу, ангиогенез, экспрессия молекул адгезии [2]. 
IGF-1 может связываться и активировать рецептор 
IR-A [18; 24], а также гибридный рецептор IGF-
1R/IR-A [13; 14]. Со всеми указанными рецептора-
ми: IR-A, IR-B и IGF-1R также может связывается 
IGF-2 [9; 37], который является высоко гомологич-
ным IGF-1 [38]. В литературе описаны две изофор-

мы мРНК IGF-1 (IGF-1A и IGF-1B), которые обра-
зуются в результате альтернативного сплайсинга, 
при этом обе они сохраняют нуклеотидные после-
довательности, кодирующие полноразмерный пеп-
тид IGF-1, а С-концевые нуклеотидные последова-
тельности этих двух изоформ кодируют два раз-
личных пептида, EA и EB. Функциональные значе-
ния изоформ мРНК IGF-1A и IGF-1B до конца не-
известны и в настоящее время исследуются.  

Установлено, что про-IGF-1А пептид выде-
ляется из клетки в межклеточное пространство, а 
про-IGF-1B пептид является активной внутрикле-
точной изоформой и обнаруживается в ядре клетки 
и, по-видимому, имеет регуляторную функцию 
[35]. Предполагается, что количественное соотно-
шение этих изоформ может являться одним из фак-
торов, определяющих дальнейшую судьбу клетки, 
т.е. в случае преобладания одной изоформы клетка 
будет пролиферировать, а другой – дифференциро-
ваться [6].  

В первой части исследования мы охаракте-
ризовали экспрессию мРНК генов системы 
IGF/инсулин: IGF-1A, IGF-1B, IGF-2, IGF-1R, IR-A, 
IR-B – в трех линиях культур клеток ММ человека, 
RPMI1640, RPMI8226, IM-9 (рис. 1). 

Экспрессия двух изоформ мРНК IGF-1A и 
IGF-1B выявлялась во всех трех линиях клеток 
ММ. Причем, в линиях клеток RPMI8226 и IM9 
экспрессия мРНК этих изоформ была примерно 
одинаковой и выраженной, а в линии клеток 
RPMI1640 – очень слабой (рис. 1).  

На сегодня в литературе нет работ, посвя-
щенных исследованию двух изоформ мРНК IGF-1 в 
миеломных клетках. Недавно в аспиратах костного 
мозга, полученных от больных ММ, нами была ис-
следована экспрессия изоформ мРНК IGF-1A и 
IGF-1B. 

 Экспрессии изоформ мРНК IGF-1A и IGF-
1B были выявлены у 63 % больных ММ. При срав-
нении случаев, когда обе эти изоформы присутст-
вовали или отсутствовали в одних и тех же образ-
цах, оказалось, что у 80 % больных изоформы 
мРНК IGF-1A и IGF-1B, как правило, коэкспресси-
руются [3]. Таким образом, коэкспрессия in vivo и 
in vitro двух изоформ мРНК IGF-1 является харак-
терной особенностью миеломных клеток.  

Экспрессия мРНК гена IGF-2 была выра-
женной только в линии клеток RPMI8226, а в двух 
других линиях клеток – RPMI1640 и IM9 – ее экс-
прессия была чрезвычайно слабой, практически на 
уровне чувствительности, используемом для опре-
деления количества мРНК методом ОТ-ПЦР. Экс-
прессия мРНК IGF-1R была выраженной во всех 
трех линиях клеток ММ.  

Уровень экспрессии мРНК IR-A был высо-
ким в линиях клеток RPMI1640 и RPMI8226, а в 
линии клеток IM9 – слабым. мРНК IR-B не выявля-
лась ни в одной из трех линий клеток ММ. Таким 
образом, во всех трех линиях клеток ММ была вы-
явлена экспрессия мРНК только А-изоформы ре-
цептора инсулина (IR-A), тогда как B-изоформа 
(IR-B) не экспрессировалась. Полученные нами 
данные по экспрессии мРНК IR-A и IR-B in vitro в 
клетках ММ полностью совпадают с нашими дан-
ными полученными ранее, в которых мы показали, 
что в образцах от больных ММ, преимущественно 
экспрессируется мРНК IR-A [28].  

Таким образом, наши исследования показа-
ли, что в трех линиях клеток ММ экспрессия 
мРНК генов, принадлежащих системе IGF/инсу-
лин, отличается.  

http://www.htcl.cytspb.rssi.ru/lymphoid/RPMI%208226.html
http://www.htcl.cytspb.rssi.ru/lymphoid/IM-9.html
http://www.htcl.cytspb.rssi.ru/lymphoid/RPMI%208226.html
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Таблиц а  
Нуклеотидные последовательности специфичных праймеров к генам, размер продукта, температура отжига 
праймеров и количество циклов, используемых в ПЦР 

 
 
Учитывая присутствие или отсутствие коэкспрес-
сии лигандов и их рецепторов, принадлежащих 
системе IGF/инсулин, можно полагать, что в линии 
клеток IM9 экспрессируются мРНК IGF-1, IGF-1R, 
IRA, и возможно, что активными являются сиг-
нальные пути, активируемые тремя лиганд-
рецепторными аутокринными взаимодействиями: 
IGF-1/IGF-1R, IGF-1/IGF-1R/IRA, IGF-1/IRA (рис. 
1). В клетках RPMI1640 вследствие очень слабой 
экспрессии мРНК IGF-1 и чрезвычайно низкой экс-
прессии мРНК IGF-2 (рис. 1) не исключено, что 
слабо активируются все внутриклеточные сигналь-
ные пути, активируемые при любой возможной 
комбинации аутокринного взаимодействия лиган-
дов и рецепторов системы IGF/инсулин.  

Линия клеток RPMI8226 отличается от двух 
других исследованных линий клеток RPMI1640 и 
IM9 по экспрессии мРНК генов системы 
IGF/инсулин. Эта линия характеризуется выражен-
ной экспрессией, и мРНК IGF-1, и мРНК IGF-2, и 
всех их рецепторов, и поэтому в линии клеток 
RPMI8226, возможно, активны сигнальные пути, 
активируемые пятью лиганд-рецепторными ауток-
ринными взаимодействиями: IGF-1/IGF-1R, IGF-
1/IRA, IGF-1/IGF-1R/IRA, IGF-2/IGF-1R и IGF-
2/IRA (рис. 1). В связи с этим не исключено, что 
воздействие IGF-1 на клетки RPMI8226 может по-
другому повлиять на их выживаемость и пролифе-
рацию, чем на выживаемость и пролиферацию кле-
ток RPMI1640 и IM9. 

 
 
Рис. 1. Экспрессия мРНК генов системы IGF/инсу-
лин в линиях клеток ММ человека (полуколичест-
венный ОТ-ПЦР). 
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Исследование влияния  
фактора роста IGF-1  
на выживаемость клеток линий ММ  
человека методом МТТ 
Выживаемость клеток ММ человека исследо-

вали методом МТТ (см. раздел Материалы и методы). 
Клетки культивировали в течение 72 ч в бессыворо-
точной среде в присутствии и в отсутствие IGF-1 в 
концентрации 20 нг/мл. Последняя является физиоло-
гической, и в этом случае IGF-1 активирует только 
IGF-1R и не активирует IR-А. В таких условиях, с 
одной стороны исключены все факторы роста, при-
сутствующие в сыворотке, которые могли бы коопе-
рировать c IGF-1 и тем самым оказывать дополни-
тельное влияние на выживаемость клеток ММ. C дру-
гой стороны, физиологические концентрации IGF-1 
позволяют определять биологические эффекты, кото-
рые являлись бы следствием активации только IGF-
1/IGF-1R-опосредуемой сигнальной трансдукции. В 
результате исследования мы выявили, что IGF-1 по-
вышал выживаемость клеток RPMI1640 (p<0,05; рис. 
2А) и IM9 (p<0,0001; рис. 2Б), и не влиял на выжи-
ваемость клеток RPMI8226 (рис. 2В).  

 

 

 
Рис. 2. Выживаемость клеток RPMI1640, IM9 и 
RPMI8226 в среде без ТЭС в присутствии и отсут-
ствие IGF-1 (МТТ-тест):  
*р < 0,05; ***р < 0,001 – достоверность различия. 

Несмотря на то, что иммунофенотип (экспрес-
сия маркеров дифференцировки) клеток RPMI1640 
(CD138+, CD38+, CD45-, CD56±, CD19-) и клеток RPMI8226 
(CD138+, CD38+, CD45-, CD56±, CD19-) является одинако-
вым, и эти клети морфологически выглядят очень 
похожими, оказалось, что они по-разному отвечают 
на воздействие IGF-1 (рис. 2А–В). Возможно, что 
одним из решающих факторов такого различия в вы-
живаемости исследуемых линий клеток ММ является 
различие в экспрессии генов системы IGF/инсулин. 
Линия клеток RPMI8226 отличается от двух других 
исследованных линий клеток RPMI1640 и IM9 по 
экспрессии мРНК генов системы IGF/инсулин. В 
клетках RPMI8226 наблюдается выраженная экспрес-
сия IGF-1 и IGF-2 и всех их рецепторов, что, возмож-
но, позволяет аутокринным образом регулировать 
выживание и пролиферацию этих клеток в условиях 
культивирования без сыворотки. Внесение экзогенно-
го IGF-1 существенно не изменяет существующую 
аутокринную лиганд-рецепторнную регуляцию. Дан-
ная гипотеза в будущем будет проверяться в экспери-
ментах в присутствии специфических ингибиторов 
IGF-1R и IRА. 

 
Исследование выживаемости клеток  
линий ММ человека методом подсчета 
В эксперименте клетки RPMI1640, 

RPMI8226, IM-9 сажали в количестве 1,5×106 на 
чашку и культивировали в среде без сыворотки в 
течение 72 ч в присутствии/ отсутствии IGF-1 в 
концентрации 20 нг/мл (также как и в случае ис-
пользования МТТ метода). Через 72 ч подсчитыва-
ли среднее количество клеток (из трех чашек на 
культуру) каждой культуры и сравнили получен-
ные результаты (рис. 3А–В).  

Было установлено, что в присутствии IGF-1 
через 72 ч количество клеток RPMI1640 и IM9 вырос-
ло (рис. 3А, Б). И наоборот, в среде без IGF-1 клетки 
RPMI1640 не только не росли, но их количество 
уменьшилось (рис. 3А), а количество клеток IM9, без 
сыворотки не увеличилось (рис. 3Б). Таким образом, 
данные, полученные в результате подсчета клеток 
ММ в присутствии и отсутствии IGF-1, как и в случае 
исследования выживаемости клеток ММ методом 
МТТ, показали, что экзогенный IGF-1 является фак-
тором, регулирующим выживаемость клеток 
RPMI1640 и IM9, а также является фактором, регули-
рующим пролиферацию клеток ММ. Вместе с тем, 
экзогенный IGF-1 не влияет на выживаемость и про-
лиферацию клеток RPMI8226. Количество клеток 
RPMI8226 независимо от присутствия или отсутствия 
в среде IGF-1 за 72 часа выросло вдвое (рис. 3В). В 
клетках RPMI8226 наблюдается выраженная экспрес-
сия IGF-1 и IGF-2 и всех их рецепторов, что, возмож-
но, позволяет аутокринно регулировать выживание и 
пролиферацию этих клеток в условиях культивирова-
ния без сыворотки, и добавление экзогенного IGF-1 
решительно не влияет на выживаемость и рост клеток 
RPMI8226. Данную гипотезу мы планируем прове-
рить в экспериментах, в которых будем использовать 
ингибиторы и siRNA IGF-1R и IR c тем, чтобы ра-
зомкнуть цепи сигнальной трансдукции, идущие от 
этих рецепторов и понять, действительно ли в среде 
без сыворотки экспрессия лигандов IGF-1 и IGF-2, и 
их рецепторов IGF-1R и IR достаточна для поддержа-
ния аутокринной регуляции пролиферации и выжи-
ваемости клеток RPMI8226. Полученные данные пол-
ностью подтвердили данные результаты метода МТТ, 
а именно то, что IGF-1 усиливает выживаемость кле-
ток RPMI1640 и IM9, и не влияет на выживаемость 
клеток RPMI8226 (рис. 3А–В). 
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Рис. 3. Выживаемость клеток RPMI1640, IM9 и 
RPMI8226 в среде без ТЭС в присутствии и отсут-
ствие IGF-1 (подсчет клеток): 
*р < 0,05; **р < 0,01 – достоверность различия. 
 

Исследование влияния 
фактора роста IGF-1  
на кривую выживаемости клеток  
линий ММ человека 
В следующей части работы мы исследовали 

влияние фактора роста IGF-1 на кривую выживае-
мости культур клеток RPMI1640, RPMI82260 и IM-
9 (рис. 4А–В). 

Клетки указанных культур были посажены в 
количестве 7×104 клеток на лунку в 1мл среды без 
сыворотки в присутствии и отсутствие IGF-1, и их 
количество подсчитывали через каждые 24 ч в те-
чение 96 ч, по полученным после подсчета средним 
результатам строили кривые выживаемости (рис. 
4А–В). Количество клеток RPMI1640 в присутст-
вии IGF-1 через 72 ч незначительно выросло и дос-
тигло 7,5×104 клеток на лунку (рис. 4А).  

Напротив, при отсутствии IGF-1 количество 
клеток RPMI1640 начало уменьшаться уже через 24 
ч, а через 72 ч их количество уменьшилось пример-
но до 5,5×104 клеток в лунке. Вместе с тем, и в при-
сутствии и в отсутствие IGF-1 через 96 ч количест-
во клеток RPMI1640 уменьшилось и достигло в 
случае присутствия IGF-1 до 6×104 клеток в лунке, 
а в случае отсутствия – до 4×104 клеток в лунке.  

 

 

 
 
Рис. 4. Кривая выживаемости клеток RPMI1640, 
IM9 и RPMI8226 в среде без ТЭС в присутствии и 
отсутствие IGF-1(подсчет клеток): 
*р < 0,05; **р < 0,01 – достоверность различия. 
 

Количество клеток IM9 в присутствии IGF-1 
в течение 72 ч увеличилось примерно до 11×104 

клеток в лунке, а в отсутствии IGF-1 увеличилось 
до 8×104 клеток в лунке (рис. 4Б). Через 96 ч коли-
чество клеток IM9 и в присутствии и в отсутствие 
IGF-1 уменьшилось и достигло в случае присутст-
вия IGF-1 6×104 клеток в лунке, а в случае отсутст-
вия –3,5×104 клеток в лунке.  

Клетки RPMI8226 продолжали расти и в 
присутствии и в отсутствии IGF-1, и через 72 ч их 
количество достигло в случае присутствия IGF-1 
12×104 клеток в лунке, а в случае отсутствия – 
11×104 клеток в лунке (рис. 4В). Вместе с тем через 
96 ч количество клеток RPMI8226 и в присутствии, 
и в отсутствии IGF-1 незначительно уменьшилось 
(рис. 4В). 

Таким образом, среди исследованных линий 
клеток ММ чувствительными к IGF-1 оказались 
клетки RPMI1640 и IM9, которые в присутствии 
IGF-1 начиная с 24 ч насчитывали большее количе-
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ство клеток, чем в случае, когда IGF-1 отсутствовал 
(рис. 4А, Б). Очевидно, что в этих двух линиях кле-
ток IGF-1 является фактором, поддерживающим 
выживаемость, а для клеток линии IM-9 IGF-1 ока-
зывает пролиферативный эффект. Напротив, клетки 
RPMI8226 оказались практически нечувствитель-
ными к IGF-1, хотя присутствует очень незначи-
тельный пролиферативный эффект через 72 ч, од-
нако его величина является чрезвычайно маленькой 
(рис. 4В).  

Таким образом, очевидно, что данные, полу-
ченные методом МТТ, подсчета клеток и исследо-
вания кривых выживаемости клеток линий ММ 
человека RPMI1640, RPMI8226, IM9, взаимно до-
полняемы и показывают, что IGF-1 является факто-
ром выживаемости и фактором роста для клеток 
RPMI1640 и IM9, и не влияет на выживаемость и 
рост клеток RPMI8226. Мы объясняем это тем фак-
том, что в клетках RPMI8226 наблюдается выра-
женная экспрессия и IGF-1, и IGF-2, и всех их ре-
цепторов, что, возможно, позволяет аутокринно 
регулировать выживание и пролиферацию этих 
клеток в условиях культивирования без сыворотки, 
и добавление экзогенного IGF-1 не влияет на вы-
живаемость и рост этих клеток.  

В литературе имеются работы, в которых ис-
следовалась роль IGF-1 в выживаемости миелом-
ных клеток. В 2009 г Sprynski и др. исследовали 
влияние различных факторов роста на выживае-
мость 9 линий миеломных клеток (XG-N) в среде 
без сыворотки. Среди этих 9 линий сначала были 
отобраны те, которые могли расти 4 дня в среде без 
сыворотки. Таковыми оказались 3 линии клеток: 
XG-5, XG-7 и XG-20. Ингибирование киназной ак-
тивности IGF-1R в этих линиях приводило к резко-
му уменьшению их выживаемости [30]. В этой ра-
боте также было показано, что экзогенный IGF-1 
является фактором, в разной степени, усиливаю-
щим пролиферацию большинства исследованных 
линий клеток [30]. Strömberg и др. показали, что 
ингибирование киназной активности IGF-1R в ли-
нии клеток RPMI8226 увеличило чувствительность 
этих клеток к доксорубицину, мелфалану и декса-
метазону [31]. Недавно в работе Tagoug I. и др. бы-
ло исследовано совместное действие AS602868, 
ингибитора NF-kb сигнального пути, и монокло-
нальных антител против IGF-1R в четырех линиях 
клеток ММ человека: RPMI8226, LP1, MM.1S и 
U266. Исследования показали, что в двух из четы-
рех линий клеток – RPMI8226 и LP1 комбинация 
указанного ингибитора и антител против IGF-1R 
усиливала апоптоз [32]. В другой работе было по-
казано, что в мышиных клетках 5T33MMvv и в 
клетках ММ человека Karpas707 и OPM-2, экзоген-
ный IGF-1 негативно регулировал экспрессию про-
апоптотического гена Bim, и это коррелировало с 
усилением выживаемости этих клеток [7].  

В отличие от перечисленных работ, мы не 
использовали ингибиторы киназной активности 
IGF-1R. Этот подход приемлем для исследования 
роли IGF-1 только в тех случаях, когда клетки ММ 
могут расти некоторое время без сыворотки. Также 
мы не использовали, как авторы указанных выше 
статей, высокие (в пять раз превышающие нормы) 
концентрации экзогенного IGF-1. Концентрация 
IGF-1 в наших экспериментах соответствовала фи-
зиологической, т.е. той, в которой IGF-1 присутст-
вует в сыворотке крови, и при которой этот фактор 
in vivo взаимодействует со своим рецептором.  

Полученные нами результаты коррелируют с 
данными других авторов, и мы убедительно пока-

зали, что IGF-1 может являться фактором, усили-
вающим выживаемость клеток ММ. Однако следу-
ет отметить, что не для всех клеток ММ IGF-1 яв-
ляется фактором выживаемости. Как показали ре-
зультаты наших экспериментов, IGF-1 является 
фактором выживаемости для миеломных клеток 
чувствительных к сыворотке (к ростовым факто-
рам, присутствующим в сыворотке), как в случае с 
клетками RPMI1640, и не является фактором вы-
живаемости для клеток менее чувствительных к 
сыворотке, как в случае с клетками RPMI8226. 
Также необходимо отметить, что влияние IGF-1 на 
выживаемость клеток ММ не зависит от их диффе-
ренцировки. Например, в нашем случае и 
RPMI1640, и RPMI8226 экспрессируют на своей 
поверхности одинаковые маркеры дифференциров-
ки, CD138+, CD38+, CD45-, CD56±, CD19- [16], однако 
по-разному отвечают на экзогенный IGF-1. Также 
следует подчеркнуть, что влияние IGF-1 на выжи-
ваемость клеток ММ не зависит от экспрессии IGF-
1R. Как показали наши эксперименты, все три ли-
нии исследуемых клеток ММ экспрессировали IGF-
1R, но их реакции на экзогенный IGF-1 отличались.  

 
Исследование экспрессии мРНК генов  
CycB1 и CycD1 и мРНК генов,  
принадлежащих семействам Bcl-2 и IAP 
Мы исследовали экспрессию мРНК генов 

CycB1 и CycD1 в линиях клеток ММ человека 
RPMI1640, RPMI8226 и IM-9 в среде без сыворот-
ки, в присутствии и отсутствие IGF-1 (рис. 5). Из-
вестно, что эти гены экспрессируются при проли-
ферации клеток. Показано, что в клеточном цикле 
IGF-1/IGF-1R сигнальный путь индуцирует синтез 
CycD1 и промотирует G1–S переход [25].  

 

 
Рис. 5. Экспрессия мРНК генов CycB1 и CycD1 в 
линиях клеток ММ человека в среде без ТЭС в при-
сутствии и отсутствие IGF-1. 

 
Этот сигнальный путь также может индуци-

ровать экспрессию СусА и СусВ и промотировать 
G2–M переход [25; 31]. Наши исследования показа-
ли, что экспрессия мРНК генов CycB1 и CycD1 во 
всех указанных линиях клеток является выражен-
ной и не изменяется в присутствии IGF-1. Несмотря 
на то, что данные полученные методом МТТ-теста, 
подсчета клеток и исследования кривых выживае-
мости клеток ММ человека, свидетельствуют в 
пользу того, что IGF-1 является фактором выжи-
ваемости и фактором роста для клеток RPMI1640 и 
IM-9, тем не менее, экспрессия мРНК генов CycB1 
и CycD1 в указанных клетках в присутствии IGF-1 
не изменяется. Мы не исследовали изменение экс-
прессии мРНК этих генов через 24 ч и 48 ч. Воз-
можно, что именно в эти промежутки времени их 
экспрессия могла увеличиться, а через 72 ч, когда 
рост клеток останавливается, и количество клеток 
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начинает убывать, мы не обнаруживаем увеличения 
их экспрессии. Также не исключено, что в клетках 
RPMI1640I, RPMI8226, IM9 IGF-1 все же участвует 
в регуляции экспрессии генов CycB1 и CycD1 на 
уровне экспрессии их белков, и работу в этом на-
правлении мы в будущем планируем выполнить. В 
литературе имеются несколько работ, в которых 
исследовалась экспрессия гена CycD1 у больных 
ММ. Показано что гиперэкспрессия гена CycD1 в 
клетках ММ коррелирует с неблагоприятным про-
гнозом заболевания [5; 8; 13]. 

Известно, что во многих типах злокачест-
венных клеток нарушен механизм, регулирующий 
запрограммированную клеточную гибель – апоп-
тоз. Опухолевые клетки менее чувствительные к 
индукции апоптоза при лечении получают пре-
имущество в борьбе за выживание, по сравнению с 
окружающими их нормальными клетками. На сего-
дня известны различные гены, участвующие в ре-
гуляции апоптоза. К ним относятся гены семейства 
Bcl-2 и гены семейства ингибиторов апоптоза IAP.  

Мы исследовали роль IGF-1 в регуляции 
экспрессии мРНК генов, принадлежащих семейству 
Bcl-2: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 в линиях клеток ММ че-
ловека RPMI1640, RPMI8226 и IM9 (рис. 6). Экс-
прессия мРНК исследуемых генов выявляется во 
всех трех линиях клеток ММ как в присутствии, так 
и в отсутствие экзогенного IGF-1 (рис. 6). В линии 
клеток RPMI1640 добавление экзогенного IGF-1 не 
влияет на изменение экспрессии мРНК генов Bcl-2, 
Bcl-xL, Mcl-1. В линии клеток RPMI8226 экзоген-
ный IGF-1 сильно подавляет экспрессию мРНК Bcl-
2 и не влияет на изменение экспрессии мРНК генов 
Bcl-xL и Mcl-1. В линии клеток IM9 IGF-1 увеличи-
вает экспрессию мРНК гена Mcl-1 и не влияет на 
экспрессию мРНК генов Bcl-2, Bcl-xL. 
 

 
 
Рис. 6. Экспрессия мРНК генов семейства Bcl-2: 
Mcl-1, Bcl-xL, Bcl-2 в линиях клеток ММ человека в 
среде без ТЭС, в присутствии и отсутствие IGF-1. 
 

В литературе имеются работы, посвященные 
исследованию экспрессии мРНК генов, принадлежа-
щих семейству Bcl-2: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 при множе-
ственной миеломе. В ходе исследований было пока-
зано, что уровень экспрессии Bcl-2 при ММ доста-
точно высокий, но, в тоже время, вариабильный [22; 
33]. Высокий уровень экспресси Mcl-1, как было по-
казано, ассоциируется с малигнизированным феноти-
пом клеток ММ [29]. Повышенная экспрессия Bcl-2 и 
Bcl-xL ассоциируется с лекарственной устойчивостью 
к доксорубицину, дексаметазону и этопозиду [10; 33; 
34]. Защитный эффект экзогенного IGF-1 против дек-
саметазон-индуцированного апоптоза не коррелиро-
вал с изменением экспрессии Bcl-2 и Bcl-xL [15; 36]. 
Тем не менее, совместное добавление дексаметазона 

и αIR3, антитела, блокирующего активацию IGF-1R, 
приводило к уменьшению уровня экспрессии Bcl-xL в 
линиях леток ММ [21]. В другой работе было показа-
но, что IGF-1-опосредуемое выживание клеток ММ 
коррелировало с повышением уровня экспрессии Bcl-
xL на уровне транскрипции [26]. Таким образом, ли-
тературные данные являются противоречивыми, вме-
сте с тем очевидно, что гены семейства Bcl-2 участ-
вуют в молекулярных механизмах злокачественной 
прогрессии ММ, что свидетельствует о необходимо-
сти продолжения изучения регуляции их экспрессии 
при ММ, в том числе и участия в этой регуляции фак-
торов роста и их рецепторов, принадлежащих системе 
IGF/инсулин. Мы впервые показали, что в линии кле-
ток RPMI8226 экзогенный IGF-1 заметно подавляет 
экспрессию мРНК Bcl-2 и не влияет на изменение 
экспрессии мРНК генов Bcl-xL и Mcl-1. В линии кле-
ток IM9 экзогенный IGF-1 увеличивает экспрессию 
мРНК гена Mcl-1 и не влияет на экспрессию мРНК 
генов Bcl-2, Bcl-xL. 

На следующем этапе мы исследовали IGF-1–
зависимую экспрессию мРНК генов, принадлежа-
щих к семейству ингибиторов апоптоза IAP: HIAP-
1, HIAP-2, NAIP, Livin – в линиях клеток ММ чело-
века RPMI1640, RPMI8226, IM9, (рис. 7). Экспрес-
сия мРНК HIAP-1, HIAP-2, NAIP выявляется во 
всех трех линиях клеток ММ как в присутствии, так 
и в отсутствие IGF-1, а экспрессия мРНК Livin не 
обнаруживается ни в одной из исследуемых линий 
(рис. 7). В клетках RPMI1640 и IM9 добавление 
экзогенного IGF-1 не влияет на изменение экспрес-
сии мРНК генов HIAP-1, HIAP-2, NAIP.  

 

 
 
Рис. 7. Экспрессия мРНК генов семейства ингибито-
ров апоптоза IAP: HIAP-1, HIAP-2, NAIP в линиях 
клеток ММ человека в среде без ТЭС, в присутствии 
и отсутствие IGF-1. 

 
В линии клеток RPMI8226 экзогенный IGF-1 

сильно подавляет экспрессию мРНК HIAP-1 и не 
влияет на изменение экспрессии мРНК генов HIAP-
2 и NAIP. Также мы исследовали IGF-1–зависимую 
экспрессию мРНК генов Survivin и XIAP. Предвари-
тельные результаты показали, что экспрессия этих 
генов не зависит от присутствия IGF-1, однако, по-
лученные данные не приведены в этой статье, по-
скольку они требуют подтверждения.  

Изучение роли генов, принадлежащих к се-
мейству ингибиторов апоптоза IAP, в злокачест-
венной прогрессии опухолей человека является на 
сегодня актуальной. Работ, посвященных их роли 
при ММ, не так много. Что касается регуляции их 
экспрессии, показано, что в клетках ММ IGF-1 по-
вышает экспрессию HIAP-2 и XIAP [20]. Другой 
член семейства IAP survivin, как было показано, 
экспрессируется во многих трансформированных 
линиях клеток и в злокачественных опухолях [17]. 
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В некоторых линиях клеток ММ IGF-1 усиливал 
экспрессию survivin [20]. Также было показано, что 
экспрессия рекомбинантного survivin в пре-В ли-
нии клеток увеличивала выживаемость этих клеток 
в среде без сыворотки [4]. Имеются и другие рабо-
ты, посвященные роли генов, принадлежащих к 
семейству ингибиторов апоптоза IAP в злокачест-
венной прогрессии опухолей человека. Вместе с 
тем в этих работах недостаточно уделено внимания 
роли IGF-1/IGF-1R опосредованной регуляции экс-
прессии генов, принадлежащих к семейству инги-
биторов апоптоза IAP. Мы впервые установили, что 
в исследованных нами клетках ММ экспрессия 
мРНК гена HIAP-1, является IGF-1/IGF-1R зависи-
мой, в то время как экспрессия мРНК генов HIAP-2, 
NAIP не зависит от активации IGF-1/IGF-1R сиг-
нального пути.  

В результате исследований мы установили, 
что в линиях клеток множественной миеломы чело-
века RPMI1640, RPMI8226, IM-9 экспрессия мРНК 
генов Bcl-2, Mcl-1, HIAP-1 является IGF-1/IGF-1R 
зависимой, в то время как экспрессия мРНК генов 
Bcl-xL, HIAP-2, NAIP, CycB1, CycD1 не зависит от 
активации IGF-1/IGF-1R сигнального пути.  

Таким образом, наши исследования показа-
ли, что линия клеток RPMI8226 отличается от двух 
других исследованных линий клеток, RPMI1640 и 
IM9, по экспрессии мРНК генов системы 
IGF/инсулин. Эта линия характеризуется выражен-
ной экспрессией и мРНК IGF-1 и мРНК IGF-2, и 
всех их рецепторов, и поэтому в этой линии воз-
можно большее количество различных комбинации 
лиганд-рецепторных аутокриных взаимодействий, 
что может усилить выживание и пролиферацию 
этих клеток в условиях культивирования без сыво-
ротки. Предположение будет проверено в будущих 
экспериментах, в которых мы будем исследовать 
каждое возможное лиганд-рецепторное взаимодей-
ствие методом исключения. В этих целях мы будем 
использовать новый специфический ингибитор ти-
розинкиназной активности IGF-1R picropodophyllin 
(PPP) и интерферирующие РНК (siRNA) к рецепто-
рам IGF-1R, IR-A, IR-B. Это позволит нам дать ответ 
на вопрос, какие именно комбинации лиганд-
рецепторного взаимодействия системы IGF/инсулин 
и индуцируемые ими внутриклеточные сигнальные 
пути вовлечены в выживаемость и пролиферацию 
исследуемых клеток ММ. 

 
Заключение 
 
Одним из злокачественных свойств клеток 

ММ является их способность мигрировать и лока-
лизоваться в костном мозге. В микроокружении 
костного мозга миеломные клетки взаимодейству-

ют с клетками стромы (фибробластами) и активи-
руют в них транскрипцию и секрецию цитокинов и 
факторов роста, которые впоследствии паракрин-
ным образом воздействуют на миеломные клетки. 
В тоже время сами клетки ММ при взаимодействии 
с элементами костномозгового окружения (фиб-
робластами, белками внеклеточного матрикса) экс-
прессируют цитокины и факторы роста, которые 
могут воздействовать аутокринно. Паракринное и 
аутокринное действие цитокинов и факторов роста 
на клетки ММ могут придать им более агрессивные 
свойства – усилить пролиферацию, выживаемость, 
индуцировать формирование опухолевого клона, 
активировать механизмы возникновения лекарст-
венной устойчивости и активировать разрушения 
кости. Поэтому исследование роли цитокинов и 
факторов роста в злокачественной прогрессии ММ 
является на сегодня актуальным.  

Одним из факторов роста, присутствующим 
в большом количестве в микроокружении костного 
мозга, является IGF-1. Он продуцируется фиброб-
ластами и остеобластами и, как предполагается, 
воздействует на клетки ММ, и может усилить их 
выживаемость и пролиферацию.  

В своей работе мы исследовали in vitro роль 
IGF-1 в злокачественной прогрессии ММ на моде-
лях культур клеток ММ человека RPMI1640, 
RPMI8226 и IM9. Все исследуемые линии клеток 
экспрессировали мРНК IGF-1 и мРНК его рецепто-
ров IGF-1R и IR-A. Данные, полученные методом 
МТТ-теста, подсчета клеток и исследования кри-
вых выживаемости, показали, что IGF-1 является 
фактором, повышающим выживаемость и проли-
ферацию клеток ММ.  

Известно, что выживаемость клеток ММ мо-
гут регулировать гены семейств Bcl-2 и IAP. Пред-
варительные исследования показали, что в регуля-
ции экспрессии генов семейств Bcl-2 и IAP может 
участвовать IGF-1/IGF-1R-опосредуемый сигналь-
ный путь. Однако имеющиеся в литературе данные, 
являются противоречивыми.  

Мы исследовали роль экзогенного IGF-1 в 
выживании трех линий клеток ММ человека: 
RPMI1640, RPMI8226 и IM9, а также исследовали 
роль IGF-1 в регуляции экспрессии мРНК генов, 
участвующих в апоптозе: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1,HIAP-
1, HIAP-2, survivin, NAIP. В ходе исследований мы 
установили, что экспрессия мРНК генов Bcl-2, Mcl-
1, HIAP-1, является IGF-1 зависимой, в то время как 
экспрессия мРНК генов Bcl-xL, HIAP-2, NAIP, 
CycB1, CycD1 не зависит от IGF-1.  

Таким образом, результаты наших исследо-
ваний in vitro свидетельствуют в пользу того, что 
IGF-1 является фактором, усиливающим выживае-
мость клеток ММ. 
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Резюме 
 
Широкий спектр действия ИФН обеспечил их активное применение в качестве противовирусного и ан-

тибактериального средства. Однако использование этих цитокинов в онкологии ограничено определенными 
формами рака. Во многом это объясняется недостаточностью знаний о механизме действия разных типов ИФН 
в опухолевых клетках. Целью данной работы стало изучение активности генов системы ИФН в клетках адено-
карциномы толстой кишки НCT-116 при помощи ОТ-ПЦР. Для сравнения использовали линию клеток фиброб-
ластов легкого эмбриона человека ФЛЭЧ-977. В ходе работы проанализировали целый спектр генов, охваты-
вающих основные биологические активности ИФН (антивирусную, антипролиферативную и иммуномодули-
рующую). Сравнили 5 отечественных препаратов рекомбинантных ИФН-α-2b. Полученные результаты свиде-
тельствуют о том, что клетки аденокарциномы толстого кишечника НСТ-116 характеризуются отсутствием 
экспрессии ряда генов системы ИФН (ИФН-β-1, ИФН -γ, ИСГ-15) и сигнальных регуляторов апоптоза (Fas-
рецептора и ИЛ6). В них снижены уровни активности генов семейства ИФН-α, но проявляется высокая консти-
тутивная активность протоонкогена Bcl-2 и повышены уровни экспрессии генов ИФН-λ-1 и ИФН-зависимых 
ферментов (ОАС1, дсПК и РНКазы), ИЛ4 и ИЛ17. Позитивным свойством исследованных препаратов ИФН-α-
2b является подавление экспрессии протоонкогена Bcl-2 и активация транскрипции генов ИФН-α, ИФН-λ и 
ИФН-зависимых ферментов в опухолевых клетках НСТ-116. 

 
Ключевые слова: интерферон, опухолевые клетки, фибробласты, экспрессия генов, рекомбинантные 
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Abstract 
 
Broad activity spectrum of IFNs has assured its wide application as antiviral and antibacterial agent. However 

this cytokine is used for treatment of certain cancer types only. Mainly it is explained by lack of knowledge about IFN 
antitumor action mechanism. Hereafter we describe the study of IFN system gene activity in colon adenocarcinoma 
cells (HCT-116) using RT-PCR. Human lung embryo fibroblast (HLEF-977) was used for comparison. Multiple IFN 
system functional genes were analyzed. Five medicaments, produced in Russia, were compared with each other. Results 
show that the inherency of cancer HTC-116 cells is absence of expression of several apoptosis signal regulator and IFN 
system genes. The IFN-alpha family gene activity level is lower, but protooncogene Bcl-2 shows high activity and IFN- 
ИФН-λ-1, IFN-depended enzymes, IL4 and IL17 gene expression levels are higher in these cells. Positive feature of 
analyzed medicaments is suppressed protooncogene Bcl-2 expression and activated IFN- α, IFN- λ-1 and IFN-depended 
enzymes gene transcription colon adenocarcinoma cells HCT-116. 

 
Key words: interferon, cancer cell lines, fibroblasts, gene expression, recombinant proteins. 

 
Введение 
 
Антивирусные, антипролиферативные и им-

муномодулирующие активности ИФН являются ос-
новой их терапевтического применения [1; 15]. Че-
ловеческие ИФН классифицированы в 3 типа (α/β – 

I, γ – II и λ – III тип). ИФН действуют через специ-
фические рецепторы на поверхности клеток и инду-
цируют сигнальные процессы, приводящие к акти-
вации многих ИФН-зависимых генов, в т.ч. и генов 
самих ИФН [22]. Наиболее изучены механизмы ан-
тивирусного и антипролиферативного действия 
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ИФН, связанные с участием генов, кодирующих ряд 
дсРНК-зависимых белков-ферментов (олигоадени-
латсинтетазы/РНКазы L и протеинкиназы) [24]. Осо-
бый интерес представляет регуляция ИСГ 15. Он 
кодирует убиквитиноподобный белок, способный 
взаимодействовать и модифицировать клеточные 
сигнальные факторы NFkB, IRF3 и др. [21]. Белок 
ИСГ15 секретируется клетками, проявляет цитоки-
новую активность и влияет на развитие опухолей. 
Иммуномодулирующие свойства ИФН обусловлены 
активирующим действием на иммунокомпетентные 
клетки (дендритные, макрофаги, Т– и В–лимфо-
циты). ИФН вызывает их пролиферацию, дифферен-
цировку и продукцию ими цитокинов [17].  

В 9-й хромосоме человека локализовано 
многочисленное семейство генов α-ИФН. Описано 
13 экспрессируемых вариантов ИФН-α, их них α-2 
и α-8 имеют наиболее высокую антивирусную ак-
тивность [10]. Широкое применение в медицине 
получили препараты рекомбинантных ИФН-α-2b, 
которые являются универсальными средствами 
профилактики и лечения вирусных и бактериаль-
ный инфекций [2].  

Применение ИФН в онкологии пока ограни-
чено определёнными формами рака [4]. Во многом 
это объясняется недостаточностью знаний о меха-
низмах действия разных видов ИФН в опухолевых 
клетках. Известно, что в клетках разных видов опу-
холей человека происходят существенные наруше-
ния в регуляции активности клеточных генов. В 
генах ключевых эффекторов системы ИФН и апоп-
тоза обнаружены мутации, что приводит к сниже-
нию их функциональной активности [12].  

Проведенный в опухолевых клетках анализ 
генной экспрессии преимущественно охватывает 
протоонкогены, факторы апоптоза, ангиогенеза и 
пролиферации, и мало затрагивает гены системы 
ИФН. Для изучения молекулярных механизмов 
действия известных и вновь созданных отечествен-
ных препаратов ИФН в настоящей работе применен 
количественный ОТ-ПЦР анализ экспрессии генов.  

Проведено сравнение конститутивной и 
ИФН-индуцированной экспрессии генов в 2 линиях 
клеток: НСТ-116 (аденокарцинома толстой кишки) 
и ФЛЭЧ-977 (фибробласты легкого эмбриона чело-
века). Опухолевые клетки НСТ-116, в отличие от 
ФЛЭЧ, малочувствительны к ИФН [11].  

Проанализирована экспрессия генов 4 видов 
ИФН (α, β-1, γ, λ-1), 3 генов ИФН-зависимых фер-
ментов (ОАС1-олигоаденилатсинтетазы, дсПК- 
дсРНК-зависимой протеинкиназы, РНКазы L), 2 
генов регуляторов апоптоза (Fas-рецептора и про-
тоонкогена Bcl-2) и 3 генов интерлейкинов, участ-
вующих в иммунном ответе (ИЛ4, ИЛ6 и ИЛ17). 
Спектр выбранных генов во многом охватывает 
основные биологические активности присущие 
ИФН (антивирусную, антипролиферативную и им-
мунорегуляторную). 

Перед нами стояли 2 задачи:  
1) выяснить особенности реакции генов 

опухолевых клеток аденокарциномы 
толстой кишки НСТ-116 на ИФН-α-2;  

2) сравнить действие 5 отечественных пре-
паратов человеческих рекомбинантных 
ИФН-α-2b: 4 из них получены из бакте-
риального продуцента (Esch. coli) и 1 – 
из растительного (Nicotiana benthamia-
na). В рамках данной работы нами впер-
вые показана способность представлен-
ных рекомбинантных ИФН индуциро-
вать транскрипцию клеточных генов.  

Материалы и методы 
 
Клетки  
аденокарциномы толстой кишки НСТ-116  
и фибробласты лёгкого эмбриона  
человека ФЛЭЧ-977 
Линия клеток аденокарциномы толстой 

кишки НСТ-116 (colon adenocarcinoma cells, АТСС 
catalog No. CCL.-247) получена из банка опухоле-
вых клеток ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» 
РАМН, клетки культивировали в среде RPMI-1640 
c 10 %-ной ТЭС и антибиотиками. Фибробласты 
лёгкого эмбриона человека (линия ФЛЭЧ-977) при-
обретены в Медико-генетическом центре РАМН 
(Москва). ФЛЭЧ выращивали в питательной среде 
DMEM с 10 %-ной ТЭС и антибиотиками.  

 
Препараты человеческих  
рекомбинантных ИФН-α 
Изучено 5 препаратов:  
 Реаферон – известный отечественный 

ИФН-α-2b (ГНЦ ВБ «Вектор», Новоси-
бирск), выпускаемый в ампулах с актив-
ностью 1 млн МЕ;  

 три оригинальных препарата ИФН-α-2b, 
синтезированные в ФГБУ «РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина» РАМН (два получены из 
бактериального продуцента E.coli, ИФН-
α-2b-6His и ИФН-α-2b-12His [5], и один 
фитоИФН-α-2b-6His, получен из расти-
тельного продуцента N. benthamiana (не-
опубликованные данные);  

 препарат ИФН-α-2a с активностью 2×108 
МЕ/мл приобретён в ООО «Протеино-
вый контур» (Санкт-Петербург). 

 
Противовирусная  
активность препаратов  
и реакция нейтрализации  
Определяли на чувствительных к ИФН клет-

ках ФЛЭЧ-977 микрометодом по подавлению ЦПД 
вируса ЭМК 100 доз ЦПД50. Клетки инкубировали 
с ИФН 24 ч при 37 °С, в 5 % СО2, затем ИФН уда-
ляли, а клетки заражали вирусом. Результаты ви-
русного ЦПД учитывали в световом микроскопе. 
Ставили реакцию нейтрализации ИФН активности 
с моноклональными антителами (МКА PC/IF1 A001 
и PC/IF3 A004) к рекомбинантному ИФН-α-2 (ООО 
«Протеиновый контур»). К высокоактивным препа-
ратам ИФН-α-2 добавляли равный объём МКА, 
разведенных в 100 раз, и инкубировали смесь 1 ч 
при 37 °С. «Контроль 1» – те же препараты ИФН 
без добавления МКА (положительный) и «контроль 
2» – МКА без добавления ИФН (отрицательный), 
инкубированные параллельно в тех же условиях.  

 
Анализ экспрессии генов  
методом ОТ-ПЦР в реальном времени 
Постановку опытов на обоих типах клеток 

осуществляли в 96-луночных планшетах. Экспери-
менты повторяли 2 раза. В лунки высевали клетки в 
концентрации 200–400 тыс./мл и через 48 ч, после 
образования клеточного монослоя, производили 
смену питательной среды на свежую. Затем вносили 
исследуемые препараты ИФН в дозе 500–10000 
МЕ/мл на срок 24 ч при 37 °С. Контролем служили 
клетки необработанные ИФН. Клетки монослоя 
промывали 0,1 М фосфатным буфером pH 7, лизиро-
вали реагентом Trizol (Invitrogen) по инструкции и 
замораживали –20 °С. Объединяли образцы 6 анало-
гичных лунок. Суммарное количество клеток со-
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ставляло примерно 0,5–1 млн. Выделенную смесью 
тризол+хлороформ суммарную РНК, осаждали изо-
пропанолом и обрабатывали ДНКазой (набор «DNA-
free» Ambion) по инструкции. Суммарную кДНК 
получали в реакции обратной транскрипции (ОТ) с 
праймерами олиго(dT)15 или random (случайные). 
Все использованные в реакции ОТ реактивы (фер-
мент MMuLV, RNAsin, 4 вида dNTP) были произ-
водства фирмы «Promega», США. В количественной 
ОТ-ПЦР анализировали разведения кДНК 1/5 и 1/50 
в зависимости от выявляемых конститутивных 
уровней транскрипции генов. Смешивали кДНК со 
специфическими парами праймеров и готовой 2-
кратной смесью SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-
Rad,США). Структура праймеров на консервативные 
участки мРНК ИФН-α (подвиды 4; 7; 8 и 21), фер-
ментов олигоаденилатсинтетазы (ОАС1) и дсРНК-
протеинкиназы (дсПК), Fas-рецептора и протоонко-
гена Bcl-2 опубликованы нами ранее [6; 7]. Допол-
нительно в программах «Primer Express» и «Primer 3 
blast» были рассчитаны новые пары праймеров к 
мРНК ИФН-β-1, ИФН-γ, ИФН-λ-1, ИФН-стимули-
руемого гена (ИСГ)15, РНКазы L и ИЛ6 (табл. 1). 
Праймеры к мРНК ИЛ4, ИЛ17 и рибосомальной 18S 
описаны в литературе [16; 23; 25]. 

ПЦР ставили на приборе CFX-96 (Bio-Rad, 
США) в режиме реального времени. Протокол 
ПЦР: 96 °С 2 мин, далее 45 циклов 94 °С 10 сек, 
50–54 °С 20 сек, 72 °С 30 сек. Пороговые циклы 
(Cq) логарифмической фазы синтеза регистрирова-
ли по нарастанию флюоресцентного сигнала интер-
калирующего в ДНК красителя EvaGreen.  

Анализ экспрессии генов выполняли с по-
мощью программы «Gene Expression analysis CFX-
96» двумя способами:  

1) δCq – относительно контроля принятого 
за 1 (оценка действия препаратов ИФН)  

2) нормализуя уровни на референс 18S ри-
босомальную РНК (сравнение конститу-
тивных уровней экспрессии в двцх типах 
клеток) [20].  

В конечной точке ПЦР по температурным пи-
кам плавления устанавливали специфичность ДНК-
продуктов и анализировали их электрофорезом в 
агарозном геле на соответствие расчётным размерам. 
Негативный контроль (без кДНК) не давал специфи-
ческих амплификатов. Эффективность амплифика-
ции (Е) оценивали в разведениях кДНК по калибро-
вочной кривой (величина Е составляла 90–100 %). 

 
Результаты и обсуждение 
 
Противовирусная активность  
и антигенная специфичность  
препаратов ИФН-α-2 бактериального  
и растительного происхождения  
В табл. 2 приведены данные экспериментов 

по определению противовирусной активности ис-
следованных рекомбинантных ИФН-α-2 в культуре 
фибробластов лёгкого эмбриона человека ФЛЭЧ-
977. Использовали стандартный микрометод, осно-
ванный на эффекте подавления ЦПД вируса ЭМК в 
чувствительной к ИФН клеточной культуре. Все 
исследованные препараты рекомбинантных ИФН-α-
2 в клетках ФЛЭЧ сохраняли достаточно высокую 
биологическую активность в процессе хранения при 
10 °С (1 мес.) и способность взаимодействовать с 
МКА А001. Разновидности α-2а и α-2b ИФН не от-
личалось по уровню нейтрализации МКА. Бактери-
альные ИФН-α-2b-6His и ИФН-α-2b-12His и расти-
тельный фитоИФН-α-2b-6His, имеющие конформа-

ционные отличия в структуре белка за счет наличия 
аффинного домена, также показали высокий уровень 
нейтрализации с этим МКА (табл. 2). 

По-видимому, все препараты имеют близкую 
антигенную специфичность и общий антигенный 
сайт взаимодействия с МКА А001, совпадающий 
или перекрывающийся с участком белковой после-
довательности, отвечающим за проявление биоло-
гической активности. При добавлении к исследо-
ванным вариантам ИФН-α-2 другого МКА А004 
нейтрализующего эффекта на противовирусную 
активность не выявлено вследствие иной локализа-
ции антигенного сайта. 

 
Экспрессия генов  
в клетках аденокарциномы  
толстой кишки НСТ-116  
и фибробластах  
лёгкого эмбриона человека ФЛЭЧ-977 
ИФН регулируют экспрессию нескольких со-

тен клеточных генов, среди которых значительное 
место занимают гены системы ИФН, апоптоза и кле-
точной пролиферации [14]. Транскрипционные про-
граммы геномов разных типов клеток имеют харак-
терные особенности. Большой интерес представляют 
опухолевые клетки с нарушенными процессами регу-
ляции пролиферации и дифференцировки, малочув-
ствительные или резистентные к цитостатикам и пре-
паратам ИФН. К таким относятся клетки аденокарци-
номы толстой кишки НСТ-116. Ранее с использовани-
ем технологии ДНК-чипов в них был сделан анализ 
генной экспрессии до и после обработки полиамин-
ным препаратом [18]. Однако анализ не включал 
ключевые ИФН-зависимые гены. Нами впервые изу-
чены гены, регулируемые отечественными препара-
тами рекомбинантных ИФН-α-2, что является важ-
ным для возможности их клинического использова-
ния в онкологии. В ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» 
РАМН, применяя современные технологии синтеза 
генов человеческих рекомбинантных белков, получе-
ны препараты ИФН-α-2 с конформацией свойствен-
ной человеческим белкам [5]. 

 
Конститутивные  
уровни экспрессии клеточных генов 
Результаты, представленные в табл. 3, дают 

оценку конститутивных уровней мРНК в опухолевых 
клетках аденокарциномы толстой кишки НСТ-116 по 
сравнению с нормальными фибробластами лёгкого 
эмбриона ФЛЭЧ (без обработки ИФН). Постановка 
экспериментов в двух типах клеток осуществлялась в 
одинаковых условиях с одними препаратами ИФН-α-2. 
Поэтому мы сочли возможным сравнить конститутив-
ные уровни экспрессии генов в клетках аденокарцино-
мы и в нормальных фибробластах по пороговым цик-
лам амплификации (Сq), различиям δCq относительно 
18S рибосомальной РНК в каждом типе клеток и, ис-
пользуя 18S рибосомальную РНК как референс-
нормализатор, оценить измененную экспрессию генов 
в клетках аденокарциномы НСТ по сравнению с фиб-
робластами ФЛЭЧ (2 в степени δδCq). Такой вариант 
анализа позволяет, сопоставить экспрессию меняю-
щихся генов относительно стабильного референс-гена. 
Клеткам аденокарциномы НСТ-116 присуща высокая 
конститутивная экспрессия протоонкогена Bcl-2, в 
2000 раз превышающая уровень нормальных фиброб-
ластов ФЛЭЧ. Опухолевые клетки, в отличие от фиб-
робластов лёгкого, характеризуются невыявляемыми 
уровнями транскрипции мРНК ИФН-β-1, ИСГ15, Fas-
рецептора, ИЛ6 (рис. 1), а также сниженным содержа-
нием мРНК ИФН-α.  
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Таблиц а  1  
Структура ПЦР-праймеров 

Название ген/мРНК Прямой праймер Обратный праймер 
ИФН-γ* 5’atgaaatatacaagttatatcttgg 5’ttactgggatgctcttcg 
ИФН-β-1* 5’atgaccaacaagtgtctc 5’tcagtttcggaggtaacc 
ИФН-λ-1** 5’catcatcttggattgcccattt 5’tatttgaggtctcgctgtagg 
ИСГ-15* 5’atgttttcagataattcacattgc 5’ctatttgttttggcccagttt 

РНК-аза L** 5’atggagccacaggggcca 5’aggaccagccgtccaaggtcc 
ИЛ6* 5’atgaactccttcacaa 5’ctacatttgccgaagagc 

Праймеры рассчитаны в программах *Primer Express и **Primer3 Blast.  
Структура других использованных праймеров опубликована ранее [6; 7] и взята из литературы [16; 23; 25]. 
 

Таблиц а  2  
Противовирусная активность и антигенная специфичность препаратов ИФН-α-2 

Препарат Производитель, продуцент Активность МЕ/мл Нейтрализация активности 
МКА МЕ/мл (%) 

Реаферон ИФН-α-2b ГНЦ ВБ «Вектор» E.coli 2×105 103 (95) 
ИФН-α-2b-6His РОНЦ E.coli 1,6×105 104 (94) 
ИФН-α-2b-12His РОНЦ E.coli 105 2×104 (80) 

фитоИФН-α-2b-6His РОНЦ растение N.benthamiana 6×104 4×103 (93,4) 

ИФН-α-2a ООО «Протеиновый контур» 
E.coli 108 3×106 (97) 

 
Таблиц а  3  

Сравнение конститутивных уровней экспрессии генов в клетках аденокарциномы толстого кишки НСТ-116 и 
фибробластах лёгкого эмбриона человека ФЛЭЧ-977  

мРНК (кДНК) 
Cq (δCq) 

Экспрессия генов 
в клеточных линиях 

Нормализованная 
экспрессия 

в клетках НСТ 2δCq 

Кратность 
измененной экспрессии 
в клетках НСТ-116 

2 в степени δCq 
 ФЛЭЧ НСТ-116   

18S риб.РНК 20 28 **  
ИФН- α 27(-7) 37(-9) - 2 Ниже в 4 раза 
ИФН- β-1 32(-12) >45* Не выявляется  
ИФН- λ-1 35(-15) 40 (-12) + 3 Выше в 8 раз 
ИФН- γ >45* >45* Не выявляется  
ОАС1 34(-14) 38(-10) + 4 Выше в 16 раз 
Дс-ПК 28(-8) 35(-7) + 1 Выше в 2 раза 

РНКаза L 29(-9) 35(-7) + 2 Выше в 4 раза 
ИСГ15 27(-7) >45* Не выявляется  

FAS(CD95) 30(-10) >45* Не выявляется  
BCL-2 28(-8) 25(+3) + 11 Выше в 2048 раз 
ИЛ4 29(-9) 33(-5) +4 Выше в 16 раз 
ИЛ6 41(-21) >45* Не выявляется  
ИЛ17 30(-10) 35(-7) + 3 Выше в 8 раз 

Сq –пороговые циклы амплификации (в скобках разница δСq с рибосомальной РНК). 
*Невыявляемая экспрессия генов после проведения 45 циклов амплификации. 
**18S РНК референс-нормализатор уровней исследованных мРНК. 
Расчёты выполнены по формуле δCq=CqрибРНК– CqмРНК в каждом типе клеток. 2δCq = δCqHCT–δCqФЛЭЧ. 
Кратность 2 в степени 2 δCq. 
 
Изменения в экспрессии этих генов объясняет причи-
ну дефектной реакции этих раковых клеток на препа-
раты ИФН и индукторы апоптоза.  

Вместе с тем, в клетках аденокарциномы по-
вышены уровни мРНК ИФН-λ-1, ИФН-зависимых 
ферментов (ОАС, дсПК и РНКазы).  

Возможно, активация группы антивирусных 
генов в опухолевых клетках, является способом за-
щиты их от внешних неблагоприятных воздействий 
патогенов.  

В клетках аденокарциномы вирус ЭМК не 
вызывал цитопатогенного действия. Опухолевые 
клетки характеризуются более высокими конститу-
тивными уровнями мРНК ИЛ4 и мРНК ИЛ17. Сле-
дует отметить, что в фибробластах человека проис-
ходила индукция 2 транскриптов гена ИЛ4, а в рако-
вых – только одного из них, хотя и на более высоком 
уровне (рис. 1). 

Действие препаратов ИФН-α-2  
на экспрессию клеточных генов  
Между действием препаратов в двух линиях 

клеток обнаружены определенные отличия, хотя в 
ряде случаев на одном типе клеток у разных препа-
ратов выявляются общие закономерности (табл. 4). 

В клетках аденокарциномы толстой кишки 
(НСТ-116), в отличие от фибробластов лёгкого эм-
бриона (ФЛЭЧ-977), исследованные препараты ИФН-
α-2 не индуцировали транскрипцию генов ИФН-β-1, 
ИФН-γ, ИСГ-15 и Fas-рецептора (табл. 4, рис. 1).  

Вместе с тем препараты стимулировали ге-
ны ИФН-α и ИЛ4 в клетках аденокарциномы. При 
этом более сильным активатором гена ИФН-α был 
бактериальный ИФН-α-2b-6His. Реаферон, чИФН-
α-2a и растительный фитоИФН-α-2b-6His повы-
шали в опухолевых клетках транскрипцию мРНК 
ИФН-λ-1.  
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Таблиц а  4  
Действие рекомбинантных альфа-2-ИФН на экспрессию генов системы ИФН в клетках НСТ-116 и ФЛЭЧ-977 
Препараты α2-ИФН Клетки ИФН-α ИФН-β1 ИФН- γ ИФН-λ1 ОАС РНКаза дсПК 

Реаферон ИФН-α-2b НСТ 
ФЛЭЧ 

6 ↑ 
1 

0 
28↑ 

0 
3 

7↑ 
2 

6↑ 
2 

1 
4 

3 
2 

ИФН-α-2b-6His НСТ 
ФЛЭЧ 

14↑ 
0,4 

0 
8↑ 

0 
3 

0 
1 

3 
1 

1 
0,2 

2 
0,4 

ИФН-α-2b-12His НСТ 
ФЛЭЧ 

1 
1 

0 
Ни 

0 
1 

0 
1 

6↑ 
0,3 

1 
0,2 

4 
0 

фитоИФН-α-2b-6His 
РОНЦ 

НСТ 
ФЛЭЧ 

8↑ 
1 

0 
2 

0 
0,1 

4 
0,1 

8↑ 
0,4 

4 
1 

3 
1 

ИФН-α-2a НСТ 
ФЛЭЧ 

6↑ 
1 

0 
0,1 

0 
10↑ 

3 
1 

3 
0,2 

1 
0,2 

6↑ 
0,2 

Числовые показатели – кратность относительно контроля принятого равным 1 (2 в степени δCq опыт – δCq кон-
троль). ↑ показаны наиболее значимые эффекты стимуляции. Ни – не исследован. 
 

 
Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ОТ-ПЦР. 
Клетки обработаны:  

1 – Реаферон ИФН-α-2b,  
2 – Бактериальный ИФН-α-2b-6His,  
3 – Контроль (необработанные ИФН). 

 
Все препараты активировали ген дсПК в 

клетках аденокарциномы. Индукция экспрессии 
этого протеинкиназного гена, участвующего в 
апоптозных реакциях, по имеющимся данным, по-
вышает чувствительность клеток рака молочной 
железы к цитостатическому действию химиопрепа-
рата доксирубицин [9]. В обоих типах клеток от-
сутствует конститутивная экспрессия гена ИФН-γ 
(табл. 3), но добавление к фибробластам человека 
препарата ИФН-α-2а вызывает его стимуляцию 
(табл. 4) . Подобного активирующего действия на 
ген ИФН-γ в опухолевых клетках НСТ не наблюда-
ется. Растительный ИФН сильнее других повышал 
транскрипцию мРНК ОАС1 и активировал ген 
РНКазы L в опухолевых клетках. Препараты ИФН-
α-2b подавляли экспрессию гена Bcl-2 в опухоле-
вых клетках HTC-116 (рис. 2, Б).  

Максимальный ингибирующий эффект (бо-
лее чем в 100 раз) показал рекомбинантный белок, 
полученный из растительного продуцента фито-
ИФН-α-2b-6His. 

Растительный продуцент обладает рядом 
преимуществ. В отличие от бактериальной системы 
экспрессии, в клетках высших растений осуществ-
ляются пострансляционные модификации, сходные 
с таковыми в клетках млекопитающих: гликозили-
рование, фосфорилирование, метилирование и др., 
а также обеспечивается правильная укладка (фол-
динг) рекомбинантного продукта, обеспечивающая 
сохранение белка растворимым [3; 19]. При ис-
пользовании растений мы получаем белок, глико-
зилированный по типу близкому к млекопитающим 
[13]. Мы предполагаем, что такой подход увеличит 
стабильность белка и снизит гуморальный ответ 
иммунной системы человека на введение высоких 
доз рекомбинантного ИФН-препарата. 

 

 
Рис. 2. Регуляция ИФН-α-2 экспрессии генов BCL-
2 и IL17 в клетках ФЛЭЧ (А) и НСТ-116 (Б). 
По оси ординат – относительные уровни экспрес-
сии генов. 
По оси абсцисс – указаны типы клеток и исследуе-
мые гены. 

1 – Контроль (равен 1);  
2 – Реаферон ИФН-α-2b;  
3 – Растительный фитоИФН-α-2b-6His;  
4 – Бактериальный ИФН-α-2b-6His;  
5 – Бактериальный ИФН- α-2а 

 
В фибробластах лёгкого эмбриона человека 

(линия ФЛЭЧ-977) препараты ИФН-α-2 не влияли 
на гены своего семейства, но индуцировали транс-
крипцию генов других видов ИФН (ИФН-β-1 и 
ИФН-γ). Подобной активации не происходило в 
опухолевых клетках. Сильный стимулирующий 
эффект на ген ИФН-γ оказывал ИФН-α-2a. В фиб-
робластах человека и опухолевых клетках эффект 
препаратов ИФН на протоонкоген Bcl-2 и ген ИЛ17 
был противоположным. В нормальных фибробла-
стах интерфероны индуцировали их экспрессию, а 
в опухолевых клетках наоборот – подавляли (рис. 
2, А, Б). 

Ранее полуколичественным методом ОТ-
ПЦР была получена характеристика клеток карци-
номы простаты DU145 в отношении экспрессии 
генов системы интерферона и апоптоза [8]. Показа-
но положительное действие отечественных реком-
бинантных препаратов ИФН-α-2 (Альфарона) и 
ИФН-γ (Ингарон), а также двуспиральной (дс)РНК 
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(Ридостин) и синтетического комплекса поли(И)-
поли(Ц) на уровни транскрипции генов клеточной 
защиты и продукцию некоторых интерлейкинов. 

Результаты анализа в ИФН-обработанных 
клетках карциномы простаты DU145 во многом 
совпадают с полученными на клетках аденокарци-
номы толстого кишечника НСТ-116. Наблюдалась 
стимуляция синтеза мРНК ИФН-α, дсРНК-
протеинкиназы, ОАС1 и РНК-азы L и подавление 
мРНК протоонкогена Bcl-2. Полученные на двух 
типах опухолевых клеток (DU145 и НСТ-116) дан-
ные указывают на необходимость продолжения 
исследований с отечественными препаратами ре-
комбинантных ИФН и дсРНК.  

 
Заключение 
 
Клетки аденокарциномы толстой кишки 

НСТ-116 характеризуются отсутствием экспрессии 
ряда генов системы ИФН (ИФН-β-1, ИФН-γ, ИСГ-
15) и сигнальных регуляторов апоптоза (Fas-
рецептора и ИЛ6).  

В них снижены уровни активности генов се-
мейства ИФН-α, но проявляется высокая конститу-
тивная активность протоонкогена Bcl-2 и повыше-
ны уровни экспрессии генов ИФН-λ-1 и ИФН-
зависимых ферментов (ОАС1, дсПК и РНКазы), ИЛ 
4 и ИЛ17. Новые образцы человеческих рекомби-
нантных ИФН-α-2, полученные в ФГБУ «РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина» РАМН, бактериального и расти-
тельного происхождения обладают высокой проти-
вовирусной активностью в клетках ФЛЭЧ-977 и 
нейтрализуются специфическими моноклональны-
ми антителами. 

Позитивным свойством исследованных пре-
паратов ИФН-α-2 является подавление экспрессии 
протоонкогена Bcl-2 и активация экспрессии генов 
ИФН-α, ИФН-λ-1 и ИФН-зависимых ферментов в 
опухолевых клетках НСТ-116. 

 
Выражаем благодарность Колодяжной Л.В. 

за техническую помощь в проведении опытов на 
клеточных культурах и в определении противови-
русной активности ИФН.  
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Резюме 
 
Рассмотрена возможность повышения эффективности ФДТ с фотосенсибилизатором “Фотосенс™” при 

совместном внутривенном введении с Гемодезом (водно-солевой р-р ПВП). Проведены исследования влияния 
ПВП на агрегацию “Фотосенса™”, селективность его накопления в опухоли и фотодинамическую эффектив-
ность. Показано, что ПВП способствует повышению эффективности ФДТ с этим фотосенсибилизатором на мо-
дельных опухолях, предположительно за счет уменьшения агрегации молекул “Фотосенса™”. 

 
Ключевые слова: поливинилпирролидон, фотодинамическая терапия, опухоль, “Фотосенс™”, агрега-

ция, селективность. 
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Abstract 
 
This work studies the possibility to enhance efficiency of photodynamic treatment of photosensitizer Photosens 

by its combined administration with Hemodes (saline/buffered solution of polyvinylpyrrolidone). Performed studies of 
influence of polyvinylpyrrolidone on Photosens aggregation processes, selectivity of its accumulation in tumor and 
photodynamic action showed that increase of treatment efficiency in this combination, supposedly due to deaggregation 
of the photosensitizer molecules. 

 
Key words: polyvinylpyrrolidone, photodynamic therapy, tumor, Photosens, aggregation, selectivity. 

 
Введение 
 
ФС “Фотосенс™”, представляющий собой р-

р смеси натриевых солей ди-, три- и тетрасульфоф-
талоцианина гидрооксиалюминия со средней сте-
пенью сульфирования, близкой к 3, в воде или физ. 
р-ре1 [1], широко используется для фотодинамиче-
ского лечения опухолей [3]. Задача дальнейшего 
совершенствования ФДТ c “Фотосенсом™” связана 
с поиском путей повышения его фотодинамической 
эффективности. 

Одним из факторов, снижающих фотодина-
мическую эффективность ФС, по крайней мере, в 
первые часы после введения, когда основная часть 
ФС находится еще в кровеносном русле, является 
агрегация их молекул [4]. 

Для уменьшения влияния агрегации на фо-
тодинамическую эффективность ФС на основе хло-
рина е6 [2] было предложено добавить в водный р-
р этой субстанции ПВП, что позволило повысить 
эффективность ФДТ с этим фотосенсибилизатором 

                                                            
1Здесь и далее – 0,9 %-ный р-р NaCl в дистиллированной воде.  

(препарат “Фотолонтм”) на модельных опухолях. 
Аналогичный результат был получен для гипери-
цина [6]. 

В нашей работе рассмотрена возможность 
повышения эффективности ФДТ с использованием 
фотосенсибилизатора “Фотосенс™” при совмест-
ном внутривенном введении с ПВП.  

 
Материалы и методы 
 
Исследуемые водные композиции на основе 

фотосенсибилизатора “Фотосенс™” (ФГУП «ГНЦ 
«НИОПИК»», Москва) представляли собой р-ры 
“Фотосенса™” в физ. р-ре и в водно-солевом р-ре 
Гемодез, содержащем 6% низкомолекулярного 
ПВП Мм 12 600±2 700; хлориды натрия, калия, 
кальция, магния; гидрокарбонат натрия («Биосин-
тез», Пенза).  

В опытах использовали мышей линии Balb/c 
(самок) массой тела 23 г из вивария ФГБУ «РОНЦ 
им. Н.Н. Блохина» РАМН. Животных содержали в 
виварии в условиях с естественным освещением на 
брикетированном корме и постоянном доступе к 
воде. Перед лечением мышей рандомизированно 
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распределяли по группам (n=5), оставляя одну 
группу без лечения в качестве контрольной (n=6).  

Использовали перевиваемую ELD после 3 
пассажа. Для опытов асцитическую жидкость из 
брюшной полости привитых животных, содержа-
щую клетки ELD, разводили в среде 199 до концен-
трации 1,5×106 клеток в 0,1 мл. Полученную взвесь 
инокулировали внутримышечно в голень правой 
задней лапы мышей. Лечение начинали на +6 су-
тки, когда опухоли объем у животных в среднем 
достигал около 700 мм3. ФС вводили в/в в дозе 1,5 
мг/кг массы тела.  

Исследования проводили спектрально-флуо-
ресцентным методом с использованием волоконно-
го спектроанализатора ЛЭСА-06-Биоспек («Био-
спек», Россия), флуоресценция возбуждалась He-Ne 
лазером с ν 632,8 нм.  

Для спектрально-флуоресцентных исследо-
ваний рандомизированно формировали группы 
мышей для каждого ФС (по 3 особи в группе) 
Спектры флуоресценции в разные моменты време-
ни после введения ФС изучались в нескольких (5–
10) точках опухоли и, соответственно, нормальной 
ткани на контралатеральной зоне левой лапки. По-
лученные данные усреднялись по этим точкам с 
использованием программы «UnoMomento» («Био-
спек», Россия). Уровень содержания ФС в опухоли 
и нормальной ткани оценивался в относительных 
единицах по значениям интегральной интенсивно-
сти флуоресценции, нормированной на интенсив-
ность рассеянной лазерной линии. Эти данные для 
опухоли и нормальной ткани усреднялись для всех 
мышей группы. По усредненным данным оценива-
лось в динамике содержание ФС в опухоли и нор-
мальной ткани, а по соотношению этих величин – 
селективность накопления “Фотосенса™” в опухо-
ли по отношению к нормальной ткани. 

Для облучения при ФДТ использовали лазер 
ЛФД-01/675-Биоспек («Биоспек», Россия) с ν излу-
чения 670 нм. Эффективность ФДТ мышей с ELD 
оценивали по стандартным критериям – ТРО и 
УПЖ. Полученные данные статически обрабатыва-
ли по методу Фишера-Стьюдента в модификации 
Р.Б. Стрелкова, рассчитывая ДИ средних сравни-
ваемых величин. Достоверными считали различия 
при p≤0,05. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Исследование поглощения  
и флуоресценции  
изучаемых растворов “Фотосенса™” 
Исследования формы спектра поглощения 

“Фотосенса™”, растворенного в физ. р-ре, свиде-
тельствуют о том, что при высокой концентрации 
значительная часть молекул “Фотосенса™” нахо-
дится в агрегированном состоянии, предположи-
тельно – в виде фотодинамически неактивных диме-
ров (рис. 1), В частности, в спектрах поглощения при 
высоких концентрациях появляется дополнительный 
пик в области 600–620 нм, интенсивность которого 
нарастает при повышении концентрации ФС. 

Исследования зависимости интенсивности 
флуоресценции и поглощения от концентрации 
“Фотосенса™” были проведены в растворах с Ин-
тралипидом™, моделирующим рассеяние биологи-
ческой ткани [5; 7]. 

Исследования позволили установить для фик-
сированных условий эксперимента количественное 
соотношение между интегральной интенсивностью 
флуоресценции “Фотосенса™”, нормированной на 

интенсивность рассеянной лазерной линии, а также 
его поглощением, с одной стороны, и концентрацией 
“Фотосенса™” – с другой. Эта взаимосвязь была 
использована в исследованиях in vivo для количест-
венной оценки содержания “Фотосенса™” в опухо-
ли. В частности, это позволило установить, что при 
введении в дозе 1,5 мг/кг, которая использовалась в 
настоящем исследовании, содержание “Фотосен-
са™” в опухоли в различные моменты первых суток 
после введения находилось в пределах (1,6–6)×10-3 

мг/мл. При этом необходимо также иметь в виду, что 
непосредственно после введения, когда весь “Фото-
сенс™” находится в сосудах, его концентрация в 
крови близка к 20×10-3 мг/мл. 

Результаты эксперимента показали (рис. 2): 
зависимость интенсивности флуоресценции и по-
глощения от концентрации “Фотосенса™” при 
больших ее значениях носит сублинейный харак-
тер. Это позволяет сделать вывод о значимом влия-
нии агрегации на квантовый выход флуоресценции 
(концентрационном тушении) и экстинкцию “Фо-
тосенса™”.  

В растворе на основе Гемодеза влияние агре-
гации на свойства “Фотосенса™” заметно ниже, 
чем при разбавлении “Фотосенса™” физ. р-ром, то 
есть, присутствие ПВП способствует дезагрегации 
молекул “Фотосенса™”.  

Существенное влияние агрегации на свойства 
“Фотосенса™” и наблюдаемая разница между свой-
ствами изучаемых растворов при его высокой кон-
центрации позволяет предположить, что агрегация 
значимо влияет и на его фотодинамическую эффек-
тивность, а дезагрегация, обусловленная присутст-
вием ПВП, позволит повысить эффективность ФДТ 
“Фотосенса™”. Для подтверждения этого предпо-
ложения были проведены исследования in vivo. 

 
Исследования in vivo 
Изучение in vivo динамики интенсивности 

флуоресценции “Фотосенса™” показало (рис. 3): в 
группе мышей, которым “Фотосенс™” вводили в р-
ре Гемодеза, на начальном этапе (в течение первых 
10–15 ч после введения) интенсивность флуорес-
ценции и в опухоли и в нормальной ткани была 
существенно (~ в 1,5 раза) выше по сравнению с 
таковой в группе животных, которым вводили “Фо-
тосенс™” в физ. р-ре.  

Через 24 ч после введения интенсивность 
флуоресценции в опухоли начинала медленно спа-
дать примерно с одинаковым клиренсом для обеих 
групп. В нормальной ткани клиренс был выше в 
группе, которой “Фотосенс™” вводили в р-ре Ге-
модеза, что позволило к +8 суткам существенно (~ 
в 2 раза по сравнению с “Фотосенсом™”, введен-
ным в физ. р-ре) снизить остаточную концентра-
цию “Фотосенса™” в коже (рис. 4).  

Селективность накопления “Фотосенса™” в 
опухоли по сравнению с таковым в нормальной 
ткани была выше на 40–50 % при введении в р-ре 
Гемодеза, чем при введении в физ. р-ре (рис. 5). 

По нашему мнению, ПВП в р-ре “Фотосен-
са™” с Гемодезом оказывает двухфакторное влия-
нии на интенсивность флуоресценции. С одной 
стороны, как следует из наших предыдущих экспе-
риментов с р-рами “Фотосенса™”, ПВП способст-
вует его дезаггрегации, что повышает флуорес-
центную эффективность ФС.  

С другой – Гемодез усиливает почечный 
кровоток и способствует более быстрому выведе-
нию “Фотосенса™” из тканей с нормальным кро-
вообращением, то есть из здоровых тканей.  



47  

№ 3/том 12/2013   РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ПОВЫШЕНИЕ ФОТОДИНАМИЧЕСКОЙ ЭФФЕКТИВНОСТИ…

 
 
Рис. 1. Нормированные на максимум спектры поглощения “Фотосенса™” в физ. р-ре с различными концентра-
циями (мг/мл):  

1 – 10-2;  
2– 5×10-3; 
3 – 10-3;  
4 – 5×10-4. 

 

 

А

 

Рис. 2. Зависимость интенсивности 
флуоресценции (А) и поглощения (Б) от 
концентрации “Фотосенса™”:  

Область, ограниченная штриховыми 
линиями, соответствует эксперимен-
тально определенному in vivo диапа-
зону средней по опухоли концентра-
ции “Фотосенса™” в различные мо-
менты первых суток. Штрихпунк-
тирная линия соответствует макси-
мальной концентрации “Фотосен-
са™” в крови мышей сразу после 
введения. 
1 – “Фотосенса™” в р-ре Гемодез;  
2 – “Фотосенса™” в физ. р-ре. 

Б
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Рис. 3. Динамика накопления “Фотосенса™” (А; Б) в опухоли (1; 2) и нормальной ткани (3; 4) и селективность 
(В) накопления в опухоли по сравнению с нормальной тканью при введении в р-ре Гемодеза (1; 3) и физ. р-ре 
(2; 4). 
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Рис. 4. Динамика роста аденокарциномы Эрлиха (ELD): 

1 – без лечения; 
2 – после ФДТ с использованием “Фотосенса™” в физиологическом растворе; 
3 – после ФДТ с использованием “Фотосенса™” в растворе Гемодез.
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Рис. 5. Продолжительность жизни мышей с ELD в контрольной группе (1), после ФДТ с использованием “Фо-
тосенса™” в физ. р-ре (2) и “Фотосенса™” в р-ре Гемодеза (3). 
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Рис. 6. Эффективность фотодинамической терапии ELD с использованием “Фотосенса™” в р-ре Гемодез (1) и 
“Фотосенса™” в физ. р-ре (2).

 
Это обеспечивает и более высокий уровень 

флуоресценции “Фотосенса™” на начальном этапе, 
и более быстрое выведение “Фотосенса™” из нор-
мальной ткани в течение всего времени, что повы-
шает селективность накопления. 

При исследованиях терапевтической эффек-
тивности ФДТ облучение проводили через 3–4 ч 
после введения с плотностью мощности 220 
мВт/см2 в течение 15 минут.  

ELD в наших исследованиях характеризова-
лась медленным ростом – длительность латентной 
фазы роста составила 15 дней, а экспоненциальной 
– 28. Скорость роста опухоли, которая оценивалась 
по времени удвоения опухолей (Td), в экспоненци-
альной фазе составила 8 дней. СПЖ в контрольной 
группе составила 45 дней (рис. 4). 

В группе мышей после ФДТ с использовани-
ем “Фотосенса™” в р-ре Гемодеза время удвоения 
объема опухолей в экспоненциальной фазе роста 
увеличивалось почти в 2 раза и составило 15 дней. 
Значимое ТРО опухоли наблюдалось на +15 су-
тки = 52 % (p≤0,05). Далее в течение следующих 28 
дней ингибирующий эффект постоянно рос и на 
последних сроках достигал высоких и достоверных 
значений – ТРО = 76 % (p≤0,05) (рис. 4–6). СПЖ в 
группе составила 61 день (рис. 5), продолжитель-
ность жизни увеличивалась на 36 % (p≤0,05). 

В группе мышей после ФДТ с использовани-
ем “Фотосенса™” в физ. р-ре время  удвоения  опу- 

холей в экспоненциальной фазе роста практически 
не отличалось от контрольного (Td=9). С 9 по 25 
сутки ингибирующий эффект слабо выражен, ТРО 
не превышало 46 %. К концу наблюдения эффект 
увеличивался, ТРО достигал достоверного и значи-
мого значения 52 % (p≤0,05) (рис. 6). СПЖ в группе 
составила 56 дней (рис. 5), продолжительность 
жизни увеличивалась на 24 % (p≤0,05). 

Таким образом, при выбранных условиях 
проведения ФДТ использование “Фотосенса™”, 
разбавленного физ. р-ром, для ФДТ мышей с ELD 
дает невысокий кратковременный противоопухоле-
вый эффект без существенного увеличения про-
должительности жизни.  

В то же время применение “Фотосенса™”, 
разведенного в Гемодезе, позволять получить дли-
тельный высокий противоопухолевый эффект в 
отношении первичного узла ELD со значимым уве-
личением продолжительности жизни мышей.  

 
Выводы 
 
Совместное внутривенное введение фотосен-

сибилизатора “Фотосенса™” с ПВП повышает эф-
фективность ФДТ, предположительно – за счет 
уменьшения агрегации молекул “Фотосенса™”, а 
также способствует повышению селективности на-
копления “Фотосенса™” в опухоли по сравнению с 
нормальной тканью и более быстрому выведению 
“Фотосенса™” из здоровых тканей.  
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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 
 
 
 

ДИ   – доверительный интервал  
ПВП   – Поливинилпирролидон  
СПЖ   – средняя продолжительность жизни  
ТРО   – торможение роста опухоли  
УПЖ   – увеличения продолжительности жизни  
ФС   – фотосенсибилизатор  
 
ELD   – перевиваемая аденокарцинома Эрлиха  

 
 
 
 
 
 
Е.В. Бочаров, В.Г. Кучеряну, О.А. Бочарова, А.Ю. Барышников 
ВЛИЯНИЕ ФИТОАДАПТОГЕНА ПРИ ПРОФИЛАКТИЧЕСКОМ ПРИМЕНЕНИИ  
НА СОМАТИЧЕСКОЕ СОСТОЯНИЕ ВЫСОКОРАКОВЫХ МЫШЕЙ СВА 
ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» РАМН, Москва  
ФГБУ «НИИ общей патологии и патофизиологии» РАМН, Москва  

 
Задача исследования. Оценить соматическое состояние мышей линии СВА, предрасположенных к воз-

никновению спонтанных гепатокарцином, при профилактическом воздействии комплексного фитоадаптогена 
фитомикса-40. 

 
Материалы и методы. Фитомикс-40 – стандартизованный препарат, включающий компоненты 40 рас-

тительных экстрактов; обладает иммуномодулирующим, адгезиогенным, интерфероногенным, антимутаген-
ным, антиоксидантным, радиопротекторным эффектами. В работе использовали 140 мышей-самцов линии СВА: 
1 группа (n=70) – контрольная, мыши получали в качества питья воду; 2 группа (n=70) – опытная, мыши полу-
чали фитомикс-40 с питьевой водой в профилактическом режиме в течение 1-го месяца постнатального разви-
тия, включая критический период дифференцировки ткани печени. В позднем онтогенезе оценивали вес живот-
ных, их двигательную активность, наличие алопеции. Двигательную активность определяли в тесте «открытого 
поля» в автоматическом режиме с помощью системы Opto-Varimex-3.  

 
Результаты. Вес мышей в опытной группе в возрасте 22 месяцев был выше, чем в контрольной (34,6±0,5 

г и 24,4±0,2 г соответственно, р<0,01). Это сочеталось с подавлением у мышей опытной группы уровня сыворо-
точных интерлейкинов -6 и -10, которые могут негативно регулировать патогенез кахексии животных, снижая 
сывороточный уровень С-реактивного белка и предотвращая при этом расщепление мышечных белков. Мыши 
опытной группы так же имели полноценный шёрстный покров. Снижение сывороточного уровня ИЛ-6 в этой 
группе может препятствовать потере шерсти в результате стимуляции функциональной активности волосяных 
фолликулов при подавлении воспалительного процесса в кожном покрове. У мышей контрольной группы в 
16,6% случаев наблюдалась алопеция. Показатели двигательной активности (пройденный путь, время без дви-
жения, число «стоек», число мелких движений) у мышей опытной группы были достоверно выше, чем в кон-
троле. Полученные результаты сочетались со снижением уровня спонтанного опухолеобразования и более вы-
сокой продолжительностью жизни у опытных животных. 

 
Выводы. Профилактическое применение комплексного фитоадаптогена способствовало улучшению сомати-

ческого состояния высокораковых мышей СВА на фоне снижения уровня спонтанного опухолеобразования. 
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Резюме 
 
Изучены нарушения экспрессии лейкоцитарных интегринов LFA-1 и Mac-1, а также цитокинов ИЛ-6 и 

ИЛ-10 у мышей высокораковой инбредной линии СВА, генетически предрасположенных к возникновению ге-
патокарцином. Исследована возможность изменений данных показателей мультифитоадаптогеном и значи-
мость коррекции адгезивных взаимодействий иммуноцитов и клеток-мишеней в восстановлении противоопу-
холевого надзора. 

 
Ключевые слова: спонтанный гепатоканцерогенез, лейкоцитарные интегрины, цитокины, мультифитоа-

даптоген. 
 
 

O.A. Bocharova, R.V. Karpova, V.A. Ilyenko, E.V. Bocharov, I.V. Kazeev 
LEUKOCYTE INTEGRINS IN CBA MICES  
WITH HIGH RISK OF GEPATOCARCINOMAS  
FSBI «N.N. Blokhin RCRC» RAMS, Moscow 

 
Abstract 
 
LFA-1 and Mac-1 expression as well as serum cytokines IL-6 and IL-10 were investigated in males of inbred 

mice CBA genetically predisposal to spontaneous hepatocarcinomas. Correction of these parameters by multiphy-
toadaptogene administration was demonstrated. Datа obtained suggest the significance of enhancing the adhesive inter-
action between immune and cancer cells for immune escape tumors mechanism reduce. 

 
Key words: spontaneous hepatocarcinogenesis, leucocyte integrins, cytokines, multiphytoadaptogene. 

 
Введение 
 
Известно, что способность опухолевых кле-

ток к неконтролируемому росту, миграции, инвазии 
в окружающие ткани и образованию метастазов 
связана с нарушениями адгезивных взаимодейст-
вий клеток между собой или внеклеточным мат-
риксом [19; 23]. Многие современные авторы уде-
ляют большое внимание изучению рецепторов кле-
точной адгезии, их роли в процессе опухолеобразо-
вания, а также исследованию препаратов, обла-
дающих адгезиогенным эффектом. Таким образом, 
исследования молекул межклеточной адгезии на 
клеточных эффекторах иммунитета и возможности 
их коррекции являются актуальными. 

Нарушение адгезивных взаимодействий кле-
ток между собой и внеклеточным матриксом зна-
чимо в патогенезе злокачественного роста, усколь-
зании опухоли от иммунологического надзора, ин-
вазии и метастазировании [23]. На поверхности 
многих клеток присутствуют молекулы межкле-
точной адгезии (ICAM – intercellular adhesion mole-
cules). С одной стороны, они являются гистонеспе-
цифическими контактными молекулами интегра-
ции клеток в тканевых системах, с другой – служат 
лигандами для функционально гомологичных мо-
лекул лейкоцитарных интегринов в том числе LFA-1 
(CD11a/CD18) и Mac-1 (CD11b/CD18), обеспечи-
вающих адгезию между иммунными эффекторами 
и клетками-мишенями [11]. Недостаток гистонес-
пецифических молекул адгезии на мембранах опу-

холевых клеток индуцирует снижение экспрессии 
лейкоцитарных интегринов, что приводит к ослаб-
лению их взаимодействий, сводя к минимуму эли-
минацию клеток-мишеней естественными киллера-
ми, цитотоксическими лимфоцитами и др. В част-
ности, слабая экспрессия молекулы адгезии ICAM-
1 сопровождается подавлением иммунных функций 
и наоборот. Это вносит определенный вклад в «ус-
кользание» опухоли от иммунологического надзора 
[17; 20]. Существенной для реализации противо-
опухолевого эффекта представляется коррекция 
экспрессии лейкоцитарных интегринов [18]. 

Медиаторами взаимоотношений между им-
мунной системой и растущей опухолью являются 
цитокины. Многообразие биологических эффектов 
интерлейкинов, играющих существенную роль в 
пролиферации, дифференцировке, цитотоксичности 
иммунных клеток, межклеточных взаимодействиях, 
предполагает их участие в патологических процес-
сах, в том числе в развитии и метастазировании 
злокачественных новообразований [16; 21; 26]. 

Таким образом, особенности ингибирования 
цитолитических потенций иммунных эффекторов в 
отношении опухолевых клеток cвязаны не только с 
нарушением рецепторного ансамбля, отвечающего 
за формирование конъюгатов с клеточными мише-
нями, но и с обязательным цитокиновым сопрово-
ждением [1; 13; 25]. Вероятно, нарушение адгези-
онных механизмов с участием сигнальной реактив-
ности цитокинов при опухолевом процессе может 
нуждаться в соответствующей коррекции препара-
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тами с адгезиогенным действием. Интерес в данном 
аспекте представляют фитоадаптогены, которые 
регулируют межклеточную адгезию, являясь ин-
дукторами дифференцировки клеток, усиливают 
иммунологическую реактивность организма в от-
ношении опухолей и способствуют противоопухо-
левому эффекту [15; 22]. 

МФА представляет собой препарат на основе 
компонентов экстрактов сорока растений, вклю-
ченных в Госфармакопею РФ, в том числе, извест-
ных адаптогенов женьшеня, родиолы, элеутерокок-
ка, лимонника, заманихи и аралии [2]. Разработаны 
способы его биологической и химической стандар-
тизации [3; 10]. В предыдущих исследованиях по-
казаны антиоксидантные, антимутагенные, проти-
воопуховолевые, иммуномодулирующие свойства 
МФА [4–6].  

Целью проведенного исследования являлось 
изучение экспрессии лейкоцитарных интегринов 
LFA-1 и Mac-1 на иммуноцитах и сывороточного 
уровня IL-6 и IL-10 на примере мышей высокора-
ковой инбредной линии СВА, генетически пред-
расположенных к развитию спонтанных гепатокар-
цином, а также возможность коррекции этих пока-
зателей МФА. 

 
Материалы и методы 
 
Работу проводили на мышах-самцах высоко-

раковой инбредной линии СВА (сублиния СВА/Lac 
Y). Исходно мыши получены из ФГБУ «Научный 
центр биомедицинских технологий» РАМН, разве-
дение отдела лабораторных животных ФГБУ 
«РОНЦ им. Н.Н.Блохина» РАМН. Эта линия явля-
ется классической моделью генетической предрас-
положенности к опухолям печени с высоким рис-
ком их возникновения. Дистальная хромосома 1 в 
клетках этих мышей несет один и более генов, 
обеспечивающих предрасположенность к спонтан-
ному и химически индуцированному гепатоканце-
рогенезу [12]. Первые спонтанные гепатомы у мы-
шей-самцов линии СВА возникают, начиная с 6-
месячного возраста, и встречаются в 7 раз чаще, 
чем у самок [7; 8, 27]. В позднем онтогенезе, в воз-
расте 18–22 мес., в 100% случаев у самцов выявля-
ют гепатокарциномы [9; 27]. В нашей работе ис-
пользовано 170 мышей. Животных содержали в 
стандартных условиях вивария в соответствии с 
международными этическими нормами. Мыши 
контрольной группы получали в качестве питья 
только воду. Водой наполняли стандартные поил-
ки. Животные пили воду самостоятельно. Посколь-
ку препарат является водно-спиртовым экстрактом, 
мышам дополнительных контрольных групп в воду 
добавляли раствор этанола соответствующей кон-
центрации (3%) при разных режимах введения. Во 
всех контрольных группах были получены анало-
гичные результаты. Поэтому мы посчитали право-
мерным объединить эти данные в одну контроль-
ную группу (группа 1). Мышам группы 2 (профи-
лактическая) 10 %-ный раствор МФА добавляли в 
воду, которую получали самки, начиная с послед-
них сроков беременности до отъема детенышей в 
возрасте 1 месяца постнатального развития. Мы-
шам группы 3 (лечебная группа) в воду добавляли 
аналогичный раствор, начиная с возраста 6 мес. 
(курсами) до естественной гибели животного. Курс 
применения препарата – 2 недели, интервал между 
курсами – 2 недели. 

В каждой группе забивали 13–15 мышей в 
возрасте 4; 8; 22 мес. Относительное содержание 

лимфоцитов периферической крови животных с 
экспрессией лейкоцитарных интегринов LFA-1 
(СD11a+ лимфоциты, %), Mac-1 (CD11b+ лимфо-
циты, %) определяли методом непрямой иммуноф-
луоресценции с использованием наборов фирмы 
«BD Biosciences» (США). Реакцию учитывали на 
проточном цитофлуориметре FACScanto IIc («Bec-
ton Dickinson», США).  

Уровень цитокинов IL-6 и IL-10 в сыворотке 
крови мышей определяли методом твёрдофазного им-
муноферментного анализа с использованием наборов 
фирмы «Diaclone» (Франция). Полученные результаты 
анализировали с использованием статистических паке-
тов “STATISTICA” 6.0, ONE–WAY ANOVA. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Результаты работы показали (табл. 1), что у 

мышей линии СВА в возрасте 4 и 8 мес. относи-
тельное число лимфоцитов, экспрессирующих лей-
коцитарный интегрин LFA-1 (СD11a+ лимфоциты), 
в контрольной группе практически одинаково 
(47,82,6 % и 44,12,4 % соответственно). В воз-
расте 22 мес. этот показатель у животных снизился 
до 35,3±1,6 %. У мышей при профилактическом 
введении МФА (группа 2) изучаемый показатель к 
22 месяцам понизился до 40,71,9 %, статистически 
не значимо в сравнении с контролем. Лечебное 
введение препарата (группа 3) выявило достовер-
ное повышение данного показателя (42,32,9 %) в 
сравнении с контролем (см. табл. 1).  

В контрольной группе мышей количество 
лимфоцитов, экспрессирующих лейкоцитарный 
интегрин Mac-1 (CD11b+ лимфоциты) к 22-
месячному возрасту достоверно снизилось до 
7,81,0 %. У опытных мышей 2 группы изучаемый 
показатель снизился до 11,51,1 %. В 3 группе па-
раметр значимо превышал (12,81,7 %) уровень в 
контроле (табл. 2). 

Как следует из данных табл. 3, у контрольных 
животных концентрация IL-6 в сыворотке крови к 
22-месячному возрасту достоверно увеличилась до 
139,1±6,6 пг/мл. Во 2 группе у животных 
сывороточный уровень IL-6 также достоверно повы-
сился до 114,8±12,3 пг/мл, отставая от контроля в 
этот же период. Применение МФА в лечебном 
режиме не изменяло содержания IL-6 у животных к 
22 месяцам (111,4±10,5 пг/мл), которое значимо не 
достигало контрольных значений в этом возрасте.  

Сывороточная концентрация IL-10 в 
контроле к возрасту 22 мес. достоверно увеличи-
лась. При введении МФА в профилактическом 
режиме уровень IL-10 не достиг контрольных 
значений. В группе 3 содержание IL-10 достоверно 
ниже по сравнению с контролем (табл. 4). 

Полученные результаты показали, что у 
мышей-самцов высокораковой инбредной линии 
СВА в онтогенезе происходит снижение экспрес-
сии лейкоцитарных интегринов LFA-1 и Mac-1 на 
эффекторах иммунитета параллельно с повышени-
ем уровня IL-6 и IL-10 в сыворотке крови. Это мо-
жет быть связано с развитием спонтанного гепато-
канцерогенеза у этих животных, со старением или 
как с тем, так и с другим процессами. Применение 
МФА в профилактическом режиме, в раннем онто-
генезе, кратковременно, захватывая «критический» 
период развития ткани печени (7–10 дни), способ-
ствует долговременному увеличению числа 
CD11a+ и CD11b+ лимфоцитов, экспрессирующих 
соответственно молекулы LFA-1 и Mac-1, по срав-
нению с контрольными животными.  
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Таблиц а  1  
Воздействие мультифитоадаптогена на содержание CD11a+ лимфоцитов в сыворотке крови мышей 
высокораковой инбредной линии CВА 

CD 11a+ лимфоциты (%) Группы 4 мес 8 мес 22 мес р 

1. Контроль 47,82,6 44,12,4 35,41,6 
р4-8=0,31 
р8-2 =0,005 2
р4-22=0,0003 

2. Прием ФМ-40 в течение 1-го мес. 50,04,8 48,14,8 40,71,9 
р4-8=0,77 
р8-22=0,18 
р4-22=0,09 

3. Прием ФМ-40, начиная с 6-го мес. 46,63,5 47,13,8 42,32,9 
р4-8=0,93 
р8-22=0,33 
р4-22=0,36 

р 
р1-2=0,67 
р1-3=0,83 
р2-3=0,57 

р1-2=0,45 
р1-3=0,53 
р2-3=0,88 

р1-2=0,09 
р1-3=0,04 
р2-3=0,5 

– 

 
Таблиц а  2  

Воздействие мультифитоадаптогена на содержание CD11b+ лимфоцитов в сыворотке крови мышей 
высокораковой инбредной линии CВА 

CD 11b+ лимфоциты (%) Группы 
4 мес 8 мес 22 мес р 

1.Контроль 15,71,1 13,61,2 7,81,0 
р4- =0,21 8

р8-22=0,0008 
р4-22=0,0001 

2. Прием ФМ-40 в течение 1-го мес 19,22,0 17,51,9 11,51,1 
р4-8=0,54 
р8-22=0,013 
р4-22=0,003 

3. Прием ФМ-40, начиная с 6-го мес 16,42,0 20,32,0 12,81,7 
р4-8=0,18 
р -22=0,010 8
р4-22=0,18 

р 
р1-2=0,10 
р1-3=0,77 
р2-3=0,16 

р1-2=0,10 
р1-3=0,01 
р2-3=0,4 

р1-2=0,05 
р1-3=0,01 
р2-3=0,3 

– 

 
Таблиц а  3  

Уровень IL-6 в сыворотке крови мышей высокораковой инбредной линии СВА при воздействии мультифитоадаптогена 
IL-6 (пг/мл) Группы 4 мес 8 мес 22 мес р 

1.Контроль 80,9±4,1 88,5±4,3 139,1±6,6 
р4-8=0,21 
р4-22=0,001 
р8-22=0,001 

2. Прием ФМ-40 в течение 1-го мес 78,7±6,9 80,5±7,53 114,8±12,3 
р4-8=0,85 
р4-22=0,02 
Р8-22=0,03 

3. Прием ФМ-40, начиная с 6-го мес 82,9±6,0 84,1±5,9 111,4±10,5 
р4-8=0,89 
р4-22=0,04 
Р8-22=0,03 

р  
р1-2=0,78 
р1-3=0,80 
р2-3=0,64 

р1-2=0,40 
р1-3=0,58 
р2-3=0,70 

р1-2=0,05 
р1-3=0,03 
р2-3=0,83 

– 

 
Таблиц а  4  

Уровень IL-10 в сыворотке крови мышей высокораковой инбредной линии СВА при воздействии мультифитоадаптогена 
IL-10 (пг/мл) Возраст 4 мес 8 мес 22 мес р 

1.Контроль 24,8±2,0 31,8±2,7 60,9±3,9 
р4-8=0,40 
р4-22=0,001 
р8-22=0,001 

2. Прием ФМ-40 в течение 1-го мес 20,2±2,7 25,1±3,4 46,8±5,3 
р4-8=0,27 
р4-22=0,004 
р8-22=0,003 

3.Прием ФМ-40, начиная с 6-го мес 21,5±3,4 22,7±2,7 45,1±5,6 
р4-8=0,77 
р4-22=0,001 
р8-22=0,001 

р 
р1-2=0,26 
р1-3=0,52 
р2-3=0,61 

р1-2=0,21 
р1-3=0,047 
р2-3=0,45 

р1-2=0,07 
р1-3=0,04 
р2-3=0,82 
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Последнее сопровождается снижением со-
держания IL-6 и IL-10. Применение препарата в 
лечебном режиме, минуя «критический» период 
дифференцировки ткани печени, долговременно, 
кардинально не меняет эффектов, полученных при 
профилактическом введении МФА. Усиление экс-
прессии лейкоцитарных интегринов на иммуноци-
тах может активизировать образование конъюгатов 
с опухолевыми клетками, что согласуется с подав-
лением уровней IL-6 и IL-10 [14; 24]. Последнее, 
вероятно, способствует ослаблению образования 
противоопухолевых антител, блокирующих анти-
гены опухолевых клеток и, следовательно, рецеп-
торы эффекторов иммунитета [21], а также сниже-
нию ингибирования экспрессии в том числе моле-
кул адгезии ICAM-1 на клетках-мишенях [22]. При 
этом может происходить миграция, накопление 
иммунных эффекторов и их контактирование с 
опухолевыми клетками в патологическом узле. В 
этом случае, во-первых, в клетки опухоли могут 
проникать факторы разрушения, в том числе про-
теиназы, лимфотоксины и реактивные интермедиа-
ты кислорода, азота, водорода. Во-вторых, в дан-
ных условиях возможна активизации FasAPO1-
антигена (рецептора апоптоза), запускающего ме-
ханизм «самоубийтва» клетки [23]. 

Следует также отметить, что усиление экс-
прессии лейкоцитарных интегринов на эффекторах 
иммунитета, снижение уровня интерлейкинов –6 и  

–10 в сыворотке крови в данном эксперименте со-
провождалось признаками лимфоцитарной ин-
фильтрации и деструкции опухолевых узлов в пе-
чени мышей опытных групп, снижением уровня 
спонтанных гепатокарцином, лучшим соматиче-
ским состоянием животных и повышением их вы-
живаемости (неопубликованные данные).  

 
Заключение 
 
Снижение экспрессии лейкоцитарных интег-

ринов LFA-1 и Mac-1 на лимфоцитах параллельно с 
повышением уровня IL-6 и IL-10 в сыворотке крови 
у высокораковых самцов мышей линии СВА в он-
тогенезе может быть связано с развитием спонтан-
ных гепатокарцином, со старением или как с тем, 
так и с другим процессами. 

На основании полученных результатов мож-
но полагать, что коррекция экспрессии лейкоци-
тарных интегринов LFA-1 и Mac-1 на эффекторах 
иммунитета и сывороточного уровня IL-6 и IL-10 
может иметь значение при сдерживании ускольза-
ния опухоли от иммунологического надзора для 
осуществления киллинга опухолевых клеток эф-
фекторами иммунитета, участвующего в противо-
опухолевых реакциях организма. Вместе с тем 
нельзя отказываться от предположения, что ука-
занная коррекция играет определенную роль в за-
медлении процессов старения организма. 
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Резюме 
 
Исследовано влияние синтетических пептидных агонистов соматостатина как в обычной, так и в пролон-

гированной формах на перевиваемые опухоли мышей: рак шейки матки, эпидермоидную карциному лёгкого 
Льюис и аденокарциному молочной железы (Ca-755).  
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Abstract 
 
Investigated the antitumor activity of synthetic peptide somatostatin agonists on models of transplanted tumors 

in mice: cervical cancer, Lewis lung epidermoid carcinoma and mammary adenocarcinoma (Ca-755) as in the ordinary 
and in the long-acting forms. 

 
Key words: somatostatine agonists, antitumor activity, synthetic peptides. 

 
Введение 
 
Нейроэндокринные опухоли органов брюш-

ной полости и забрюшинной клетчатки, включая и 
карциноидные опухоли, являются сравнительно 
распространёнными. Их частота составляет 25–50 
новых наблюдений на 1 млн. населения в год. Еже-
годная смертность при этих заболеваниях составля-
ет до 30 % от числа выявленных больных [2; 6; 7].  

Вследствие своего взаимодействия с сомато-
статиновыми рецепторами опухоли агонисты сома-
тостатина (как, например, Октреотид) подавляют 
секрецию гормонов и оказывают антипролифера-
тивное действие. На основании такого механизма 
действия эти вещества не только уменьшают сим-
птомы, связанные с гормональной активностью 
опухоли, но и замедляют или останавливают ее 
рост [3; 8; 9]. 

Проведённые ранее исследования цитоток-
сической активности [1] пептидных агонистов со-
матостатина, содержащих фрагмент -Cys-Phe-D-
Trp-Lys-Thr-, на клеточных линиях опухолей чело-
века, экспрессирующих рецепторы соматостатина: 
карциномы простаты человека LNCap, LNCap-LN3, 
LNCap-clon FGC и нейробластома человека SH-
SY5Y, показали достоверно значимое антипроли-
феративное действие.  

Поэтому было решено проверить их проти-
воопухолевую активность на перевиваемых опухо-
лях мышей в двух лекарственных формах: в виде 
раствора и пролонгированной (депо) форме.  

Материалы и методы 
 
ПГ-46 (H-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-OMe) синте-

зирован известным ранее методом [5], синтез ПГ-114 
(H-Cys(Acm)-Phe-D-Trp-Lys-Thr-OMe диацетат) осу-
ществлён по [1], Октреотид, чистотой 99,5%+, синте-
зирован на ЗАО «Фарм-Синтез» (г. Москва). 

Все пептиды применялись в двух лекарст-
венных формах: депо (в растворе маннита) и в виде 
раствора (в физ. р-ре) на перевиваемых опухолях 
мышей: РШМ-5, LLC и аденокарциноме молочной 
железы Ca-755. Лечение проводили через 48 ч по-
сле перевивки опухоли. Путь и режимы введения, 
дозы указаны в таблицах. 

Критериями оценки противоопухолевого эф-
фекта служили: ТРО, % и увеличение продолжитель-
ности жизни (Т/С, %). Минимальные критерии актив-
ности – торможение роста опухоли ≥50 %, увеличе-
ние продолжительности жизни ≥25 %. 

Переносимость препаратов оценивали по 
ранней гибели мышей по сравнению с контроль-
ными животными и состоянию внутренних органов 
животных (масса селезенки), изменению массы 
тела по сравнению с исходной. 

Статистическая значимость противоопухо-
левого эффекта по отношению к нелеченному кон-
тролю определялась по методу Фишера-Стьюдента. 
Различия между сравниваемыми группами счита-
лись статистически достоверными при р<0,05. 

Группы формировались с учетом получения 
статистически достоверных результатов: контроль-
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ная группа состояла не менее чем из 10 мышей, 
опытная группа – из 8–10 животных. Опыты на 
каждой модели повторяли дважды. 

Депо формы пептидов (микросферы 10–90 
микрон) были изготовлены методом двойной эмуль-
сии. К раствору пептида в воде добавляют раствор 
полимера RG503H (poly-d,l-lactide-co-glycolide) в 
хлористом метилене. Смесь гомогенезируют и вы-
ливают в раствор стабилизатора эмульсии (раствор 
натриевой соли карбоксиметилцеллюлозы и манита 
в воде). Перемешивают до получения устойчивой 
эмульсии и выливают её в водный раствор твина-80. 
Продолжают перемешивание до полного испарения 
хлористого метилена. Центрифугируют образую-
щиеся микросферы, просеивают через сита 90 мик-
рон, промывают водой для отмывания стабилизатора 
эмульсии, снова центрифугируют и лиофилизируют. 
Получают микросферы с содержанием 30 мг пепти-
да в 1 г микросфер. 

 
Результаты и обсуждение 

 
Данные представленные в табл. 1 показыва-

ют, что на РШМ-5 противоопухолевая эффектив-
ность аналогов соматостатина ПГ-46 и Октреотида в 
депо-форме в дозе 4 мг/кг (доза соответствует 20 мг 
при пересчете дозы для человека) при внутримы-
шечном введении ниже минимального критерия 
противоопухолевой активности по ТРО [4]. В то же 
время ПГ-114 в депо-форме в дозе 4 мг/кг вызывал 
кратковременный статистически значимый противо-
опухолевый эффект – торможение роста РШМ-5 на 
3 день после введения препарата составляло 69 %, а 
к 10 дню снижалось уже до 48 %. 

На РШМ-5 при увеличении вводимой внут-
римышечно однократно дозы депо-формы до 50 
мг/кг противоопухолевая активность выявлена у 
ПГ-46 и составляет 60 % ТРО на 3 день после вве-
дения препарата (табл. 2). Терапевтический эффект 
снижался к 9 дню после проведения лечения до 43 
% ТРО. ПГ-114 в депо-форме на 3 день после вве-
дения препарата тормозил рост РШМ-5 на 52 % 
(р>0,05), но к 9 дню противоопухолевый эффект 
повысился до 65 % ТРО и становится статистиче-
ски значимым (р=0,05). Однако к 16 дню противо-
опухолевая активность ПГ-114 снижается до 31 % 
ТРО. Тогда как у Октреотида в депо-форме при 
повышении вводимой дозы до 50 мг/кг терапевти-
ческий эффект оставался ниже минимального кри-
терия противоопухолевой активности по ТРО. ПГ-
114 в физиологическом растворе в дозе 10 мг/кг 
при введении внутримышечно 5 раз с интервалом в 
7 дней, на 3 день после первого введения препара-
та, оказывал терапевтический эффект практически 
равный минимальному критерию противоопухоле-
вой активности (ТРО=49 %). Растворитель манит не 
проявлял противоопухолевого действия, а следова-
тельно не влиял на эффективность аналогов гипо-
таламического гормона соматостатина. 

При изучении противоопухолевой активности 
аналогов гипоталамического гормона соматостатина в 
разных лекарственных дозах и при разных путях вве-
дения на LLC было показано, что только ПГ-114 рас-
творимый в воде при подкожном и внутримышечном 
введении проявлял статистически значимый противо-
опухолевый эффект (табл. 3). Так, непосредственно 
после окончания ежедневного подкожного введения 
препарата в течение 5 дней, на 7 день после перевив-
ки опухоли ТРО составляло 79 %, к 13 дню опыта 
ТРО снижалось до 50 %, а к 17 дню до 39 %. Однако 
следует отметить, что даже ТРО=39 % статистически 

значимое. ПГ-114 растворимый в воде при внутри-
мышечном введении проявлял более слабый, но ста-
тистически значимый противоопухолевый эффект 
только на 7 день после перевивки опухоли – ТРО со-
ставляло 56 %. ПГ-114 в депо-форме на LLC не про-
являл противоопухолевой активности как при разных 
режимах, так и путях введения. Отсутствие эффек-
тивности Октреотида в депо-форме свидетельствует о 
низкой экспрессии или отсутствии Рц (1,3,5) сомато-
статина, с которыми препарат должен был связаться в 
клетках перевиваемых опухолях РШМ-5 и LLC. 

Изучение противоопухолевой активности на 
Са-755 аналогов гипоталамического гормона сомато-
статина в растворимой в воде форме при ежедневном 
подкожном введении в течение 5 дней в дозе 10 мг/кг 
показало, что ПГ-46 проявляет слабое противоопухо-
левое действие равное 52 % ТРО. В то же время Ок-
треотид в той же лекарственной форме и при том же 
пути введения оказывал длительное в течение 10 дней 
статистически значимое противоопухолевое действие. 
ПГ-114 в растворимой форме на Са-755 не проявлял 
противоопухолевого действия.  

 
Выводы 

 
1. В результате проведенных исследований 

установлено, что спектр противоопухо-
левого действия на изученных переви-
ваемых моделях опухолевого роста мы-
шей 3 пептидных агонистов гормона со-
матостатина различается. Так, ПГ-46 в 
депо-форме в дозе 50 мг/кг проявляет 
кратковременный статистически значи-
мый противоопухолевый эффект равный 
60 % ТРО на РШМ-5 на 3 день после 
введения препарата. Кроме того, в рас-
творимой в воде лекарственной форме 
при ежедневном подкожном введении в 
течение 5 дней в дозе 10 мг/кг ПГ-46 
проявляет слабое противоопухолевое 
действие равное 52 % ТРО на Са-755.  

2. Установлено, что ПГ-114 в депо-форме 
оказывает кратковременный противоопу-
холевый эффект на РШМ-5 в дозе 4 мг/кг 
на 3 день после введения препарата (69 % 
ТРО), а в дозе 50 мг/кг более длительный 
на 3 и 9 дни после лечения (52 % и 65 % 
ТРО). Максимальный статистически зна-
чимый терапевтический эффект наблюда-
ется на 9 день после введения препарата и 
составляет 65 % ТРО.  

3. Показано, что на LLC в растворимой в 
воде форме ПГ-114 при подкожном вве-
дении в течение 5 дней вызывает стати-
стически значимый противоопухолевый 
эффект в течение 10 дней: 79 % – 50 % – 
39 %, однако при этом не вызывает уве-
личения продолжительности жизни опыт-
ных мышей по сравнению с контрольны-
ми животными. 

4. Установлено, что Октреотид проявляет 
статистически значимый противоопухо-
левый эффект в течение 10 дней только 
на Са-755 в растворимой лекарственной 
форме при ежедневном подкожном вве-
дении в течение 5 дней в дозе 10 мг/кг, 
ТРО составляет 48–67 %. Максимальное 
противоопухолевое действие препарат 
оказывает на 10 день после перевивки 
опухоли (на 4 день после окончания вве-
дения препарата) равное 67 % ТРО. 



59  ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ЭФФЕКТ СИНТЕТИЧЕСКИХ ПЕПТИДНЫХ…

Таблиц а  1  
Терапевтическая эффективность аналогов гипоталамического гормона соматостатина в депо-форме в дозе 4 
мг/кг на РШМ-5 

ТРО, % (дни после введения препаратов) Препарат 3 10 17 
СПЖ, 
дни Т/С, % 

Контроль – – – 26,3 ± 3,6 – 
ПГ-46 46 16 9 25,8 ± 2,6 98 
ПГ-114 69* 48 25 25,8 ± 2,4 98 

Октреотид 36 25 9 24,5± 3,1 93 
Маннит 1 18 10 25,3 ± 2,8 98 

*р = 0,05 по отношению к контролю 
 

Таблиц а  2  
Терапевтическая эффективность аналогов гипоталамического гормона соматостатина в разных лекарственных 
формах на РШМ-5 

ТРО,% (дни после введения  
препаратов) Препарат Доза (мг/кг) × 

n введений 3 9 16 

СПЖ, 
дни 

Т/С, 
% 

Контроль – – – – 22,6 ± 3,7 – 

ПГ-46 депо-форма 50 × 1 60* 43 0 22,1 ± 3,6 100 

ПГ-114 депо-форма 50 × 1 52 65* 31 22,5 ± 2,6 100 
ПГ-114 в физ.растворе 10/24 × 5 49 47 16 23,1 ± 3,2 95 
Октреотид депо-форма 50 × 1 45 20 +6 21,9 ± 2,3 100 

Маннит 0,1 мл × 1 5 12 +2 21,8 ± 2,1 100 
*р < 0,05 по отношению к контролю 

 
Таблиц а  3  

Терапевтическая эффективность аналогов гипоталамического гормона соматостатина в разных лекарственных 
дозах и при разных путях введения на LLC 

ТРО, % (дни после перевивки  
опухоли) Препарат Режим  

введения 
Путь  

введения 7 13 17 22 
СПЖ, дни Т/С, % 

Контроль – – – – – – 40,0 ± 2,6 – 
50 × 1 в/м 5 11 9 3 38,3 ± 5,4 96 
50 × 1 п/к 15 3 10 6 39,0 ± 2,7 97 ПГ-114 

депо-форма 
25 × 2** в/м +13 13 16 6 35,8 ± 2,7 89 
10/24 × 5 в/м 56* 11 17 5 38,8 ± 4,7 97 ПГ-114 

растворимый 10/24 × 5 п/к 79* 50* 39* 24 40,3 ± 2,9 101 
50 × 1 в/м +15 4 6 +4 37,6 ± 5,9 96 
50 × 1 п/к 5 36 16 +4 40,6 ± 4,2 102 Октреотид 

депо-форма 
25 × 2** в/м +36 24 14 +7 39,0 ± 4,0 97 

*р < 0,05 по отношению к контролю; 
**двукратное введение с интервалом 7 дней. 

 
Таблиц а  4  

Терапевтическая эффективность аналогов гипоталамического гормона соматостатина в растворимой форме при 
ежедневном подкожном введении в течение 5 дней в дозе 10 мг/кг на Са-755 

ТРО,% (дни после перевивки опухоли) Препарат 7 10 13 17 20 
СПЖ 
(дни) 

Т/С, 
% 

Контроль – – – – – 20,6 ± 4,6 – 
ПГ-46 (мономер) 26 52* 31 28 14 22,4 ± 5,9 109 
ПГ-46 (димер) 0 11 33 40 49 20,4 ± 2,4 100 

ПГ-114 19 37 37 44 20 17,5 ± 2,6 95 
Октреотид 48* 67* 58* *63 47 23,6 ± 7,4 114 

*р < 0,05 по отношению к контролю 
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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

 
РШМ-5   – рак шейки матки  
LLC   – карцинома лёгкого Льюис  
ТРО   – торможение роста опухоли  

 
 
О.А. Бочарова, В.А. Ильенко, Р.В. Карпова, Е.В. Бочаров, А.Ю. Барышников 
ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ ЖИЗНИ МЫШЕЙ ВЫСОКОРАКОВОЙ ЛИНИИ СВА УВЕЛИЧИВАЕТСЯ 
ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ ФИТОАДАПТОГЕНА В ПРОФИЛАКТИЧЕСКОМ РЕЖИМЕ  
ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» РАМН, Москва 
Задача исследования. Оценить влияние комплексного фитоадаптогена при профилактическом применении на 
продолжительности жизни мышей линии СВА, наследственно предрасположенных к развитию гепатокарцином. 
Материалы и методы. Фитомикс-40 – стандартизованный препарат, включающий компоненты 40 раститель-
ных экстрактов; обладает иммуномодулирующим, адгезиогенным, интерфероногенным, антимутагенным, ан-
тиоксидантным, радиопротекторным эффектами. В работе использовали 140 мышей линии СВА: 1 группа 
(n=70) – контрольная, мыши получали в качестве питья воду; 2 группа (n=70) – опытная, мыши получали фито-
микс-40 с питьевой водой в профилактическом режиме в течение 1-го месяца постнатального развития, вклю-
чая критический период дифференцировки ткани печени. Среднюю продолжительность жизни (СПЖ) и медиа-
ну выживаемости определяли по методу Каплан-Мейера.  
Результаты. СПЖ мышей контрольной группы в среднем не достигала 22 месяцев. Медиана выживаемости мышей 
контрольной группы составила 21,1 месяц. Профилактическое применение фитомикса-40 способствовало удлине-
нию жизни опытных мышей на 14,5 % (р≤0,001). Медиана выживаемости при этом повысилась на 23 % и составила 
25,9 месяцев. Ни одно животное контрольной группы не пережило 1000 дней. В опытной группе указанный срок 
(около 33 месяцев) пережило 2 мыши (р≤0,001). Повышение выживаемости мышей опытных групп сопровождалось 
увеличением экспрессии лейкоцитарных интегринов LFA-1 и Mac-1, снижением сывороточного уровня интерлейки-
нов-6 и -10, уменьшением частоты возникновения гепатом, лучшим соматическим состоянием животных.  
Выводы. Профилактическое введение комплексного фитоадаптогена с адгезиогенным действием при спонтан-
ном канцерогенезе увеличивает выживаемость экспериментальных животных; полученные результаты могут 
быть перспективны для разработки способа профилактики опухолей, возникающих при соответствующей гене-
тической предрасположенности. 

 
Р.В. Карпова, О.А. Бочарова, В.А. Ильенко, Е.В. Бочаров, А.Ю. Барышников 
ЛИМФОЦИТАРНАЯ ИНФИЛЬТРАЦИЯ ОПУХОЛЕЙ ПЕЧЕНИ МЫШЕЙ  
ВЫСОКОРАКОВОЙ ЛИНИИ СВА  
ПРИ ПРОФИЛАКТИЧЕСКОМ ВОЗДЕЙСТВИИ ФИТОАДАПТОГЕНА  
ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» РАМН, Москва 
Задача исследования. Оценить морфологические изменения в ткани печени мышей линии СВА, наследственно 
предрасположенных к спонтанному гепатоканцерогенезу, при профилактическом применении комплексного 
фитоадаптогена фитомикса-40. 
Материалы и методы. Фитомикс-40 – стандартизованный препарат, включающий компоненты 40 раститель-
ных экстрактов; обладает иммуномодулирующим, адгезиогенным, интерфероногенным, антимутагенным, ан-
тиоксидантным, радиопротекторным эффектами. В работе использовали 140 мышей-самцов линии СВА: 1 
группа (n=70) – контрольная, мыши получали в качестве питья воду; 2 группа (n=70) – опытная, мыши получа-
ли фитомикс-40 с питьевой водой в профилактическом режиме в течение 1-го месяца постнатального развития, 
включая критический период дифференцировки ткани печени. Гистологическое исследование печени кон-
трольных и опытных животных проводили на парафиновых срезах, окрашенных гематоксилином и эозином.  
Результаты. В возрасте 4 месяцев у мышей контрольной и опытной группы опухоли обнаружены не были. В 
возрасте 8 месяцев у 10 % контрольных животных выявлены трабекулярные гепатокарциномы умеренной диф-
ференцировки. В возрасте 22 месяцев у всех мышей контрольной группы и у 69,2 % мышей опытной группы 
микроскопически обнаружены умеренно- и низкодифференцированные трабекулярные и трабекулярно-
ацинарные гепатокарциномы, т.е. опухоли смешанного строения. Вместе с тем в спонтанных гепатокарциномах 
мышей опытной группы выявлена выраженная лимфоцитарная инфильтрация опухолей и признаки деструкции. 
В печени мышей контрольной группы инфильтрации опухоли лимфоцитами не наблюдали. Лимфоцитарная 
инфильтрация и деструкция опухолей опытных животных сопровождалась повышением экспрессии лейкоци-
тарных интегринов LFA-1 и Mac-1 на эффекторах иммунитета. При этом у опытных животных наблюдали сни-
жение частоты и размера опухолей, а также повышение продолжительности жизни.  
Выводы. Выявление лимфоцитарной инфильтрации и деструкции опухолевых участков в печени животных 
при профилактическом применении фитоадаптогена является благоприятным прогностическим фактором тече-
ния опухолевого процесса.  
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Резюме 
 
Цель исследования – дать сравнительную характеристику показателей клеточного звена иммунной сис-

темы при специфической и комбинированной иммунотерапии больных раком шейки матки. 
Обследованы 76 больных РШМ, подвергавшихся сочетанной лучевой терапии и иммунотерапии. В груп-

пе сравнения (40 пациенток) осуществлена активация лимфоцитов in vitro путем инкубации с опухолевым анти-
геном и интерлейкином-2.  

В основной группе (36 больных) данный метод иммунотерапии дополнен системным применением рон-
колейкина и  ФлогэнзимTMа. Определялись показатели клеточного иммунитета, включая содержание Т-
киллеров и натуральных киллеров в периферической крови. 

Полученные данные свидетельствуют о значимом по ряду показателей превышении результатов коррек-
ции нарушений со стороны клеточного звена иммунной системы в основной группе, при сочетанной иммуноте-
рапии. Особенно обращает на себя внимание превышение содержания клеток с киллерной активностью, обес-
печивающих эффективный противоопухолевый иммунный ответ. 

 
Ключевые слова: рак шейки матки; иммунотерапия; клеточный противоопухолевый иммунитет. 
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Abstract 
 
Research objective is to give the comparative characteristic of indicators of a cellular link of immune system at 

the specific and combined immunotherapy of patients with cervical cancer. 
Are surveyed 76 patients with cervical cancer which were exposed to combined radiation therapy and an immu-

notherapy. Activation of lymphocytes of in vitro by an incubation way with a tumoral anti-gene and interleykinom-2 is 
carried out in the group of comparison (40 patients).  

In the main group (36 patients) this method of an immunotherapy is added with system application of Ronco-
leukin and Flogenzim. Indicators of cellular immunity were defined, including the maintenance of T-killers and natural 
killers in peripheral blood. 

The obtained data testify about significant on a number of indicators excess of results of correction of violations 
from a cellular link of immune system in the main group, at a combined immunotherapy. Especially attracts attention 
excess of the maintenance of cages with the killer’s activity, providing the effective antineoplastic immune reaction. 

 
Keywords: cervical cancer; immune therapy; cell antitumor immunity. 

 
Введение 
 
Иммунотерапия в течение последних три-

дцати лет стала неотъемлемым компонентом лече-
ния ряда злокачественных новообразований. В то 
же время, весь комплекс разработанных способов и 
подходов до настоящего времени не обеспечивает 
достаточного лечебного эффекта в отношении 
большого числа форм новообразований [2; 8]. 
Лишь в минимальной степени проведены экспери-
ментальные и клинические работы по иммунотера-
пии РШМ [7], а в нашей стране это направление не 
развивалось вовсе. 

«Субъектом» иммунотерапии, проводимой в 
любых формах и вариантах, остаются иммуноком-
петентные клетки, обладающие киллерной и хел-
перной активностью [1; 3]. Методы воздействия на 
них предусматривают активацию с помощью вак-

цин, факторов межклеточного взаимодействия, 
других ауто- и аллогенных стимуляторов пролифе-
рации, дифференцировки, физических факторов и 
т.д. [4; 6]. Вероятно, наиболее эффективным под-
ходом в этом плане могло бы являться использова-
ние комплекса иммуностимулирующих факторов, 
включающего опухолевый антиген в той или иной 
форме, интерлейкины, стимулирующие дифферен-
цировку [4; 5]. Причем применение последнего 
подхода оправдано как при использовании версии 
LAK-терапии со стимуляцией in vitro, так и сис-
темным введением цитокинов. 

Дополнительная активация неспецифических 
механизмов иммунитета, повышение доступности 
опухолевых антигенов за счет увеличения протео-
литической активности сыворотки крови также 
считается перспективным и адекватным направле-
нием в комплексной иммунотерапии. 
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Цель исследования – дать сравнительную 
характеристику показателей клеточного звена им-
мунной системы при специфической и сочетанной 
иммунотерапии больных раком шейки матки. 

 
Материалы и методы 
 
В клинических условиях (Региональный он-

кологический диспансер, г. Семей, Городской он-
кологический диспансер, г. Астана, Республика 
Казахстан) обследованы 76 больных РШМ, подвер-
гавшихся консервативному (базисному) лечению 
(сочетанной лучевой терапии – СЛТ). На фоне лу-
чевого лечения осуществлена иммунотерапия в 
двух вариантах. Первый (группа сравнения) преду-
сматривал реинфузию аутолимфоцитов, подвер-
гавшихся in vitro инкубации с опухолевым антиге-
ном (гомогенат аутологичной опухолевой ткани) и 
интерлейкином-2. При втором варианте (основная 
группа) вышеуказанный метод иммунотерапии был 
дополнен системным применением препарата ин-
терлейкина-2 (Ронколейкин) и средства из группы 
системных энзимов ( ФлогэнзимTM).  

Специфическую иммунотерапию осуществ-
лялась следующим образом. У пациента проводили 
забор 50 мл нативной венозной крови. Для предот-
вращения свертывания непосредственно после взя-
тия добавляли гепарин. Выделение лейкоцитов 
осуществляли из крови путем центрифугирования 
на градиенте фикол-верографин (плотность 1,076) 
раздельно в 5 пробирках по 10 мл. Полученные на 
градиенте лейкоциты снимали пипеткой и перено-
сили в общую пробирку с питательной средой (рас-
твор Хенкса или среда 199), далее повторно выде-
ляли на аналогичном градиенте плотности в одной 
пробирке. Снятые с градиента плотности лейкоци-
ты ресуспедировали в питательной среде объемом 
10 мл. В среду добавляли 10000 МЕ IL-2 (ронко-
лейкин 0,01 мг) и инкубировали в термостате при 
37 °С в течении 6 ч. 

Биопсийный материал злокачественного но-
вообразования в объеме 2–3 мл разводили в 10 мл 
дистиллированной воды и гомогенизировали 500 Вт 
ультразвуковым гомогенизатором (Cole Parmer, 
США) в течение 15 минут, что гарантировало пол-
ное разрушение клеточных элементов при сохране-
нии основных белковых антигенных детерминантов. 
Для исключения попадания неразрушенных клеток в 
среду инкубации и далее в организм материал под-
вергали фильтрации (фильтры NucleoSpin, Macherey-
Nagel, Германия) с последующим осаждением на 
ультрацентрифуге (10000 g в течение 10 мин.).  

Полученный гомогенат добавляли к инкуби-
рованным лейкоцитам в количестве 1 мл на 5 мл 
питательной среды с лейкоцитами и инкубировали 
далее 12 ч при 37 °С. Взвесь лейкоцитов после ин-
кубации разделяли на порции по 5 мл и выделяли 
на градиенте фикол-верографин, трижды ресуспен-
дировали в аналогичной питательной среде, окон-
чательно выделяли и вводили в организм реципи-
ента путем внутривенной инъекции. 

В качестве АИТ применялся  ФлогэнзимTM 

(по схеме: 5 таблеток 3 раза в день в течение 3 су-
ток, 4 таблетки 3 раза в день в течение 7 суток (доза 
насыщения) и далее по 3 таблетки 3 раза в день до 
1 месяца) и ронколейкин (в дозе 200000–250000 
МЕ/кг в течение 4 недель через 2 суток внутривен-
но капельно в 400 мл физиологического раствора 
(продолжительность инфузии 4 ч) при пребывании 
пациентов в условиях стационара или в той же дозе 
подкожно в 2 мл физиологического раствора при 

лечении в амбулаторных условиях). Применение 
методики иммунотерапии было одобрено решени-
ем этической комиссии научно-клинического отде-
ла Государственного медицинского университета г. 
Семей (№76 от 20.05.2009 г.) и этического комите-
та АО «Медицинский университет «Астана»» (№12 
от 17.03.2010 г.).  

В группу сравнения были включены 40 па-
циенток (по 20 с IIВ стадией – Т2бN0M0 и III стади-
ей – Т1–2N1М0, T3N0–1M0), получавшие сочетанную 
лучевую терапию (СЛТ) и специфическую иммуно-
терапию(СИТ). В основную группу соответственно 
включены 19 и 17 больных, получавшие СЛТ, СИТ 
и АИТ. 

Критерии включения больных в исследование:  
 наличие РШМ IIB и III ст. при первич-

ном обследовании;  
 возраст от 30 до 70 лет;  
 осуществление хирургического лечения 

и/или сочетанной лучевой терапии в ка-
честве основного лечения;  

 наличие информированного согласия 
пациенток на проведение комбиниро-
ванного лечения, включающего специ-
фическую иммунотерапию и иммуномо-
дулирующую терапию, а также на ано-
нимное использование полученных дан-
ных в рамках научного исследования.  

Критерии исключения:  
 отсутствие информированного согласия 

пациентки или отказ от участия в иссле-
довании на любом этапе кроме послед-
него (обобщение обработанной инфор-
мации);  

 наличие тяжелых сопутствующих сома-
тических и системных заболеваний; 

 летальный исход до завершения курса 
лечения. 

Определяли число общих Т-лимфоцитов и в 
зависимости от кластеров дифференцировки: CD3+ 
зрелые Т-лимфоциты (Beckman Coulter, №А07746); 
CD3+CD4+ Т-хелперы (Beckman Coulter, №А07750); 
CD3-CD56+CD16+ натуральные киллеры (Beckman 
Coulter, №А07735); CD3+CD56+CD16+ Т-киллеры 
(Beckman Coulter, №А07415) методом ИФА на про-
точном цитометре Beckman Coulter. 

При анализе клинических данных использо-
ваны параметрические и непараметрические мето-
ды. Сравнение количественных признаков прово-
дилось с помощью критерия Стьюдента. Ограниче-
ния использования данного метода включали ана-
лиз распределения по критерию Колмогорова-
Смирнова, а также несоблюдение равенства дис-
персий числовых рядов. 

При несоблюдении критериев применимости 
параметрических методов использован непараметри-
ческий метод анализа в независимых выборках по 
критерию Манна-Уитни. Граничным уровнем стати-
стической значимости различий принимался p<0,05. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Основные результаты иммунотерапии в на-

стоящем исследовании представлены в табл. 1–2. 
В основной группе и группе сравнения не 

было существенных различий показателей содер-
жания общих лимфоцитов. Аналогично, не было 
существенных различий с контрольной группой по 
абсолютному содержанию в крови CD3+ клеток, 
причём данный показатель был выше в основной 
группе, чем в группе сравнения на 20,2 % (р<0,05).  
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Таблиц а  1  
Особенности показателей клеточного звена иммунитета у больных РШМ IIB ст. при проведении иммунотерапии 

Больные РШМ IIB ст. Показатели Контрольная группа, n=45 группа сравнения, n=20 основная группа, n=19 
Лимфоциты общ., ×109/л 2,10±0,09 1,93±0,09 2,12±0,09 

CD3+, ×109/л 1,45±0,06 1,14±0,05* 1,37±0,06** 
CD3+,% 69,0±2,4 59,1±2,3* 64,6±2,5 

CD3+CD4+, ×109/л 0,89±0,05 0,81±0,05 0,94±0,05 
CD3+CD4+,% 42,4±1,9 42,0±2,1 44,3±2,1 

CD3-CD56+CD16+, ×109/л 0,17±0,01 0,15±0,01 0,20±0,01*, ** 
CD3-CD56+CD16+, % 8,1±0,5 7,8±0,5 9,4±0,5 

CD3+CD56+CD16+, ×109/л 0,11±0,01 0,07±0,01* 0,10±0,01** 
CD3+CD56+CD16+, % 5,3±0,4 3,7±0,3* 4,7±0,3** 

*различия с показателем контрольной группы статистически значимы, p<0,05; 
**различия с показателем группы сравнения статистически значимы, p<0,05. 

 
Таблиц а  2  

Особенности показателей клеточного звена иммунитета у больных РШМ III ст. при проведении иммунотерапии 
Больные РШМ III ст. Показатели Контрольная группа, n=45 группа сравнения, n=20 основная группа, n=17 

Лимфоциты общ., ×109/л 2,10±0,09 1,57±0,09* 1,95±0,09*** 
CD3+, ×109/л 1,45±0,06 1,08±0,06* 1,41±0,06*** 

CD3+,% 69,0±2,4 68,8±3,1 72,3±2,9 
CD3+CD4+, ×109/л 0,89±0,05 0,73±0,05* 0,88±0,05*** 

CD3+CD4+,% 42,4±1,9 46,5±2,7 45,1±2,4 
CD3-CD56+CD16+, ×109/л 0,17±0,01 0,10±0,01** 0,15±0,01*** 

CD3-CD56+CD16+, % 8,1±0,5 6,4±0,5* 7,7±0,4 
CD3+CD56+CD16+, ×109/л 0,11±0,01 0,06±0,01* 0,10±0,01*** 

CD3+CD56+CD16+, % 5,3±0,4 3,9±0,2* 5,1±0,3*** 
*различия с показателем контрольной группы статистически значимы, p<0,05;  
** различия с показателем контрольной группы статистически значимы, p<0,01; 
***различия с показателем группы сравнения статистически значимы, p<0,05. 

 
Таблиц а  3   

Анализ 3-летней выживаемости больных обследованных групп в зависимости от проведенного лечения 
СЛТ + СИТ, n=20 17 85,0 % РШМ IIB ст. СЛТ + СИТ + АИТ, n=19 18 94,7 % 
СЛТ + СИТ, n=20 15 75,0 % РШМ III ст. СЛТ + СИТ + АИТ, n=17 15 88,2 % 

 
По относительному содержанию CD3+ кле-

ток значимых различий между группами не было. 
Абсолютное число и относительное содержание 
CD3+CD4+ клеток в группе СИТ+АИТ незначимо 
превысило как показатели группы СИТ, так и кон-
трольные значения. 

Было выявлено значимое превышение со-
держания натуральных киллеров над значениями 
полученными в группе СЛТ+СИТ – на 33,3 % и 
20,9 % соответственно (р<0,05 в обоих случаях).  

Полностью нормализовалось также абсо-
лютное и практически полностью – относительное 
содержание Т-киллеров за счёт превышения над 
показателями группы СИТ на 42,9 и 27,5 % соот-
ветственно (р<0,05 также в обоих случаях).  

Содержание общих лимфоцитов в крови 
больных основной группы не имело значимых раз-
личий с контролем и на 24,2 % превышало показа-
тель группы сравнения (р<0,05).  

Имелось также значимое превышение числа 
CD3+ над показателем группы сравнения (на 30,6 
%, р<0,05). По относительной величине их содер-
жания различий между группами не было.  

В результате проведения сочетанной имму-
нотерапии наблюдалась полная нормализация со-
держания в крови Т-лимфоцитов-хелперов.  

Превышение над группой сравнения по аб-
солютному показателю было статистически значи-
мым и составило 20,9 % (р<0,05).  

Более выраженное, чем в крови больных 
группы РШМ IIB ст., снижение абсолютного и от-
носительного числа натуральных киллеров дало 
более значительное различие по данному показате-
лю между группами обследованных женщин.  

Так, степень превышения по абсолютной ве-
личине составила 49,7 % (р<0,05), значимых разли-
чий с контролем не наблюдалось. По относитель-
ному содержанию CD3–CD56+CD16+ клеток пре-
вышение над группой сравнения составило 20,2 % 
(p>0,05).  

Как по абсолютному, так и по относительно-
му содержанию CD3+CD56+CD16+ клеток в основ-
ной группе не было различий с контролем и наблю-
далось значимое превышение над группой сравне-
ния (на 66,7 и 31,5 %, р<0,05 в обоих случаях).  

В табл. 3 представлены данные о 3-летней 
выживаемости обследованных больных в целом по 
всем группам в зависимости от стадии и проведен-
ного лечения. Анализ показал наличие её зависи-
мости от проводимой терапии.  

Имело место превышение 3-летней выжи-
ваемости по отношению к группе сравнения при 
IIB стадии на 9,7 %, при III стадии – на 13,2 %. 

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о значимом по ряду показателей пре-
вышении результатов коррекции нарушений со 
стороны клеточного звена иммунной системы в 
основной группе, при сочетанной иммунотерапии.  
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Особенно обращает на себя внимание пре-
вышение содержания клеток с киллерной активно-
стью, обеспечивающих эффективный противоопу-
холевый иммунный ответ. В целом проведенный 
анализ наиболее четко свидетельствует о клиниче-
ской эффективности  применения  методов  специи- 

фической и адоптивной иммунотерапии у больных 
раком шейки матки, что выражалось в увеличении 
степени лучевого патоморфоза, уменьшении по-
стлучевых реакций и осложнений, улучшении ка-
чества жизни, повышении 3– и 5–летней выжи-
ваемости.  
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Резюме 
 

Актинический (солнечный) кератоз – предраковый дерматоз, возникающий, преимущественно у людей с I–II 
фототипами на открытых участках кожи под действием УФ-излучения. Целью настоящего исследования явилось выяв-
ление ультрасонографических признаков актинического кератоза и сопоставление ультрасонографической, патомор-
фологической и иммуногистохимической картин в зоне обследования. В исследование были включены 20 пациентов с 
клинически диагностированным актиническим кератозом на коже лица. С помощью ультразвукового сканирования 
было исследовано 35 патологических участков. Из 20 очагов актинического кератоза после проведения ультразвуково-
го сканирования был взят биопсийный материал для гистологического и иммуногистохмического исследований. Эпи-
дермис на сканограмме определялся в виде полосы повышенной эхогенности, шириной 119,8±26,4 мкм. Толщина дер-
мы составила 1645,8±335,8 мкм, при этом в её структуре отмечались гипоэхогенные участки полосовидной формы, 
которые в 43 % случаев располагались преимущественно в верхних отделах, в 51 % случаев – в верхних и средних от-
делах, в 6% случаев – по всей дерме. Средняя толщина гипоэхогенных зон составила 749±372,5 мкм, а их акустическая 
плотность – 6,4±3,9 Ед. При сопоставлении результатов ультрасонографии и данных морфологического исследования 
было констатировано статистически достоверное увеличение толщины эпидермиса на сканограммах, по сравнению с 
контролем, при гипертрофическом и пролиферативном типах актинического кератоза (р<0,05). При атрофическом типе 
толщина эпидермиса незначительно отличалась от контроля (р>0,05). В дерме во всех случаях наблюдали явления эла-
стоза, локализация которых в различных ее отделах при иммуногистохимическом исследовании совпадала с располо-
жением гипоэхогенных зон при ультрасонографии. Таким образом, результаты проведенного исследования показали, 
что ультрасонографическая картина актинического кератоза характеризуется утолщением эпидермиса, дермы и появ-
лением полосовидных гипоэхогенных зон в дерме, располагающихся на разных ее уровнях. Отмечается выраженное 
снижение акустической плотности гипоэхогенных зон при АК, по сравнению с группой контроля. При сопоставлении 
данных иммуногистохимического исследования и результатов ультрасонографии, выявлено совпадение локализации 
участков эластоза с расположением гипоэхогенных зон. 

 
Ключевые слова: актинический кератоз, солнечный эластоз, эластин, ультрасонография. 
 

A.P. Bezugliy, A.N. Khlebnikova, E.V.Selezneva, N.N. Bikbulatova, P.A. Belkov, G.E. Bagramova, I.A. Klimanov 
ULTRASONOGRAPHIC FEATURES OF ACTINIC KERATOSIS 
I.M. Sechenov First Moscow State Medical University 
M.F. Vladimirskiy Moscow Region Clinical Research Institute 
LCE «Antamed», Moscow 
LCE «Medical Club Consilium», Moscow 

 
Abstract 
 
Actinic keratosis (AK) is a premalignant lesion caused by ultraviolet (UV) radiation and characterized by epithelial 

and connective tissue alterations. Objective and Methods: To identify ultrasound features of actinic keratosis, to compare 
ultrasonographic features with histological and immunohistochemical signs of actinic keratosis. This study included 20 
patients with clinically diagnosed actinic keratosis on the face. It has been investigated 35 actinic keratoses by ultrasound 
scanning. After the ultrasound scanning a biopsy from 20 lesions of actinic keratosis for histological and 
immunohistochemical researches were taken. (20 skin biopsies were taken from the same lesion examined by UBM and 
were stained for histological examination and immunohistochemical researches.) The epidermis on the scans was 
determined as a band of increased echogenicity, a depth of 119,8±26,4 mkm. The thickness of the dermis was 1645,8 ± 
335,8 mkm, while in its structure there were hypoechoic areas band-like form, which in 43% of cases were located mainly 
in the upper parts of the dermis, in 51% of cases – in the upper and middle parts of the dermis, in 6% of cases – throughout 
the dermis. The mean thickness of hypoechoic areas was 749 ± 372,5 μm, and their acoustic density was 6,4 ± 3,9 units. It 
was statistically significant increase in the thickness of the epidermis on the scans in hypertrophic and proliferative types of 
actinic keratoses compared with controls (p<0.05). In atrophic type of actinic keratoses epidermal thickness was not 
significantly different from the control (p>0.05). Elastosis was present in the different parts of the dermis of all cases of 
actinic keratosis. The dermis in all cases observed phenomena elastosis, the localization of which in its various 
departments under immunohistochemical study coincided with the location of hypoechoic areas in ultrasonography. 
Ultrasound depth measurements compared to histological depth measurements. 

 
Key words: actinic keratosis, solar elastosis, elastin, ultrasonographia. 
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Введение 
 
Ультрасонография – неинвазивный и безо-

пасный метод исследования тканей, в основе кото-
рого лежит отражение ультразвуковой волны от 
границы раздела двух сред с различными акустиче-
скими свойствами. Благодаря информативности и 
возможности количественной оценки наблюдаемых 
объектов, ультразвуковое исследование широко 
применяется в клинической практике.  

В ряде случаев данные ультразвукового ис-
следования служат основанием для установления 
диагноза, в других – ультразвук используется для 
уточнения клинических данных. Основная задача 
УЗИ – изучение структуры биологического объекта, 
его расположения и размеров, характеристика рас-
пределения элементов ткани и взаимоотношений с 
окружающими тканями и органами. В последние 
годы ультразвуковое исследование начали активно 
использовать и в дерматологии. Для дерматологиче-
ской практики применяют датчики с частотой гене-
рации импульсов 20 или 22; 30; 50; 75 и 100 МГц. [6; 
13] Высокочастотный ультразвук обеспечивает вы-
сокую разрешающую способность, что позволяет 
дифференцировать эпидермис и дерму, подкожную 
жировую клетчатку в норме и при патологии.  

Качественную оценку структуры кожи прово-
дят при визуальном изучении ультрасонографиче-
ской картины, а количественно измеряют размеры 
объектов, толщину слоев кожи и эхогенность [6; 13; 
14]. Размеры наблюдаемых структур кожи при ульт-
развуковом сканировании измеряют в микрометрах 
(1 мкм = 1·10-6м). Эхогенность или акустическая 
плотность прямо пропорционально зависит от ин-
тенсивности отраженных ультразвуковых волн и 
измеряется в условных единицах в диапазоне от 0 до 
255. При двухмерном В-сканировании интенсив-
ность отраженного сигнала в каждой точке эхограм-
мы преобразуется в определенный цвет пикселя и 
цветовая шкала включает 256 различных цветов или 
256 градаций серого цвета. Разрешающая способ-
ность метода достаточно высока от 72 (при 22 МГц) 
до 16 (при 100 Мгц) мкм, глубина сканирования об-
ратно пропорциональна частоте и варьирует от 10 до 
1,5 мм [6; 7; 12]. УЗ-исследование опухолей кожи 
дает ценную диагностическую информацию при 
определении глубины распространения, характера 
роста и границ опухолей кожи [4; 5; 8; 10]. 

Актинический (солнечный) кератоз – пред-
раковый дерматоз, возникающий преимущественно 
у людей с I–II фототипами на открытых участках 
кожи под действием УФ-излучения.  

Основным методом его диагностики остает-
ся патоморфологическое исследование, при кото-
ром выявляют гиперпаракератоз, пролиферацию 
атипичных кератиноцитов, эластоз в подлежащих 
отделах дермы. Учитывая преимущественную ло-
кализацию актинического кератоза на коже лица, 
представляется актуальным более широкое исполь-
зование для его диагностики неинвазивных мето-
дов исследования.  

Цель исследования – выявить ультрасоно-
графические признаки актинического кератоза. Со-
поставить ультрасонографическую, патоморфоло-
гическую и иммуногистохимическую картины в 
зоне обследования. 

 
Материалы и методы 
 
В исследование были включены 20 пациен-

тов, в возрасте от 56 до 73 лет, 4 мужчин и 16 жен-

щин, с клинически диагностированным актиниче-
ским кератозом на коже лица. Количество очагов 
актинического кератоза у одного пациента варьиро-
вало от одного (двух) до десяти. С помощью ультра-
звукового сканирования было исследовано 35 пато-
логических участков. Для ультрасонографической 
оценки изменений эпидермиса и дермы у наблю-
давшихся пациентов с АК использовали специали-
зированную цифровую ультразвуковую систему вы-
сокого разрешения DUB (фирма «TPM GmbH», Гер-
мания), оснащенную УЗ-датчиком частотой 75 МГц, 
с разрешением 21 мкм, позволяющим сканировать 
кожу в глубину до 4 мм. В качестве контроля были 
исследованы визуально неизмененные, контрлате-
ральные участки кожи. Визуализировали эпидермис, 
дерму и подкожно-жировую клетчатку. Измеряли 
толщину и уровень эхогенности эпидермиса и дермы 
в зоне интереса. Для визуализации и расчета количе-
ственных показателей использовали программное 
обеспечение, разработанное совместно фирмами 
«TPM GmbH», Германия и «АНТА-Мед» (Россия). 
Из 20 очагов актинического кератоза после проведе-
ния ультразвукового сканирования был взят био-
псийный материал для гистологического и иммуно-
гистохимического исследований. Иммуногистохи-
мическая реакция проводилась с антителами к эла-
стину (разведение 1:100, Novocastra, UK). Для ви-
зуализации реакции на срезы наносили DAB+ (3,3 
диаминобензидин) (DAKO, USA), что позволяло 
получать специфическую коричневую окраску, по-
сле чего в течение 2–5 минут докрашивали гематок-
силином Майера. 

Статистическая обработка материалов проводи-
лась с помощью методов определения средней величи-
ны и доверительного интервала; t- критерия Стьюдента 
с поправкой для множественных значений. 

 
Результаты 
 
В результате ультразвукового сканирования 

толщина кожи в очагах актинического кератоза и 
контрольной группы составила 1765,6±345 и 
1433±244,4 мкм соответственно. Использование 
УЗ–датчика частотой 75 МГц позволило визуали-
зировать эпидермис и дерму. Эпидермис опреде-
лялся в виде полосы повышенной эхогенности, хо-
рошо отграниченной от подлежащей дермы, с чет-
ким внутренним контуром. В контрольных образ-
цах по всему фронту сканирования отмечалась 
ровная его поверхность, а толщина составляла от 
72 до 120 мкм. В очагах актинического кератоза 
толщина эпидермиса варьировала от 82 до 190 мкм, 
при этом на его поверхности визуализировались 
множественные гиперэхогенные эхосигналы. Сред-
нее значение толщины эпидермиса в контроле со-
ставило 87,5±16,7 мкм, в патологических очагах – 
119,8±26,4 мкм (рис. 1). Акустическая плотность 
равнялась 145,3±15,9 Ед и 123±20,4 Ед соответст-
венно (рис. 2.) Учитывая неоднородность ширины 
эпидермиса при актиническом кератозе, все случаи 
были разделены на две группы: в 18 очагах (51 %) 
толщина эпидермиса не превышала 110 мкм – I 
группа, в 17 очагах (49 %) – была более 110 мкм – 
II группа. Средняя толщина эпидермиса в I и II 
группе составляла 96,3±10,3 мкм и 139,7±17,8 мкм 
соответственно. При гистологическом исследова-
нии очагов I группы выявляли атрофический вари-
ант солнечного кератоза, характеризующийся не-
значительным истончением эпидермиса и слабо 
выраженным гиперпаракератозом. Во II группе 
наблюдали гипертрофический и пролиферативный 
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типы (выраженные гиперпаракератоз и пролифера-
ция атипичных кератиноцитов). При сопоставлении 
результатов ультрасонографии и данных морфоло-
гического исследования было констатировано ста-
тистически достоверное увеличение толщины эпи-
дермиса на сканограммах по сравнению с контро-
лем при гипертрофическом и пролиферативном 
типах актинического кератоза (87,5±16,7 мкм и 
139,7±17,8 мкм, р<0,05). При кератозе атрофиче-
ского типа толщина эпидермиса незначительно от-
личалась от таковой в группе контроля (87,5±16,7 
мкм и 96,3±10,3 мкм р>0,05).  

Дерма, как в контроле, так и в очагах акти-
нического кератоза, имела четкое отграничение от 
подкожно-жировой клетчатки и равномерную тол-
щину, которая в среднем составляла 1345,5±235,4 и 
1645,8±335,8 мкм соответственно (рис. 1). При этом 
в структуре дермы визуализировались полосовид-
ные гипоэхогенные участки, расположенные в раз-
личных её отделах, и определяющиеся в контроль-
ных образцах – в 66 % случаев, в патологических 
очагах – в 100 % случаев. В группе контроля гипо-
эхогенные зоны отмечались непосредственно под 
эпидермисом, их толщина составляла от 188 до 680 
мкм. В очагах актинического кератоза толщина 
гипоэхогенных зон варьировала от 301 до 2283 
мкм, причем в 43 % случаев они определялись 
только в верхних отделах дермы (рис. 3 А, Б; см. 
оборот обложки), в 51 % – в верхних и средних 
(рис. 4 А, Б), и в 6 % – на всю толщину дермы (рис. 
5 А, Б). Среднее значение толщины гипоэхогенных 
участков в контроле и патологических очагах со-
ставляло 221,4±193 мкм и 749±372,5 мкм (рис. 1), 
при этом их акустическая плотность равнялась 
19,3±9,5 Ед и 6,4±3,9 Ед (рис. 2) соответственно. 
Акустическая плотность дермы непосредственно 
под гипоэхогенными зонами составляла 21,1±10,8 
Ед – в контроле и 15,1±6,8 Ед – в патологических 
очагах (рис. 2).  

Сравнительный анализ средних величин тол-
щины эпидермиса, дермы и зоны эластоза в очагах 
актинического кератоза и контрольной группы вы-
явил, что участки солнечного кератоза имеют значи-
тельно более широкую гипоэхогенную область, чем 
контрольные образцы (р<0,05). Напротив, различие 
между средними значениями толщины эпидермиса и 
дермы в сравниваемых группах не достоверно 
(р>0,05). Также было отмечено статистически зна-
чимое снижение акустической плотности гипоэхо-
генных зон при солнечном кератозе по сравнению с 
визуально неизмененными участками кожи (р<0,05). 
Достоверных различий между эхогенностью эпи-
дермиса и глубоких отделов дермы в контроле и 
патологических очагах не наблюдалось (р>0,05). 

При иммуногистохимическом исследовании в 
дерме во всех случаях наблюдали явления эластоза, 
локализация которых в различных её отделах совпада-
ла с расположением гипоэхогенных зон при ультрасо-
нографии. Зонам эластоза толщиной 504,6±101,4 мкм 
соответствовали гипоэхогенные области в верхних 
отделах дермы, средняя ширина которых составила 
521,8±117,3 мкм. Зоны эластоза толщиной 649±195,3 
мкм совпадали с гипоэхогенными областями, локали-
зующимися в верхних и средних слоях дермы. Толщи-
на последних равнялась 768,3±204 мкм. Имуногисто-
химическое исследование в образцах с ранее диагности-
рованными гипоэхогенными зонами на всем протяже-
нии дермы, выявило аналогичное расположение эласто-
тических изменений. При этом среднее значение шири-
ны эластоза и гипоэхогенных зон составило 1829±454 
мкм и 1556,5±438,5 мкм соответственно (рис. 6). 

Толщина узкой, широкой и тотальной зон 
эластоза при иммуногистохимическом окрашива-
нии значимо не отличалась от аналогичной ширины 
гипоэхогенных зон, выявленных при ультразвуко-
вом сканировании (рис. 2). 

 
Обсуждение 
 
В результате ультрасонографического иссле-

дования отмечалось увеличение толщины эпидер-
миса и дермы в очагах актинического кератоза по 
сравнению с визуально неизмененными участками 
кожи. Эпидермис определялся в виде полосы по-
вышенной эхогенности, шириной 119,8±26,4 мкм, 
над которой визуализировались множественные 
гиперэхогенные эхосигналы, свидетельствующие о 
явлениях гиперкератоза. Толщина дермы составила 
1645,8±335,8 мкм, при этом в её структуре отмеча-
лись гипоэхогенные участки полосовидной формы, 
которые в 43 % случаев располагались преимуще-
ственно в верхних отделах, в 51 % случаев – в 
верхних и средних отделах. Гипоэхогенные участ-
ки, локализующиеся по всей дерме, визуализирова-
лись в 6 % случаев актинического кератоза. Сред-
няя толщина гипоэхогенных зон составила 
749±372,5 мкм, а их акустическая плотность – 
6,4±3,9 Ед. Гипоэхогенные зоны в дерме аналогич-
ной толщины 820±333 мкм визуализировались в 
очагах актинического кератоза ранее [15]. Однако в 
отличие от полученных нами результатов, авторы 
отмечали уменьшение толщины эпидермиса и дер-
мы в участках поражения [15]. 

Ультрасонографическое исследование ис-
пользуют для определения глубины распростране-
ния, характера роста и границ опухолей кожи. Так, 
базальноклеточный рак и меланома на сканограм-
мах определяются в виде сóлидных, объемных ги-
поэхогенных образований. При этом базалиома 
чаще всего имеет округлые или овальные очерта-
ния и неровные контуры [2], а меланома – непра-
вильную форму с четкими латеральными граница-
ми [1]. Структура последней неоднородная, со сла-
бо выраженным эффектом дистального усиления 
эхосигнала, деформированными артериальными и 
венозными сосудами [1]. 

Применение УЗ-сканера позволяет не только 
визуализировать форму и границы новообразования, 
оценить размеры и глубину прорастания, но и в не-
которых случаях определить его структурные осо-
бенности. Так, F. Bobadilla и соавт. при сопоставле-
нии данных ультрасонографии и морфологического 
исследования базальноклеточного рака кожи отме-
тили совпадение средней толщины опухолей при 
данных исследованиях [2]. Кроме того, в структуре 
базалиом определялись множественные гиперэхо-
генные образования различных форм и размеров, 
которые при гистологическом исследовании пред-
ставляли собой кальцификаты, ороговевающие кис-
ты, а также участки некроза опухолевых клеток [11]. 
Ряд авторов предлагают использовать наличие гипе-
рэхогенных включений в структуре опухоли в каче-
стве дифференциально-диагностическо-го признака, 
позволяющего различать базальноклеточную карци-
ному и меланому кожи [11]. В дерме во всех случа-
ях наблюдали явления эластоза, локализация кото-
рых в различных ее отделах при иммуногистохи-
мическом исследовании совпадала с расположени-
ем гипоэхогенных зон при ультрасонографии. При 
этом чем меньше была их акустическая плотность, 
тем большее количество «эластотического мате-
риала» отмечалось на гистологических срезах. 
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Рис.1. Сравнительная характеристика толщины эпидермиса, дермы и гипоэхогенных зон. 
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Рис. 2. Сравнительная характеристика акустической плотности эпидермиса, дермы и гипоэхогенных зон. 
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Информативность УЗ-сканирования новооб-
разований кожи оспаривается рядом исследовате-
лей. Так, M. Mogensen и соавт. не находили отли-
чий в сканограммах очагов актинического кератоза 
и базальноклеточного рака [9]. Обе опухоли опре-
делялись как гипоэхогенные образования округлой 
или овальной форм с четкими границами. При этом 
размеры базалиом, выявленные при УЗ-
сканировании, значительно превышали таковые в 
результате последующего морфологического ис-
следования [9]. Необходимо отметить, что данный 
эксперимент проводился с использованием УЗ-
датчика 20 Мгц с разрешающей способностью око-
ло 80 мкм. Такое разрешение недостаточно для оп-
ределения различий при исследовании эпидермаль-
ных новообразований [9] Это согласуется с резуль-
татами T. Gambichlerи и соавт., исследовавших 
толщину поверхностно распространяющейся мела-
номы, используя УЗ-датчик 20 МГц и 100 МГц. [3]. 
В результате их эксперимента было выявлено, а 
впоследствии и подтверждено  гистологически,  что  
применение УЗ-датчика с частотой 20 МГц дает 
неточную и расплывчатую картину опухоли, а так-
же значительно искажает её границы, чего не про-
исходит при использовании датчика 100 МГц. 

Выводы 
 
 
Ультрасонографическая картина актиниче-

ского кератоза характеризовалась утолщением эпи-
дермиса и дермы, наличием в различных отделах 
дермы полосовидной гипоэхогенной зоны. Размер и 
акустическая плотность гипоэхогенных зон досто-
верно отличались от группы контроля (р<0,05). 

Гипоэхогенные зоны в дерме при актиниче-
ском кератозе визуализировались в 43 % случаев 
преимущественно в верхних отделах, в 51 % случа-
ев в верхних и средних отделах, в 6% случаев на 
всю толщину дермы. 

При сопоставлении данных иммуногистохи-
мического исследования и результатов ультрасоно-
графии выявлено совпадение локализации участков 
эластоза с расположением гипоэхогенных зон.  

При сопоставлении морфологической и ульт-
развуковой картин отмечалось увеличение ширины 
эпидермиса в 1,5 раза при ультрасонографии по 
сравнению с группой контроля, что наблюдали при 
гипертрофическом и пролиферативном типе акти-
нического кератоза. 
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НАЗВАНИЕ СТАТЬИ, место работы в именительном падеже (если авторы работают в раз-
ных учреждениях, уточнить это дополнительно), должность и контактную информацию для 
каждого автора (почтовый адрес, e-mail). Авторы несут ответственность за точность предос-
тавляемой ими информации о себе и месте своей работы.  

В начале статьи должно быть приведено Резюме. В нем должны быть кратко без руб-
рикации указаны цель исследования, материалы и методы, полученные автором результаты и 
основные выводы. В конце резюме автор приводит Ключевые слова работы (не более 5). 
Рекомендуемый объем реферата – 500–1000 печатных знаков. Отступление от этой схемы 
допустимо только в отношении обзорных статей. 

Далее необходимо на английском языке дать фамилии авторов и их инициалы, назва-
ние статьи, название учреждений, резюме (Abstract) и ключевые слова (Key words).  

Статья должна быть написана ясно, четко, лаконично, тщательно выверена авторами, 
не содержать повторов и исправлений. Сокращения допустимы только в отношении часто 
встречающихся в статье терминов. Сокращение вводится при первом вхождении в круглых 
скобках и в дальнейшем используется по всему тексту.  



Не следует параллельно использовать термин и его сокращение. Если сокращений 
больше 10, следует вводить список сокращений. В статьях должна использоваться система 
СИ. В тексте должны быть указаны ссылки на таблицы и рисунки, например, (табл. 1); (рис. 1) 
или на рис. 1 представлены… Они должны быть размещены в соответствующих по смыслу 
абзацах и последовательно пронумерованы. Рисунки и таблицы нумеруются отдельно. 

Таблицы должны быть компактными, иметь название, не повторять графики, не долж-
ны содержать пустых ячеек (отсутствие данных должно отмечаться тире, «нет данных» или 
специальным примечанием). Все уточнения и локальные сокращения выносятся в примеча-
ния. Таблицы набираются тем же шрифтом, что и основной текст статьи с выравниванием по 
левому краю, без переносов и красных строк. Точку после последнего слова в ячейке ставить 
не нужно. Примечания к таблицам выносятся в последней строке таблицы тем же шрифтом. 
Каждое примечание должно располагаться с новой строки, помечено надстрочной цифрой, 
которая отделяется от текста примечания пробелом. В конце каждого примечания ставится 
точка. Примечания нумеруются в соответствии с их появлением в таблице: сверху вниз и 
слева направо. Размер каждого рисунка (даже если они смакетированы вместе) должен быть 
не менее 10 × 15 см. Рентгенограммы должны быть представлены в негативном изображе-
нии. Иллюстрации сканируют в масштабе 100 % с разрешением 300 dpi. Рентгенограммы, 
сонограммы, фотографии сканируют в режиме «Gray».  

Если под одной подписью планируется несколько рисунков, каждый должен быть при-
слан отдельно и соответствовать указанным выше требованиям по качеству. 

Графики и схемы нельзя перегружать надписями. Подпись к рисунку должна быть лако-
ничной, точно соответствовать его содержанию. Если несколько рисунков идут под общей над-
писью, то сначала приводят ее, а затем названия отдельных рисунков под русскими буквами. 

В подписях под рисунками должны быть объяснены все кривые, буквенные, цифровые 
и другие условные обозначения. В подписях под микрофотографиями следует указать мето-
дику микроскопии, увеличение, метод окраски материала. Если иллюстрация заимствуется 
из другого источника, в конце подписи следует дать на него ссылку. На печатном экземпляре 
рисунки нумеруют, помечают верх и низ. 

Все формулы должны быть тщательно выверены автором, набраны или встроены в 
формат текстового редактора. В формулах необходимо различать строчные и прописные, ла-
тинские и греческие, подстрочные и надстрочные буквы. Использованные автором сокраще-
ния должны быть разъяснены под формулой. 

Список литературы должен быть кратким и содержать не более 20 ссылок для статей, 
посвященных экспериментальным и клиническим исследованиям, и не более 100 ссылок для 
обзорных статей. Номера ссылок указывается в квадратных скобках через точку с запятой. 

В списке литературы в алфавитном порядке перечисляются курсивом фамилии и ини-
циалы авторов на русском языке, затем на иностранных языках.  

Все библиографические ссылки в тексте должны быть пронумерованы в соответствии с 
их положением в списке литературы. Фамилии иностранных авторов приводятся в ориги-
нальной транскрипции. В список литературы не включаются ссылки на неопубликованные 
работы и учебники. Ссылки должны быть тщательно выверены авторами, которые несут от-
ветственность за правильность приведенных данных. 

Если авторов не более четырех, они упоминаются все, при большем числе авторов пе-
речисляются первые три, далее пишется и др. или et. al.  

При ссылке на книгу следует указывать авторов, затем название книги, номер издания, 
издательство (может отсутствовать), год и страницы (если автор ссылается на всю книгу, то 
пишется 150 с., если на ее часть, то указывается С. 143-8.), например: 

Руководство по гематологии под ред. А.И. Воробьева. – Т. 2. – М.: Ньюдиамед, 2004. – 277 с. 
Bihrle R., Libertino J.A. Renal cell cancer with extension into the vena cava. In: Dekernion B.J., 
Pavone-Macaluso M. eds., Tumors of kidney. – Baltimore: Williams&Wilkins, 1986. – Р. 111–123. 



При ссылке на главу из книги, написанной коллективом авторов, указывают авторов 
главы и ее название, затем авторов или редакторов книги, название книги, номер издания 
(может отсутствовать), место издания, издательство (может отсутствовать), год и страницы, 
например: 

Кэйн Д. Этические и правовые основы медицинской помощи. Берек Д., Адаши И., Хил-
лард П. (ред.). Гинекология по Эмилю Новаку: Пер. с англ. – М.: Практика, 2002. – С. 14-18. 

При ссылке на журнал указывают авторов, затем название статьи, названию периодиче-
ского издания или сборника предшествует символ //. После названия журнала указывается 
год, том, номер выпуска, первая и последняя страницы работы, например: 

Поддубная И. В., Дёмина Е. А. Диагностика и определение распространенности (стади-
рование) неходжкинских лимфом // Практическая онкология. – 2004. – № 3. – С. 176–184. 

При ссылке на сборник статей указывают авторов, затем название статьи, сборника, ме-
сто издания, год, страницы, например: 

Коненко Г. А. Решение уравнений движения однофазного вязкого закрученного потока 
в длинной трубе. Отопление и вентиляция. – Иркутск, 1994. – С. 34–36. 

При ссылке на тезисы докладов указывают авторов, затем название тезисов конферен-
ции, страницы. При ссылке на диссертации или авторефераты указывают автора, затем на-
звание диссертации, место и дату написания, страницы. При этом используются следующие 
сокращения: Дис… канд. мед. наук, Дис… д-ра мед. наук, Авторефер. дис… канд. мед. наук, 
Авторефер. дис… д-ра мед. наук. Ссылки на интернет-документы следует оформлять так: 

Официальные периодические издания: электронный путеводитель / Рос. нац. б-ка, 
Центр правовой информации. [СПб.], 2005 – 2007. URL: 
http://www.nlr.ru/lawcenter/izd/index.html (дата обращения: 18.01.2007). 

Логинова Л.Г. Сущность результата дополнительного образования детей // Образова-
ние: исследовано в мире: междунар. науч. пед. интернет-журн. 21.10.03. URL: 
http://www.oim.ru/reader.asp?nomer= 366 (дата обращения: 17.04.07). 

Рынок тренингов Новосибирска: своя игра [Электронный ресурс]. – Режим доступа: 
http://nsk.adme.ru/news/2006/07/03/2121.html 

В тексте рекомендуется использовать международные названия лекарственных средств, 
которые пишутся с маленькой буквы. Торговые названия препаратов пишутся с большой буквы. 

В конце статьи должны стоять подписи всех авторов. На отдельном листе авторам сле-
дует указать почтовый адрес для переписки, включающий почтовый индекс, телефон(ы), 
факс и адрес электронной почты. Все статьи, поступившие в редакцию, подлежат рецензиро-
ванию. Рецензенты для каждой статьи назначаются редакционной коллегией. Если рецензен-
ты и редакторы предлагают исправить работу, то копия с таким предложением отправляется 
автору. Эта копия возвращается вместе с переработанным экземпляром, который представ-
ляется на бумаге и в электронном виде. 

Редакция оставляет за собой право отклонить работу из-за несоответствия профилю и 
требованиям журнала, достоверности и объективности данных, наличия ошибок или непод-
крепленных достоверными фактами деклараций, противоречащих современным научным 
представлениям и опыту.  

Редакция журнала осуществляет научное и литературное редактирование статей, обязу-
ется информировать авторов обо всех смысловых изменениях, возникающих при редактиро-
вании их работ (это не касается литературной правки). 

Статьи, ранее опубликованные в других журналах или сборниках, не будут приняты к 
публикации. 

 
 

 
С уважением,  
главный редактор А.Ю. Барышников 



Рисунки к статье А.П. Безуглого и соавт. 
УЛЬТРАСОНОГРАФИЧЕСКИЕ ПРИЗНАКИ АКТИНИЧЕСКОГО КЕРАТОЗА 
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Рис. 3. Сканограмма.  
А: актинического кератоза – узкая субэпидермальная гипоэхогенная полоса. 
Б: контрлатерального визуально неизмененного участка кожи. Датчик 75 МГц.   
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Рис. 4. Сканограмма. 
А: актинического кератоза – широкая гипоэхогенная зона в верхних отделах дермы. 
Б: контрлатерального визуально неизмененного участка кожи. Датчик 75 МГц. 
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Рис. 5. Сканограмма. 
А: актинического кератоза – значительное снижение эхогенности всех слоев дермы.  
Б: контрлатерального визуально неизмененного участка кожи. Датчик 75 МГц. 
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