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Обзоры литературы

теХнолоГичеСкие ПодХоды 
к СоверШенСтвованиЮ ПроЦеССа лиоФилиЗаЦии 

БелковыХ и ПеПтидныХ лекарСтвенныХ 
ПреПаратов

е. в. Блынская1, С. в. тишков1, к. в. алексеев2

1 ФГБНУ «НИИ фармакологии им. В. В. Закусова»; Россия, 125315 Москва, ул. Балтийская, 8; 
2 ЧОУ ВПО «Медицинский университет «РЕАВИЗ»; Россия, 107564 Москва, ул. Краснобогатырская, 2, стр. 2

Контакты: Евгения Викторовна Блынская eaureus@mail.ru

Лиофилизация противоопухолевых белковых и пептидных препаратов является перспективным методом создания стабиль-
ных и эффективных парентеральных лекарственных форм. В данном обзоре рассмотрены основные проблемы, возникающие 
во время лиофилизации белковых и пептидных препаратов, и описаны рекомендации для решения этих проблем. Приведены 
способы оптимизации и совершенствования лиофильной сушки. Предложены температурные режимы для улучшения свойств 
и предотвращения разрушения структуры лиофилизата.

Ключевые слова: лиофилизация, белковые и пептидные препараты, сублимационная сушка, противоопухолевые препараты

DOI: 10.17650/1726-9784-2017-16-1-6-11

TEChNOLOGICaL aPPROaChES TO IMPROVING ThE PROCESS LyOPhILIZaTION  
OF PROTEIN aNd PEPTIdE dRuGS

E. V. Blynskaya1, S. V. Tishkov1, K. V. Alekseev2

1 V. V. Zakusov Research Institute of Pharmacology; 8 Baltijskaya St., Moscow 125315, Russia; 
2 Medical University “REAVIZ”; p. 2, 2 Krasnobogatyrskaya St., Moscow 107564, Russia

Lyophilization of protein and peptide anticancer drugs is a promising method to create a stable and effective parenteral dosage forms. 
This article reviews the main problems encountered during lyophilization of protein and peptide drugs, and describes the best practices 
for solving these problems. The ways of optimization and improvement of the freeze-drying are given. Temperatures to improve the prop-
erties and prevent the destruction of the cake lyophilizatiе are suggested.

Key words: lyophilization, protein and peptide preparations, freeze-drying, anti-tumor drugs

Введение
Систематизация основных путей совершенство-

вания технологии лиофилизации для лекарственных 
средств (ЛС) белковой и пептидной структуры осо-
бенно актуальна для противоопухолевых препаратов, 
так как обеспечивает не только сохранение структур-
ной стабильности ЛС данной терапевтической груп-
пы, но и высокие показатели биодоступности.

Пептидные препараты широко применяются 
в комплексном лечении онкологических заболеваний 
для усиления действия цитостатических препаратов 
в качестве антипролиферативных и восстанавлива-
ющих естественный противоопухолевый иммунитет. 
Такие вещества пептидной природы, как цитокины, 
например интерлейкины (ИЛ-1β, ИЛ-2), применя-
ются в виде лиофилизата под торговыми наимено-
ваниями «Беталейкин»® и «Ронколейкин»® соответ-

ст венно [1]. Рекомбинантный интерферон гамма 
человека (Ингарон®), разработанный НПП «Фарма-
клон» [2] и применяемый в виде инъекционных ле-
карственных форм (ЛФ), также обладает противо-
опухолевой активностью и пептидной структурой. 
Для создания белковых и пептидных препаратов, как 
перечисленных, так и еще только проходящих иссле-
дования, наиболее рациональной ЛФ является лио-
филизат, позволяющий стабилизировать структуру 
лекарственного препарата (ЛП) и увеличить сроки 
хранения, предохраняя от воздействия повреждаю-
щих факторов [3, 4].

Таким образом, разработка противоопухолевых 
лиофилизированных пептидных и белковых препа-
ратов имеет много нюансов. Очевидна потребность 
в систематизации знаний и понимании составляю-
щих данного процесса: заморозки и сублимационной 
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сушки, механизмов тепло- и массообменных процес-
сов, происходящих на различных стадиях лиофили-
зации. Совокупность перечисленных факторов опре-
деляет основные пути совершенствования процесса 
лиофилизации ЛП данного класса:

• оптимизация технологических аспектов лиофи-
лизационной сушки и непосредственно подбора 
вспомогательных веществ исходя из физико-хи-
мических параметров процесса;

• выбор рациональных подходов к решению наи-
более часто встречающихся технологических про-
блем лиофилизации белковых и пептидных ЛП.

Особенности влияния вспомогательных веществ 
на процесс лиофилизации белков и пептидов
При оптимизации рецептур белковых и пептидных 

препаратов, применяемых в онкологии, приоритетным 
направлением является поддержание биологической 
активности и стабильности во время про изводства, 
хранения и транспортировки. Это обес печивает баланс 
компонентов рецептуры (рН, буферный агент, стаби-
лизатор(ы), и/или модификаторы изотоничности), 
а также применяемых технологических методик.

В большинстве случаев рецептура (состав) лио-
филизированного пептидного и белкового ЛП может 
содержать наполнитель, буфер, модификатор изото-
ничности, криопротекторы и лиопротекторы. В от-
личие от существующей классификации по химиче-
скому строению (Государственная фармакопея XIII), 
представляется рациональным распределить вспо-
могательные вещества по их функциональному пред-
назначению (рис. 1). Вспомогательные вещества су-
щественно влияют на процесс лиофилизации.

Основные направления оптимизации процесса 
лиофилизации белков и пептидов
Заслуживают внимания технологические пара-

метры лиофильной сушки и совершенствование про-

цесса за счет их правильного подбора [5–7]. В про-
цессе лиофилизации выделены основные стадии:

• замораживание: непосредственно само замора-
живание продукта и создание прочной матрицы, 
подходящей для сушки;

• первичная сушка: лед удаляют путем сублимации 
при одновременном снижении давления окружа-
ющей среды продукта и повышением температу-
ры; иногда перед сушкой проводится дополни-
тельный этап – отжиг, или термоциклирование;

• вторичная сушка: связанная вода удаляется, пока 
не будет достигнут целевой уровень остаточного со-
держания влаги, обеспечивающий целостность полу-
ченного лиофилизата для приготовления раст вора 
для инъекций (таблетки лиофилизата (ТЛ)) [8–10].
Оптимизация процесса лиофилизации требует 

решения наиболее частых технологических проблем, 
рационализации подходов к совершенствованию 
каждого этапа (замораживания, первичной и вторич-
ной сушки) цикла лиофилизации.

Оптимизация этапа замораживания
На этапе замораживания ключевыми параметра-

ми являются минимальная температура замерзания 
и скорость замораживания. Метод замораживания 
существенно влияет на размер и форму кристаллов 
льда и, следовательно, морфологию окончательной 
структуры лиофилизата белкового и пептидного 
препарата и эффективность сублимации. Температура, 
обуславливающая ядрообразование, влияет на рост 
кристаллов и формирование матрицы в целом. Тем-
пература зарождения ядра определяется температур-
ной обработкой образцов, которая начинается после 
того, как они помещаются на полку лиофилизатора. 
Для замораживания образцы либо медленно охлаж-
дают при температуре окружающей среды в сочетании 
с постепенным снижением температуры полки, либо 
быстро охлаждают на предварительно охлажденной 

рис. 1. Классификация вспомогательных веществ, применяемых в процессе лиофилизации, по функциональному классу

Вспомогательные вещества для лиофилизации

Полиолы (маннит)
Сахара (сахароза, трегалоза, лактоза, мальтитоза)
Полимеры (декстран, ПВП и ПЭГ)
Аминокислоты (глицин, альбумин) и др.

Наполнители

Маннит
Глицин
Гидроксиэтилкрахмал и др.

Модификаторы тоничности

Декстроза
Маннитол
Глицерин
Хлорид натрия 
и другие соли

Сурфактанты

Твин-80
Твин 20
Brij 35
Triton X-10
Pluronic F127 и др.

Буферы

Трис-буфер
Гистидиновый буфер 
и другие буферы

Криопротекторы 
и лиопротекторы
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рис. 1. Растровая электронная микроскопия образцов декстрана, 
лиофилизированных при медленной (а) и быстрой (б) заморозке

рис. 2. Сублимационная микроскопия кристаллов льда, полученных 
при –40 °С с отжигом (а) и без него (б)

полке. Состояние переохлаждения характерно 
для каждого метода заморозки, однако быстрое сни-
жение температуры приводит к формированию кри-
сталлов льда с высокой степенью однородности. 
Различия в морфологии кристаллов льда, получен-
ных быстрым и медленным охлаждением, показывает 
растровая электронная микроскопия (рис. 2). Обра-
зец, замороженный медленным охлаждением, имеет 
относительно однородные кристаллы льда; образец, 
подвергнутый быстрой заморозке с помощью жид-
кого азота, содержит неоднородные по форме кри-
сталлы с большими по площади поверхностями.

Таким образом, температура замерзания должна 
быть достаточно низкой, чтобы инициировать за-
рождение ядра кристаллизации наполнителя, а ско-
рость замерзания – достаточно большой, чтобы 
форма и размеры кристаллов были оптимальны 
для последующей сушки. Для определения соответ-
ствующих значений лиофильные сушки проводят 
в малом масштабе и как опытно-промышленные.

ности. Однако важно не допустить такого повышения 
температуры отжига, чтобы происходило эвтекти-
ческое плавление. После отжига температура полки 
приводится к желаемой рабочей температуре для 
первичной сушки [11].

Отжиг также может быть применен для увеличе-
ния размера кристаллов льда, так как при повыше-
нии температуры полки мелкие кристаллы льда ак-
тивно расплавляются, не затрагивая структурную 
целостность крупных образований. Использование 
температуры, при которой скорость роста кристаллов 
льда превышает скорость ядрообразования, и после-
дующее охлаждение полки позволяют аморфной воде 
кристаллизоваться на существующих более крупных 
кристаллах льда (рис. 3).

Процесс отжига зачастую рекомендуется с целью 
опитимизировать процесс лиофильной сушки. Он 
дает следующие преимущества: более стабильную 
структуру лиофилизата, предназначенного для при-
готовления раствора для инъекций, и повышение 
скорости сушки за счет расширения температурных 
пределов процесса.

Отжиг и его преимущества
После завершения заморозки продукт может быть 

термически обработан, чтобы произошла кристалли-
зация метастабильных наполнителей (отжиг), напри-
мер маннита и глицина, которые находятся в частич-
но аморфном состоянии, и/или для увеличения 
размера кристаллов льда. Этот дополнительный шаг 
может значительно увеличить начальную скорость 
просушивания и улучшить однородность и внешний 
вид конечного продукта. Завершение кристаллиза-
ции вспомогательных веществ при заморозке может 
дополнительно увеличить срок хранения за счет 
меньшего высвобождения влаги в результате пере-
кристаллизации остаточной аморфной или гидрати-
рованной формы.

Ключевым параметром данного процесса явля-
ется температура отжига. Ее выбирают с учетом 
температуры эвтектики, которая определяется диф-
ференциальной сканирующей калориметрией. Вы-
бранная температура должна быть выше температуры 
эвтектики примерно на 10 °C. Высокая температура 
отжига обеспечивает увеличение степени кристал-
личности и более быстрое достижение кристаллич-

а б

а б

Оптимизация этапа первичной сушки
Во время первичной сушки из продукта удаляет-

ся большая часть воды и одновременно инициирует-
ся введение вакуума в камере. Этап требует времен-
ных и энергетических затрат, а значит, удорожает весь 
процесс. Оптимизация цикла лиофилизации, как 
правило, нацелена на минимизацию времени сушки. 
Данный показатель регулируется двумя основными 
параметрами: температурой полки и давлением в ка-
мере. На основной процесс сушки значительно вли-
яют параметры, которые не требуют процессного 
управления, но явно заслуживают внимания: контей-
нер, состав, заполняемый объем, затвор, полная за-
грузка продукта, емкость конденсатора, температура 
конденсатора, расположение конденсатора, измен-
чивость температуры внутри и вне полки. Наиболее 
эффективная сушка требует соблюдения следующих 
рекомендаций:

• температуру полки следует установить и поддер-
живать на верхних пределах стабильности систе-
мы и продукта;
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• давление должно оставаться в пределах эффек-
тивного взаимодействия процессов сублимации 
и сохранения температурного режима для пре-
дотвращения перегрузки конденсатора.
Таким образом, следует задать температуру на не-

сколько градусов ниже температуры распада эвтек-
тической смеси. При условии что достигнута задан-
ная температура продукта, существует несколько 
комбинаций температуры полки и давления в камере, 
приводящих к повышению эффективности данного 
этапа. Как правило, сочетание высокой температуры 
полки и низкого давления в камере оптимально, 
потому что происходит более выраженное увеличе-
ние скорости сублимации, чем в случае сочетания 
низкой температуры полки с повышенным давлени-
ем в камере. Рекомендуется установить в камере 
давление на уровне около 10–30 % от давления пара 
льда при заданной температуре продукта (табл. 1).

таблица 1. Давление насыщенного пара льда при отрицательных 
температурах

темпера-
тура, °С

давление пара, нм рт. ст.

0 –2 –4 –6 –8

0
–10
–20
–30
–40
–50
–60
–70

4579
1950
776
286
96,6
29,6
8,08
1,94

3880
1632
640
232
76,8
23,0
6,14
1,43

3280
1361
526
187
60,9
17,8
4,64
1,05

2765
1132
776
151
48,1
13,8
3,49
0,77

2326
939
351
121
37,8
10,6
2,61
0,56

Ключевым параметром завершающей стадии 
первичной сушки является подбор оптимальной 
скорости нагрева лиофилизата. При низких показа-
телях скорости нагрева и сублимации увеличиваются 
энергозатраты, при высоких – повышается вероят-
ность разрушения структуры лиофилизата остаточной 
влагой. Следовательно, для перехода к этапу вторич-
ной сушки необходимо постепенное медленное по-
вышение температуры, коррелирующее с изменени-
ем скорости испарения остаточной влаги [12–14].

Коллапс структуры лиофилизата
Рассмотренный выше главный этап процесса лио-

фильной сушки позволяет понять особенности рецеп-
туры и технологии данного метода и создать соответ-
ствующий алгоритм. Сложность и многофакторность 
физико-химических взаимодействий компонентов 
и систем в процессе сублимационной сушки обусла-
вливают высокую частоту потенциальных нежелатель-
ных явлений в ходе ее осуществления. Соответствен-
но, для оптимизации процесса в целом необходимо 
рассмотреть подходы к таким явлениям, как разру-
шение первичной структуры лиофилизата (коллапс) 

и возникновение обратного плавления, эти техноло-
гические проблемы встречаются чаще всего.

Коллапс определяется как процесс, при котором 
структуры, созданные в ходе сублимационной сушки, 
разрушаются при прохождении границы сублимаци-
онного раздела фаз. Это может привести не только 
к изменению функциональных свойств лиофилизата 
белковых и пептидных препаратов, но и к уменьше-
нию эффективности сублимационной сушки по при-
чине перекрытия путей испарения, в результате 
влага удерживается и распределяется неравномерно. 
Зачастую разрушение лиофилизированной пористой 
массы, уплотненной в «таблетку», может стать при-
чиной нарушения структуры белка.

Для предотвращения коллапса необходимо со-
хранить структурное соотношение кристаллической 
и аморфной фаз, достигнутое к моменту первичной 
сушки. Данный этап определяется оптимизацией 
температурного режима с учетом температуры сте-
клования аморфного компонента. Для поддержания 
структуры ТЛ температура во время первичной суш-
ки должна быть ниже температуры стеклования 
аморфного компонента (рис. 3). При подборе темпе-
ратурного режима необходимо выбирать стандарт-
ные температуры стеклования и разрушения вспо-
могательных веществ, используемых в лиофилизации 
(табл. 2).

Другой подход к предотвращению коллапса ТЛ 
состоит в подборе вспомогательных веществ с высо-
кой температурой стеклования аморфного компо-
нента, так как для проведения лиофилизации белко-
вых и пептидных препаратов рекомендуется среднее 
значение температуры продукта, что не всегда дости-
жимо при низких значениях температуры стеклова-
ния в некоторых лиофилизаторах.

Если рассмотренные выше технологические при-
емы оказались недостаточно эффективны, можно вклю-
чить в состав рецептуры вспомогательные вещества, 
которые кристаллизуются и придают ТЛ жесткую 
макроскопическую структуру. Предотвратить распад 
аморфной фракции не удастся, однако деструкция 
будет проявляться только на границе между аморфной 
и кристаллической фракциями. Эта методика ре-
комендуется в тех случаях, когда все другие варианты 

рис. 3. Сублимационная микроскопия 2 % раствора сахарозы: сушка 
ниже (а) и выше (б) температуры стеклования

а б
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не приносят желаемых результатов, потому что даже 
микроскопический распад может привести к небла-
гоприятным последствиям, указанным выше.

таблица 2. Температуры стеклования и разрушения основных вспо-
могательных веществ, используемых в лиофилизации

класс 
вещества

компонент состава
температура, °С

стеклования разрушения

Сахара

Сахароза
Трегалоза
Лактоза

Мальтоза

–32
–29
–28
–30

–31
–28,5
–30,5

–

Амино-
кислоты

Глицин
β-аланин
Гистидин

–62
–65
–33

– –
–
–

Полиолы
Глицерол
Сорбитол
Маннитол

–65
–46
–35

– –
–54

–

Полимеры

Полиэтиленгликоль 
(ПЭГ 6000)
Декстран

Поливинилпирролидон

– –
–

–20,5

–13
–11
–24

Буферные 
компонен-
ты и соли

Натрия ацетат
Натрия цитрат

KH
2
PO

4
K

2
HPO

4
Трис*HCl

NaCl * 2H
2
O

CaCl
2

ZnCl
2

–64
–41
–55
–65
–65
–60
–95
–88

– –
–
–
–
–
–
–
–

Оптимизация вторичной сушки
Вторичная сушка, как правило, осуществляется 

при температурных режимах, одновременно обеспе-
чивающих эффективное удаление влаги и сохране-
ние стабильности пептидов и белков. Выбор данного 
режима и продолжительность его применения опре-
деляется ключевым параметром данного этапа – 
остаточной влажностью лиофилизата.

Допустимый уровень остаточной влажности 
определяется, прежде всего, на основе данных о ста-
бильности лиофилизата. При дальнейшей оптими-
зации процесса рекомендуется учитывать обратную 
зависимость остаточной влажности от температур-
ных показателей и давления. Как правило, опреде-
ляющей является температура полки, поскольку 
принято считать, что во время вторичной сушки ЛС 
на основе белков и пептидов скорость сушки дости-
гает оптимальных значений при давлении меньше 

200 мм рт. ст., температуру полки рекомендуется ус-
танавливать около 25–30 °C [15].

Одним из самых сложных моментов в цикле лио-
филизации является переход от первичной к вторич-
ной сушке, так как нерационально подобранные 
условия данного этапа могут привести к обратному 
плавлению.

Обратное плавление
Обратное плавление – плавление льда в лиофи-

лизате при повышении температуры полки выше 
температуры плавления эвтектики. Это может прои-
зойти во время перехода ко вторичной сушке, если 
температура будет подниматься слишком быстро и лио-
филизат недостаточно высушен при первичной суш-
ке, в результате возможна деградация белковой или 
пептидной структуры ЛС. Поэтому переход ко вто-
ричной сушке требует медленного повышения тем-
пературы лиофилизата, в котором полностью завер-
шился процесс первичной сушки.

Рассмотренные подходы к оптимизации техно-
логических этапов лиофилизации позволяют с доста-
точно высокой вероятностью получить продукт, 
имеющий заданные характеристики.

Заключение
Лиофилизация противоопухолевых пептидных 

и белковых ЛС является перспективным методом 
увеличения стабильности, особенно в случае жидких 
парентеральных ЛФ.

Для предотвращения структурных изменений 
и агрегации белковых и пептидных ЛС необходимо 
подбирать и оптимизировать условия заморажива-
ния, первичной и вторичной сушки путем изменения 
температурного и временного режима каждого этапа 
с одновременным подбором оптимального диапазо-
на давления в камере.

Наиболее часто встречаются такие нежелатель-
ные явления, как коллапс лиофилизата и обратное 
плавление. Для их предотвращения необходимо 
придерживаться температурного режима ниже точ-
ки стеклования и эвтектического плавления, избе-
гать преждевременного повышения температуры 
в не до конца высушенном лиофилизате во время 
первичной сушки.

Использование отжига позволяет повысить тем-
пературу стеклования аморфного компонента, уве-
личить размер образующихся кристаллов и скорость 
первичной сушки.



11

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 1'2017  ТОм 16    vol. 16

Обзоры литературы

1. Барышников А. Ю., Демидов Л.В., 
Кадагидзе З. Г. и др. Современные 
проблемы биотерапии злокачествен-
ных опухолей. Вестник Московского 
онкологического общества 2008;1:6–10.

2. Киселев О. И., Ершов Ф. И., Деева Э. Г. 
Интерферон гамма: новый цитокин 
в клинической практике. Ингарон. 
М.: Димитрейд График Групп, 2007. 
348 с.

3. Banga A. K. Therapeutic peptides and 
proteins: Formulation, Processing, and 
Delivery Systems. 3rd ed. Atlanta: CRC 
Press, 2015:139–67.

4. Аршинова О. Ю., Оборотова Н. А., 
Санарова Е. В. Вспомогательные ве-
щества в технологии лиофилизации 
лекарственных препаратов. Разработ-
ка и регистрация лекарственных 
средств 2013;2(2):20–5.

5. Mazzobre M. F., Longinotti M. P., 
Corti H. R., Buera M. P. Effect of salts on 
the properties of aqueous sugar systems, 
in relation to biomaterial stabilization.  
1. Water sorption behavior and ice 
crystallization/melting. Cryobiology 
2001;43(3):199–210.  
DOI: 10.1006/cryo.2001.2345. 
PMID: 11888214.

6. Sarciaux J. M., Mansour S., 
Hageman M. J., Nail S. L. Effects 
of buffer composition and processing 
conditions on aggregation of bovine IgG 

during freeze-drying. Journal 
of pharmaceutical sciences 
1999;88(12):1354–61. PMID: 10585234.

7. Tang X. C., Pikal M. J. Design of freeze-
drying processes for pharmaceuticals: 
practical advice. Pharmaceutical 
research 2004;21(2):191–200. 
PMID: 15032301.

8. Carpenter J. F., Chang B. S., Garzon-
Rodriguez W., Randolph T. W. Rational 
design of stable lyophilized protein 
formulations: theory and practice. 
Rational design of stable protein 
formulations. Pharm Biotechnol 
2002:109–33. PMID: 11987749.

9. Chang L. L., Shepherd D., Sun J. et al. 
Mechanism of protein stabilization by 
sugars during freeze-drying and storage: 
Native structure preservation, specific 
interaction, and/or immobilization 
in a glassy matrix? J Pharm Sci 2005; 
94(7):1427–44. DOI: 10.1002/jps.20364. 
PMID: 15920775.

10. Hottot A., Vessot S., Andrieu J. Freeze 
drying of pharmaceuticals in vials: 
Influence of freezing protocol and 
sample configuration on ice morphology 
and freeze-dried cake texture. Chemical 
Engineering and Processing: Process 
Intensification 2007;46(7):666–74.

11. Searles J. A., Carpenter J. F., 
Randolph T. W. Annealing to optimize 
the primary drying rate, reduce freezing-

induced drying rate heterogeneity, and 
determine T(g)′ in pharmaceutical 
lyophilization. J Pharm Sci 
2001;90(7):872–87. PMID: 11458336.

12. Chang B. S., Patro S. Y. Freeze-drying 
process development for protein 
pharmaceuticals. In: Lyophilization 
of Biopharmaceuticals. Eds. H.R. 
Costantino, M. J. Pikal. Arlington: AAPS 
Press, 2004:113–38.

13. Overcashier D. E., Patapoff T. W., 
Hsu C. C. Lyophilization of protein 
formulations in vials: investigation 
of the relationship between resistance 
to vapor flow during primary drying and 
small-scale product collapse. J Pharm 
Sci 1999;88(7):688–95.  
DOI: 10/1021/js980445+. 
PMID: 10393566.

14. Searles J. A. Freezing and Annealing 
Phenomena in Lyophilization. In: Freeze- 
drying/lyophilization of pharmaceutical 
and biological products. Eds. L. Rey, 
J. C. May. New York: Informa 
Healthcare 2016:52–81.

15. Liu J. Physical characterization 
of pharmaceutical formulations in frozen 
and freeze-dried solid states: techniques 
and applications in freeze-drying 
development. Pharm Dev Technol 
2006;11(1):3–28. 
DOI: 10/1080/10837450500463729. 
PMID: 16544906.

Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S



12

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  1'2017  ТОм 16    vol. 16

Обзоры литературы

влияние СекретирУемыХ оПУХолЬЮ вещеСтв 
на дендритные клетки При раке

а. а. кескинов1, 2, м. р. щурин2, в. м. Бухман1, З. С. Шпрах1

1 ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2 Департамент патологии Университета г. Питтсбург; США, Питтсбург 15213, Террас стрит, 3550

Контакты: Антон Артурович Кескинов a.keskinov@yahoo.com

Дендритные клетки играют уникальную и разнообразную роль в процессе онкогенеза и развития иммунного ответа на при-
сутствие в организме опухолевых клеток. Дендритные клетки способны активно захватывать опухолевые антигены и пред-
ставлять их Т-клеткам, вызывая тем самым опухолеспецифический Т-клеточный ответ. Кроме того, взаимодействие 
дендритных клеток с различными типами эффекторных клеток иммунной системы может усиливать клеточный и гумо-
ральный ответ против рака. С другой стороны, ряд выделяемых опухолью факторов способен привлекать дендритные клет-
ки в очаг неоплазии, нарушать их созревание, дифференцировку и функциональную активность, тем самым приводя к дефи-
циту противоопухолевого иммунного ответа или опосредованной дендритными клетками толерантности организма 
к опухоли. Выявление факторов, которые в условиях опухолевого микроокружения оказывают стимулирующее либо подавля-
ющее влияние на дендритные клетки, является важным этапом работы по улучшению методов биотерапии с использовани-
ем дендритных клеток; восстановление нормальных функций дендритных клеток у пациентов с раком является одной 
из основных задач иммунотерапии рака. В настоящем обзоре рассмотрены основные факторы, выделяемые опухолью, и их вли-
яние на дендритные клетки в организме больных раком.

Ключевые  слова: иммуносупрессия, дендритные клетки, опухолевое микроокружение, регуляторные дендритные клетки, 
цитокины
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IMPaCT OF TuMOR-dERIVEd FaCTORS ON dENdRITIC CELLS IN CaNCER

A. A. Keskinov1, 2, M. R. Shurin2, V. M. Bukhman1, Z. S. Shprakh1

1 N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Sh., Moscow 115478, Russia; 
2 Department of Pathology, University of Pittsburgh; 3550 Terrace Street, Pittsburgh, 15213, USA

Dendritic cells play key role during tumorigenesis and immune response to it. They are able to uptake and present antigens to T cells, 
resulting in specific T cell mediated immune response. Furthermore, interaction between dendritic cells and other types of immune cells 
may boost cell-mediated and humoral immune response to cancer. Contrary to that, numerous tumor-derived factors may attract den-
dritic cells to neoplastic sites, causing impairment of their maturation, differentiation, and functional activity, resulting in deficiency 
of anti-tumor immune response or dendritic cell-mediated tolerance. Various factors within tumor microenvironment may either stimu-
late or inhibit dendritic cells and therefore need to be determined for improving efficacy of biotherapy utilizing dendritic cells. Mean-
while, recovery of dendritic cells functions in cancer patients remains one of primary aims for cancer immunotherapy. This review out-
lines main types of tumor-derived factors and their impact on dendritic cells in cancer.

Key words: immunosuppression, dendritic cells, tumor microenvironment, regulatory dendritic cells, cytokines

Введение
Секретируемые опухолью факторы можно разде-

лить на активирующие иммунный ответ «сигналы 
опасности» и супрессорные «поляризующие» моле-
кулы, подавляющие функции иммунокомпетентных 
клеток и способные стимулировать рост опухоли. 
Несмотря на то что большинство выделяемых опухолью 
факторов выявлены и охарактеризованы, не суще-
ствует универсального эффективного метода повли-

ять на их экспрессию в опухолевом микроокружении 
с целью усилить иммуногенность опухоли в рамках 
клинической терапии.

Будучи основными антигенпредставляющими 
клетками, дендритные клетки (ДК) играют ключевую 
роль в инициировании и поддержании противоопу-
холевого иммунитета, при этом объединяя усилия 
врожденного и приобретенного звеньев иммунной 
системы.
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С учетом особого вклада ДК в борьбу иммунной 
системы с опухолью разработаны и используются 
препараты на основе ДК для терапии разных видов 
рака. Однако лечение этими биопрепаратами прино-
сит скромный клинический результат [1]. Дальнейшее 
изучение физиологии ДК убедительно продемонст-
рировало, что при раке функции ДК могут угне-
таться, что снижает сопротивляемость организма нео-
пластическому процессу [2]. Данные исследований 
показали, что поляризованные в опухолевом микро-
окружении ДК становятся иммуносупрессорными и то-
лерогенными, тем самым они способствуют прогрес-
сии опухоли [3]. При раке можно выделить несколько 
подвидов ДК: функционально полноценные «иммуно-
стимуляторные» ДК, функционально дефектные ДК, 
погибающие ДК и поляризованные иммуносупрессор-
ные «регуляторные» ДК [4]. Выявление опухолевых 
факторов, которые целенаправленно воздействуют 
на ДК, и изучение механизмов их действия способству-
ют поиску новых методов для нивелирования негатив-
ного влияния рака на ДК и увеличению эффективности 
терапии опухолей препаратами на основе ДК [5].

Активирующие ДК опухолевые факторы
ДК играют ключевую роль в противоопухолевой 

защите организма. После того как ДК захватывают 
злокачественные антигены, местные опухолевые и стро-
мальные стимулы вызывают созревание ДК и их эми-
грацию из опухоли в регионарные лимфатические 
узлы, где они представляют опухолевые антигены 
специфическим Т-клеткам. Сигналы от гибнущих 
опухолевых клеток способны стимулировать захват 
антигенов, их обработку и последующую презента-
цию ДК. При этом злокачественные клетки могут 
гибнуть по различным причинам, в том числе из-
за гипоксии, недостатка питательных веществ и воз-
действия врожденного звена иммунной системы, 
которое привлекается выбросом молекулярных фраг-
ментов, ассоциированных с повреждениями (damage 
associated molecular pattern, DAMP), – аларминов, 
или сигналов опасности. Данный тип апоптотиче-
ской и некроптотической клеточной гибели характе-
ризуется индукцией эндоплазматического ретикулума 
и аутофагией, высвобождением кальрегулина на по-
верхности клеток, секрецией аденозинтрифосфорной 
кислоты (АТФ) и выбросом амфотерина (chroma-
tin-binding protein high-mobility group box 1, HMGB1) 
[6]. Среди DAMP-ассоциированных пептидов выде-
ляют такие эндогенные молекулы, как HMGB1, белки 
теплового шока, гистоны, белки семейства S100, ами-
лоид сыворотки А; в свою очередь, небелковые DAMP 
включают сульфат гепарина, мочевую кислоту, АТФ, 
геномную и митохондриальную дезоксирибонукле-
иновую кислоту (ДНК) и рибонуклеиновую кислоту 
(РНК) [7].

Важной функцией HMGB1 является защита 
клетки от повреждения в нормальных условиях, од-
нако при воспалении, раке, сепсисе, травме и ауто-
иммунных процессах он способен играть роль DAMP. 
Рецепторами к HMGB1 служат toll-like-подобные 
рецепторы (TLR) 2, 4, 9, рецептор к конечным про-
дуктам гликозилирования (receptor for advanced gly-
cation end products, RAGE), CD24, α-синуклеиновые 
филаменты, протеогликаны, Т-клеточный иммуно-
глобулиновый домен и муциновый домен-3 (T cell 
immunoglobulin domain and mucin domain-3, TIM-3), 
рецептор к N-метил-d-аспартату (N-methyl-d-aspar-
tate receptor, NMDAR) и рецептор-триггер, экспрес-
сируемый на миелоидных клетках-1 (triggering recep-
tor expressed on myeloid cells-1, TREM1) [8].

HMGB1 индуцирует созревание ДК через домен 
B box, что проявляется увеличением экспрессии 
CD83, CD54, CD80, CD40, CD58 и молекул главного 
комплекса гистосовместимости (ГКГС) II класса, 
которое сочетается со снижением экспрессии CD206 
[9]. Домен B box также усиливает секрецию провос-
палительных цитокинов – интерлейкинов (ИЛ) 12, 
6, 1α, 8, фактора некроза опухоли альфа (ФНО-α), 
регулируемого при активации, экспрессируемого 
и секретируемого нормальными Т-клетками фактора 
(regulated on activation, normal T cell expressed and 
secreted, RANTES). R. Saenz и соавт. сообщают, 
что пептид Hp91, чей сиквенс соответствует области 
домена B box, активирует ДК и выступает как адъю-
вант in vivo. Активация ДК происходит через сигналь-
ные пути MyD88 и TLR4 с участием митоген-акти-
вированной протеинкиназы (p38 mitogen-acti vated 
protein kinases р38, p38 MAPK) и транскрипционного 
фактора (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 
of activated B cells, NF-κB) [10]. Поэтому выделяемый 
погибающими опухолевыми клетками HMGB1 мо-
жет быть сигналом повреждения клеток и тканей, 
который индуцирует реакцию иммунной системы 
через активацию ДК. Было показано, что секреция 
HMGB1 во время канцерогенеза при раке шейки 
матки может приводить к толерогенной активности 
плазмоцитоидных ДК [11].

Другие данные демонстрируют особую роль 
структурно гомологичных кальмодулину белков се-
мейства S100. Эти белки способны выступать в роли 
молекул DAMP, тем самым играя такую же роль 
в регуляции процесса воспаления, как и HMGB1 
[12]. Большинство внутриклеточных белков семей-
ства S100 участвуют в регуляции внутриклеточных 
процессов клеточного цикла, пролиферации, диф-
ференцировки и миграции, деградации белков, ор-
ганизации цитоскелета, фосфорилирования белков 
и активности транскрипционных факторов [13]. 
Было показано, что выброс различными клетками 
белков семейства S100 может служить достоверным 
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маркером активности заболевания при астме, хрони-
ческой обструктивной болезни легких, колите, рев-
матоидном артрите, болезни Альцгеймера и раке [14]. 
Более того, сообщалось о регуляторной роли белков 
S100A8 и S100A9 в процессе роста опухоли [15]. Так-
же известно о значительных изменениях экспрессии 
белков S100B, S100A2, S100A4, S100A6, S100A8/A9 
и S100P при различных видах рака [16]. Например, 
наличие высоких уровней белка S100B в сыворотке 
способно служить биологическим маркером злока-
чественной меланомы, а изменение количества бел-
ков S100A2 и S100A6 может использоваться как био-
логический маркер немелкоклеточного рака легких 
[17]. Белки S100A8 и S100A9 способны регулировать 
дифференцировку и функции ДК и прочих миелоид-
ных клеток [18]. Ряд исследований свидетельствуют 
о влиянии выделяемых опухолью белков S100 на ак-
тивность ДК. Например, белок S100A4 необходим 
ДК для активации Т-клеток [19].

Белки теплового шока (БТШ) – хорошо изучен-
ные молекулы DAMP при раке. С БТШ связывают 
процессы активации и интеграции врожденного 
и приобретенного звеньев иммунной системы. Изу-
чение молекулярного веса и филогенеза позволило 
выделить 5 основных семейств, однако только белки 
HSP96, HSP90, HSP70, HSP110 и HSP170 достоверно 
вызывают иммунный ответ в качестве мембрансвя-
занных и внеклеточных компонентов [20]. Стимуля-
ция кросс-презентации антигена достигается путем 
связывания БТШ с поверхностными рецепторами 
определенной клетки, после чего происходят интер-
нализация антигена, его процессинг и презентация. 
Например, БТШ CD91, связываясь с иммунными 
клетками, способствует созреванию ДК, секреции 
цитокинов и праймированию Т-клеток [21]. HSP70 
связывается с незрелыми ДК и индуцирует их со-
зревание, подтверждением чему служит увеличение 
экспрессии CD40, CD86 и CD83, а также усиление 
способности презентовать антигенспецифическим 
цитотоксическим лимфоцитам [22]. Опухолевые 
комплексы пептидов и БТШ, поступающие из не-
кротизированных клеток или секретирующиеся в от-
вет на клеточный стресс, также могут участвовать 
в активации иммунной системы путем кросс-презен-
тации этих пептидов ДК [23].

Подавляющие ДК опухолевые факторы
Наряду с цитотоксическими Т-клетками, макро-

фагами, клетками – естественными киллерами (Na-
tural killer, NK), γδ-Т-клетками и B-клетками ДК 
играют важную роль в иммунологическом контроле 
возникновения и развития онкологических заболе-
ваний благодаря способности узнавать и уничтожать 
вновь возникающие злокачественные клетки. Однако 
возникновение и развитие рака связаны с дефектами 

защитных иммунологических механизмов, когда но-
вые раковые клетки получают способность усколь-
зать от контроля иммунной системы, тем самым 
обеспечивая себе выживание и приводя к прогрессии 
опухолевого процесса. При взаимодействии имму-
нокомпетентных и опухолевых клеток различные 
растворимые факторы, которые секретируются ра-
ковыми клетками и клетками опухолевой стромы, 
способны играть одну из важнейших ролей.

Выделяемые опухолью супрессорные факторы: 
ростовые факторы, цитокины, хемокины
Фактор роста эндотелия сосудов (vascular endo-

thelial growth factor, VEGF) секретируется большин-
ством опухолей и отвечает за процесс неоваскуляри-
зации опухоли. При раке увеличение уровня VEGF 
в сыворотке пациентов коррелирует с негативным 
прогнозом [24]. VEGF был одним из первых секре-
тируемых опухолью факторов, влияние которого 
на ДК было продемонстрировано. Воздействие через 
рецепторы VEGFR-1 и VEGFR-2 приводило к инги-
бированию дифференцировки и созревания ДК [25]. 
VEGF оказывает тормозящее действие на развитие 
и созревание ДК in vitro и in vivo, блокируя активацию 
NF-κB в гематопоэтических клетках-предшествен-
никах [26]. Отмечается обратная корреляция между 
уровнем VEGF в сыворотке пациентов и количест-
вом ДК, кроме того, в ДК определяются увеличение 
частоты апоптотических изменений фенотипа и уси-
ление экспрессии рецептора к хемокину 4 (C–X- C 
chemokine receptor 4, CXCR4) [27]. VEGF регулирует 
миграцию ДК путем мобилизации незрелых миело-
идных клеток и незрелых ДК из костного мозга 
к опухоли [28].

Перспективным направлением является терапия 
с использованием препаратов – «ловушек» VEGF 
(афлиберцепт), направленная на ингибирование сиг-
нального пути VEGF и повышение количества зре-
лых ДК у пациентов с рефрактерными солидными 
опухолями [29]. В свою очередь, исследования in vitro 
продемонстрировали, что ингибирование экспрес-
сии VEGF с помощью коротких интерферирующих 
РНК в клетках рака молочной железы эффективно 
восстанавливает процесс дифференцировки и созре-
вания ДК, что увеличивает способность ДК индуци-
ровать опухолеспецифический цитотоксический 
Т-клеточный ответ [30].

Известно, что члены семейства трансформирую-
щего ростового фактора бета (transforming growth factor 
beta, TGF-β) также способны регулировать актив-
ность и дифференцировку ДК [31]. ДК экспрессиру-
ют рецепторы к TGF-β 1-го типа, включая рецептор 
к активину 1 (activin receptor 1, ACVR1), ACVR1B, ре -
цепторы к костным морфогенетическим белкам (bone 
morphogenetic protein receptor, BMPR) 1A, BMPR1B, 
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рецептор TGF-β (TGFBR) 1, а также рецепторы к TGF-β 
2-го типа – TGFBR2, BMPR2, ACVR2A, ACVR2B.

Однако роль многих членов семейства TGF-β 
в регуляции жизнедеятельности ДК в опухолевом 
микроокружении изучена недостаточно. Повышен-
ная экспрессия TGF-β в опухолевом микроокруже-
нии часто сочетается с замедленным созреванием 
и ограничением функциональной активности ДК, 
что нарушает опухолеспецифический иммунный от-
вет [32]. Секретируемый опухолью TGF-β снижает 
экспрессию маркеров созревания ДК: CD83, CD80, 
CD86 и молекул ГКГС II класса [33]. Кроме того, 
отмечается нарушение экспрессии усиливающих со-
зре вание ДК провоспалительных цитокинов ФНО-α, 
ИЛ-1, ИЛ-12 и интерферона-α, в то же время про-
исходит увеличение секреции регуляторных цитоки-
нов, в том числе TGF-β [34]. Лиганды семейства 
TGF-β также влияют на миграцию ДК посредством 
регуляции экспрессии хемокинов и рецепторов 
к ним [31]. Кроме того, TGF-β способен напрямую 
индуцировать апоптоз в ДК [35].

Данные, подтверждающие снижение созревания 
ДК под влиянием TGF-β, позволяют сделать вывод, 
что выделяемый опухолью TGF-β может значительно 
подавлять функции ДК и их способность иницииро-
вать противоопухолевый ответ. TGF-β также спосо-
бен поляризовать ДК в иммуносупрессорный фено-
тип. Такие регуляторные ДК обладают способностью 
подавлять пролиферацию эффекторных Т-клеток 
и индуцируют дифференцировку Т-клеток в регуля-
торный фенотип (regulatory T cell (s), Treg) [3, 4]. 
Например, TGF-β дозо- и времязависимо увеличи-
вает экспрессию лиганда 1 программированной смер-
ти клеток (programmed death-ligand 1, PD–L1), сиг-
нального белка и активатора транскрипции 3 (signal 
transducers and activators of transcription 3, STAT3) 
в ДК [36].

Кроме того, сообщалось об экспрессии опухоле-
выми клетками лигандов семейства активина, кото-
рые способны менять фенотип и функциональную 
активность ДК. Например, секретируемый различ-
ными опухолями белок Nodal способен поляризовать 
ДК в регуляторный фенотип, усиливая экспрессию 
циклооксигеназы-2 (ЦОГ-2).

Другой член семейства TGF-β – фактор роста 
и дифференцировки 15 (growth differentiation factor-15, 
GDF-15) находят в тканях и сыворотке крови паци-
ентов с глиобластомой, раком желудка, ободочной 
и прямой кишки, простаты, яичников. GDF-15 ин-
гибирует экспрессию CD83, CD86 и рецепторов 
ГКГС II класса на ДК, снижает уровень ИЛ-12 и уве-
личивает продукцию TGF-β1. Также повышается 
фагоцитарная активность ДК, но отмечается ограни-
чение способности стимулировать Т-клетки in vitro 
и in vivo [37].

ИЛ-10 является противовоспалительным цито-
кином, который секретируется преимущественно мо-
ноцитами и лимфоцитами. Однако о секреции ИЛ-10 
раковыми клетками сообщалось при меланоме, мно-
жественной миеломе и раке легкого [38, 39]. Секре-
тируемый опухолью ИЛ-10 оказывает ингибирую-
щий эффект на созревание ДК и их способность 
стимулировать Т-клеточный иммунный ответ [40]. 
При гепатоцеллюлярной карциноме увеличение 
уровня ИЛ-10 в сыворотке коррелирует со значитель-
ным количественным дефицитом и незрелым фено-
типом циркулирующих популяций ДК, что указы вает 
на важную роль этого цитокина в патогенезе дис-
функции ДК при раке [41].

Ранее сообщалось об ингибирующем влиянии 
ИЛ-10 на экспрессию костимуляторных молекул 
и молекул ГКГС на ДК [42]. Например, выделяемый 
опухолью ИЛ-10 ингибирует экспрессию CD40, по-
давляет CD40-зависимую продукцию ИЛ-12, снижа-
ет экспрессию рецепторов к хемокинам, блокирует 
презентацию антигенов и индуцирует экспрессию 
PD–L1 на ДК [43].

ИЛ-6 также оказывает широкий спектр биологи-
ческих эффектов на рост клеток, дифференцировку, 
жизнеспособность и миграцию при иммунном отве-
те, гематопоэзе и воспалении [44]. Повышенную 
секрецию ИЛ-6 у онкологических пациентов связы-
вают с нарушениями функций ДК. Например, сооб-
щалось об увеличении уровней ИЛ-8 и ИЛ-6 в плаз-
ме пациентов с эпителиальным раком яичников, 
при этом сообщалось о повышенной секреции in vitro 
этих цитокинов клетками линии эпителиального 
рака яичников [45]. Любопытно, что иммуносупрес-
сия ДК при их совместной инкубации с супернатан-
том от клеток рака яичника регрессировала после 
блокировки продукции ИЛ-8 и ИЛ-6. Более того, 
выделяемый опухолью ИЛ-6 влияет на дифференци-
ровку гематопоэтических клеток-предшественников 
и моноцитов, включая макрофаги и ДК in vitro, и мо-
жет быть причиной образования толерогенного фе-
нотипа ДК [46]. При применении ингибитора 
JAK2/STAT3 препарата AG490 отмечается нормали-
зация иммуносупрессии в ДК, возникающей под воз-
действием ИЛ-6 [47]. Поскольку STAT3 играет важ-
ную роль при влиянии ИЛ-6 на дифференцировку 
и созревание ДК, фосфорилированный STAT3 в ДК 
может быть одной из целей иммунотерапии рака [46].

Макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор (М-КСФ) является одним из основных регу-
ляторов жизнедеятельности для мононуклеарных 
клеток. М-КСФ экспрессируется в клетках рака 
молочной железы и почечной карциномы, что явля-
ется неблагоприятным прогностическим фактором 
[48]. М-КСФ не только регулирует опухолевую про-
грессию и метастазирование за счет воздействия 
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на макрофаги, но также подавляет дифференциров-
ку ДК [49]. Выделяемый опухолью М-КСФ способен 
ингибировать образование ДК из CD34+ гематопоэ-
тических предшественников и индуцировать диффе-
ренцировку моноцитов в толерогенные ДК.

Секретируемый опухолью белок RANKL, член 
семейства факторов некроза опухоли, также спосо-
бен влиять на ДК, снижая экспрессию ИЛ-12 и по-
вышая продукцию ИЛ-10, приводя к поляризации 
ДК в регуляторные ДК, которые увеличивают обра-
зование FoxP3+ T-регуляторных клеток [50].

Известно, что несколько выделяемых опухолью 
хемокинов могут воздействовать на ДК, меняя их 
способность к миграции и созреванию. Любопытно, 
что незрелые ДК могут более активно привлекаться 
в опухоль секретируемыми факторами – лигандами 
к хемокину chemokine (C–C motif) ligand): CCL2, 
CCL20, CCL25, CCL5, CXCL12, CXCL1 и CXCL5, 
в то время как зрелые ДК менее восприимчивы к этим 
сигналам [51]. Следовательно, секретируемые злока-
чественными клетками и стромой хемокины играют 
важную роль в локализации и миграции ДК, инфиль-
трирующих опухоль, равно как и в поддержании 
незрелого статуса ДК. Например, клетки эпителиаль-
ного рака яичников человека экспрессируют высо-
кие уровни хемокина CXCL12, который связывается 
с рецептором к хемокину CXCR4 на предшественни-
ках ДК и индуцирует их хемотаксис, трансмиграцию 
и адгезию [52]. Также известно, что выделяемые ме-
ланомой факторы могут изменять степень созрева-
ния и активации резидентных ДК, причем степень 
этих изменений коррелирует с агрессивностью роста 
меланомы in vivo [53].

Выделяемые опухолью супрессорные факторы
Опухолевые антигены
Простатический специфический антиген (ПСА) – 

это сериновая протеаза, являющаяся органоспеци-
фическим маркером, экспрессия которой повышена 
в большинстве случаев рака простаты. Данный антиген 
был одним из первых опухолевых антигенов, нега-
тивное влияние которого на созревание, жизнеспо-
собность и функции ДК было показано в ряде иссле-
дований [54]. Добавление активного ПСА к культурам 
ДК приводит к выраженному замедлению дифферен-
цировки и созревания ДК, что проявляется низким 
уровнем экспрессии молекул CD83, CD80, CD86 
и ГКГС II класса. Кроме того, при обработке ДК ПСА 
отмечалось торможение способности ДК стимули-
ровать пролиферацию Т-клеток. В другом исследо-
вании было выявлено, что эндогенные факторы в сы-
в оротке пациентов с раком простаты ингибировали 
образование функционально активных ДК из CD14+ 
моноцитов in vitro. Этот процесс положительно кор-
релировал с уровнем свободного ПСА в крови 

больных раком простаты [55]. Данное наблюдение 
позволяет предположить, что ПСА может негативно 
влиять на резидентные ДК при раке простаты.

Во многих раковых клетках повышена экспрес-
сия гликопротеина муцин 1 (mucin 1, MUC1). В нор-
мальных клетках MUC1 формирует защитный слой, 
который противостоит воздействию микробов и ток-
сичных веществ, однако гиперсекреция MUC1 при-
водит к усилению способности раковых клеток 
к инвазии, метастазированию и резистентности 
к иммунному ответу [56]. MUC1 может привлекать 
незрелые ДК к опухоли и нарушать их полноценное 
созревание, тем самым снижая функции ДК. При 
культивировании с MUC1 ДК демонстрируют повы-
шение экспрессии CD83, CD80, CD86, CD40 и мо-
лекул ГКГС II класса; однако эти ДК также секрети-
руют значительные количества ИЛ-6, ФНО-α и ИЛ-10 
и не вырабатывают ИЛ-12. Когда эти ДК кокульти-
вируют с CD4+ Т-клетками, они индуцируют нара-
ботку ИЛ-13 и ИЛ-5, однако снижается уровень 
ИЛ-2, таким образом, они оказываются неспособны 
вызвать ответ Th1-типа [57]. Выделяемый опухолью 
MUC1 влияет на секрецию цитокинов в ДК и пре-
вращает их в регуляторные ДК, которые секретируют 
больше ИЛ-10 и меньше ИЛ-12 [58]. Эти наблюдения 
свидетельствуют о том, что выделяемый опухолью 
MUC1 способен нарушать созревание и функцио-
нальную активность при определенных типах рака, 
что ставит MUC1 в один ряд с прочими факторами, 
которые способствуют ускользанию опухоли от им-
мунного ответа, а также объясняет присутствие то-
лерогенных ДК при MUC1-положительном раке.

Важный маркер при хорионкарциноме и раке 
яичка – человеческий хорионический гонадотропин – 
увеличивает экспрессию индоламин-2,3-диоксиге-
назы (indoleamine-2,3-dioxygenase, IDO) в ДК [59]. 
Фермент IDO участвует в деградации триптофана, 
основной аминокислоты, которая необходима для 
пролиферации клеток. Данный механизм лежит в ос-
нове опосредованной IDO супрессии Т-клеток ден-
дритными клетками [60].

Другие молекулы
В норме ганглиозиды обнаруживаются преимуще-

ственно в нервной системе, однако их экспрессия по-
вышается и при опухолях нейроэктодермального про-
исхождения. Ганглиозиды участвуют в межклеточных 
взаимодействиях, регулируя подвижность клетки и кле-
точный цикл [61]. Выделяемые нейробластомой ган-
глиозиды участвуют в формировании резистентности 
опухоли к иммунному ответу путем снижения образо-
вания ДК, а также ограничения их жизнеспособности 
и функциональной активности [62]. Например, секре-
тируемые меланомой ганглиозиды нарушают диффе-
ренцировку ДК и индуцируют их апоптоз [63, 64].
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Простаноиды (простагландины, простациклины 
и тромбоксаны) являются медиаторами воспаления, 
анафилактических реакций и вазоконстрикции. 
Уровни простаноидов увеличены при многих опухо-
лях, при этом часто наблюдается снижение иммун-
ных функций. Например, у пациентов с раком коло-
ректальной области отмечается повышение уровня 
простагландина E

2
 (prostaglandin E

2
, PGE

2
) и актив-

ности ЦОГ-2, что коррелирует с размером опухоли 
и выживаемостью пациентов [65]. Под воздействием 
простагландина E

2
 снижается дифференцировка CD34+ 

предшественников в зрелые ДК [66]. Кроме того, 
PGE

2
 вызывает усиление экспрессии IDO1 в ДК, 

что приводит к ингибированию опосредованной ДК 
антигенспецифической стимуляции Т-клеток и их 
дифференцировке в Т-регуляторные клетки [67].

Сообщалось о повышении количества полиами-
нов (путресцина, спермидина, спермина) при раке 
простаты, молочной железы и ободочной кишки [68, 69]. 
Спермин индуцирует нарушения созревания и функ-
ций ДК in vitro. Кроме того, у пациенток с раком 
молочной железы отмечается обратная зависимость 
между уровнем спермина и количеством ДК, экс-
прессирующих ИЛ-12 [70].

Другим выделяемым опухолью фактором являет-
ся молочная кислота ‒ конечный продукт гликолиза, 
который достоверно влияет на раковые клетки, окру-
жающую их строму и клетки эндотелия в опухолевом 
микроокружении, что приводит к воспалительному 
процессу в опухоли и стимуляции образования па-
тологических сосудов [71]. Одновременно молочная 
кислота оказывает прямое воздействие на ДК, при-
водя к ингибированию производства ИЛ-12 и пре-
зентации опухолевых антигенов, препятствуя обна-
ружению опухоли иммунной системой [72]. 
Высокие концентрации молочной кислоты наруша-
ют дифференцировку ДК, приводя к сокращению 
числа иммунокомпетентных ДК и стимулируя про-
дукцию ИЛ-10 [73].

Еще один механизм ингибирования противоопу-
холевого ответа ‒ это накопление аденозина. Любо-
пытно, что в нормальной ткани концентрация аде-
нозина находится в пределах 10–100 нм, в то время 
как в опухолях она достигает 50–100 мкм [74]. После 
выхода в межклеточное пространство аденозин ока-
зывает множество иммуномодулирующих эффектов, 
которые реализуются через аденозиновые рецепторы 
на разных иммунных клетках, включая ДК. Напри-
мер, у мышей аденозин может нарушать дифферен-
цировку ДК предшественников в CD11c+Gr-1+ [75]. 
Дифференцированные под воздействием аденозина 
ДК экспрессируют ряд ангиогенных провоспали-
тельных и иммуносупрессорных молекул, включая 
TGF-β, ИЛ-10, VEGF, ИЛ-6, ИЛ-8, ЦОГ-2 и IDO, кроме 
того, они могут стимулировать рост злокачественного 

новообразования при внутриопухолевом введении 
в экспериментальной модели [76].

Новые данные подтверждают особую роль липи-
дов и их накопления в физиологии ДК. Например, 
триглицериды способны снижать жизнеспособность 
и функциональную активность ДК при раке. По ме-
ре развития ДК превращаются в клетки ворсинчато-
го вида благодаря большому числу липидных вклю-
чений липидов, поскольку производство липидов 
и их потребление играют важнейшую роль в биоло-
гии ДК [77].

У больных с раком молочной железы и раком 
ободочной кишки отмечается повышение уровня 
липидов, в особенности триглицеридов, у значитель-
ной части ДК [78]. Накопление липидов в ДК проис-
ходит за счет усиленного захвата липидов из внекле-
точного пространства, индуцированного увеличением 
экспрессии фагоцитарного рецептора А, при этом 
перегруженные липидами ДК демонстрируют огра-
ниченную способность к обработке антигенов. Также 
сообщалось о том, что мезотелиома усиливает захват 
липидов дендритными клетками, что сопровождается 
снижением обработки антигенов вместе с повыше-
нием экспрессии костимуляторных молекул и произ-
водства ИЛ-10 [79].

При индуцированном радиационным облучением 
раке одним из объяснений механизма аккумуляции 
липидов в ДК может служить повышение экспрессии 
липопротеинлипазы и связывающего жирные кис-
лоты белка 4 (fatty acid binding protein, FABP4) вкупе 
с повышением уровня триацилглицерола [80]. Под 
воздействием опухоли в ДК отмечается активация 
ответа неструктурированных белков, что проявляет-
ся высоким уровнем стрессового фактора – связыва-
ющего X-box белка (X-box binding protein 1, XBP1). 
В свою очередь, XBP1 связан с образованием актив-
ных форм кислорода в опухоли, что усиливает окис-
ление липидов, стимулирует в ДК программу био-
синтеза триглицеридов и приводит к аномальному 
накоплению липидов с последующей супрессией 
способности ДК к стимуляции противоопухолевого 
Т-клеточного ответа [81]. XBP1 является не только 
важным компонентом ответа неструктурированных 
белков, но и незаменимым нуклеарным транскрип-
ционным фактором. Белки, которые кодируют мно-
гие целевые гены XBP1, являются ферментами, 
участвующими в синтезе жирных кислот. Усиленное 
производство жирных кислот приводит к формиро-
ванию липидных включений в цитоплазме и расши-
рению эндоплазматического ретикулума [82].

Известно, что многие опухоли секретируют раз-
личные нейропептиды [83]. Некоторые из этих пептидов 
также способны влиять на функции ДК и, как следст-
вие, на развитие противоопухолевого иммунного ответа. 
Например, субстанция Р индуцирует пролиферацию 
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опухолевых клеток, а также их миграцию, инвазию, 
внутриопухолевый ангиогенез и развитие метаста-
зов [84]. Более того, субстанция Р подавляет фагоци-
тарную активность ДК [85]. При раке нейропептид Y 
также может выступать как регулятор роста и анги-
огенеза в опухоли; а его экспрессия коррелирует 
со степенью прогрессии и инвазивности меланомы 
кожи [86]. Сообщалось об индукции поляризации 
ДК по 2-му типу, благодаря усилению секреции ИЛ-
6 и ИЛ-10 под влиянием нейропептида Y [87].

Секретируемые опухолью бомбезин, нейроме-
дин В и гастрин-рилизинг пептид также способны 
угнетать созревание ДК, что проявляется в снижении 
экспрессии CD40, CD80 и CD86, сокращении про-
дукции ИЛ-12 и ограничении способности стимули-
ровать пролиферацию Т-клеток [88].

Член семейства факторов некроза опухоли ре-
цептор гибели 6 (death receptor 6, DR6), повышенная 
экспрессия которого отмечается на поверхности 
многих видов опухолевых клеток, способен влиять 
на созревание и функциональную активность ДК. 
При отщеплении с поверхности опухолевых клеток 
матриксной металлопротеиназой 14 (MMP-14) DR6 
способен индуцировать апоптоз более чем у 50 % 
моноцитов, дифференцирующихся в ДК, изменяя 
уровень экспрессии цитокинов в получающихся 
незрелых ДК [89].

Выделяемые опухолью микровезикулы представ-
ляют собой еще одну гетерогенную группу связанных 
с мембраной частиц, которые выбрасываются опухолью 
в межклеточное пространство. В состав этих вези-
кул могут входить белки, липиды, гликопротеины, 

Секретируемые опухолью ингибирующие ДК факторы

Фактор Эффект на дк Сигнальный путь Ссылка

Аденозин
Нарушение дифференцировки и функциональной актив-

ности, а также привлечения Т-клеток
Epac1-Rap1-зависимые 

 сигнальные пути
[74, 76, 93] 

Ганглиозиды
Ингибирование образования ДК, снижение их жизнеспо-

собности и функций
IRAK-M [62, 63] 

ИЛ-6 Влияние на жизнеспособность, дифференцировку, миграцию MAPK, STAT3, NF-kB [44, 46] 

ИЛ-8 Нарушение миграции PI3K, AKT, PKC, MAPK [94] 

ИЛ-10
Нарушение созревания и дифференцировки,  

индукция толерогенного фенотипа
p38 MAPK, STAT3 [47, 95, 96] 

М-КСФ Подавление дифференцировки PI3K [97] 

Молочная кислота Ингибирование дифференцировки NF-kB [72, 73] 

Муцин 1
Регулирование хемотаксиса.  

Индукция неполноценного созревания
[57] 

Нейропептиды
Регуляция образования, жизнеспособности и функцио-

нальной активности ДК
Множество сигнальных путей [3, 88] 

Простагландины Регуляция дифференцировки RAS-MAPK, PI3K/AKT, PKA [98]

ПСА
Ингибирование созревания, жизнеспособности и функ-

циональной активности
MAPK, STAT3, NF-kB [54] 

Человеческий хориони-
ческий гонадотропин

Индукция толерогенного фенотипа [59] 

Экзосомы Нарушение дифференцировки Множество сигнальных путей [90, 91] 

GDF-15
Ингибирование экспрессии костимуляторных молекул, 
производства ИЛ-12, стимуляции Т-клеток, увеличение 

экспрессии TGF-β
[37] 

CCL2
MIP3a
SDF-1

Регулирование миграции и созревания
PI3K

 NF-kB, MAPK, JAK/STAT

[99]
[52]

[100] 

TGF-β Подавление созревания и функциональной активности SMAD, STAT3 [35]

VEGF
Ингибирование дифференцировки, созревания, мигра-

ции, индукция апоптоза
NF-kB [25] 

RANKL Поляризация в толерогенный фенотип [50] 
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гликолипиды, пептиды, РНК, микроРНК, ДНК, 
что позволяет предположить участие различных ме-
ханизмов регуляции межклеточного взаимодействия 
в опухолевом микроокружении по мере развития 
опухолевого процесса. Выделяемые опухолью микро-
везикулы или экзосомы способны нарушать функции 
миелоидных клеток в опухолевом микроокружении 
посредством нарушения дифференцировки моноци-
тов в ДК и усиления образования иммуносупрессор-
ных клеток миелоидного типа [90]. Полученные при 
биопсии рака легкого экзосомы содержат рецептор 
эпидермального фактора роста и индуцируют обра-
зование толерогенных ДК, что приводит к появле-
нию опухолеспецифичных Т-регуляторных клеток, 
способных подавлять иммунный ответ опухолеспе-
цифичных CD8+ T-клеток [91]. Более того, при раке 
поджелудочной железы микроРНК из экзосом инги-
бируют экспрессию мРНК в ДК, что приводит к сни-
жению экспрессии молекул ГКГС и усилению им-
мунной толерантности к раку [92]. Секретируемые 
опухолью ингибирующие ДК факторы обобщенно 
представлены в таблице.

Заключение
ДК являются наиболее активными и значимыми 

антигенпредставляющими клетками. Взаимодейст-
вуя с NK, NKT, T- и B-лимфоцитами, макрофагами, 
нейтрофилами, тучными клетками, а также неим-
мунными клетками, ДК играют ключевую роль в регу-
ляции иммунного ответа, поддерживая стабильность 
иммунного гомеостаза. Поскольку ДК являются кри-
тическим связующим звеном между врожденным 
иммунитетом и приобретенным иммунитетом, они 

часто являются мишенью различных опухолевых кле-
ток, которые стремятся ускользнуть от иммунного 
ответа и последующего уничтожения. Новые сведе-
ния, полученные в результате двух последних декад 
исследований биологии ДК, свидетельствуют об осо-
бой роли ДК в процессе формирования иммуно-
супрессорного и толерогенного микроокружения 
опухоли, которое может способствовать росту опу-
холи, блокируя иммунный ответ. Несмотря на дан-
ные о множестве биологически активных веществ, 
воздействующих на ДК, остаются без ответа главные 
вопросы: почему различные опухоли используют 
идентичные механизмы воздействия на ДК и по ка-
кой причине опухоли одного типа могут использо-
вать разные сигнальные пути?

Существует интересное наблюдение: некоторые 
факторы, выделяемые опухолью, могут оказывать 
противоположный эффект в зависимости от фазы 
опухолевого процесса, их концентрации и присут-
ствия других факторов и/или клеток. Среди наиболее 
показательных в этом плане секретируемых опухолью 
факторов можно отметить простагландины и ФНО-α.

Взаимный баланс между стимулирующими и по-
давляющими ДК факторами в микроокружении 
опухоли в каждый отдельный момент времени пред-
ставляет собой уникальный параметр, который ха-
рактеризует иммунологическую активность в опухо-
левом микроокружении. Углубленное понимание 
внутриклеточных механизмов, которые формируют 
иммуногенные и толерогенные фенотипы ДК, спо-
собно обеспечить необходимые практические знания 
для разработки новых эффективных методов терапии 
с использованием ДК.
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Сравнение ЭФФективноСти 
иммУноХимиотераПии и ХимиотераПии 

При ФолликУлярной лимФоме

н. а. Фалалеева
ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Наталья Александровна Фалалеева falaleeva-n@mail.ru

Введение. Иммунохимиотерапия (ИХТ) занимает все более прочные позиции в лечении фолликулярной лимфомы (ФЛ). Наи-
более хорошо изученным и длительно применяемым иммунотерапевтическим препаратом является ритуксимаб, монокло-
нальное антитело к антигену CD20. В отделении химиотерапии гемобластозов накоплен большой опыт лечения больных ФЛ 
с использованием ритуксимаба. В статье охарактеризованы исходы ФЛ в зависимости от выбранного в дебюте заболевания 
метода лечения – полихимиотерапии (ПХТ) или ИХТ.
Цель исследования – изучение эффективности добавления ритуксимаба к стандартным режимам ПХТ.
Материалы и методы. В анализ включены 286 больных ФЛ. У 125 (44 %) из них в качестве первой линии лекарственной 
терапии проводилась ПХТ. У 161 (56 %) пациента к комбинации цитостатических химиопрепаратов добавляли ритуксимаб. 
Статистический анализ общей выживаемости (ОВ) и выживаемости без прогрессирования (ВБП) больных проводился по ме-
тодике Каплана–Майера. Анализ непосредственных и отдаленных результатов терапии проведен с учетом международных 
стандартизованных критериев ответа на лечение при неходжкинских лимфомах. Статистическая обработка результатов 
исследования проводилась с использованием программы SPSS 22.0 for Windows.
Результаты. Непосредственные результаты лечения оказались достоверно лучшими в группе ИХТ, р = 0,002. При проведении 
однофакторного анализа получены данные о достоверном положительном влиянии добавления ритуксимаба как на ОВ, так 
и на ВБП. Однако анализируемые группы оказались несопоставимы по ряду признаков. При проведении многофакторного 
анализа отмечены достоверные преимущества добавления ритуксимаба к ПХТ в виде улучшения ВБП, р = 0,000; достовер-
ного влияния на сроки жизни больных ФЛ не отмечено (р = 0,44). Добавление ритуксимаба не оказывало существенного по-
ложительного влияния на сроки жизни и ВБП у больных (n = 88; 31 %) с нетипичным течением ФЛ (отсутствие ответа 
на терапию первой линии и развитие ранних рецидивов). Указанные клинические ситуации нуждаются в дальнейшем изучении.
Выводы. Добавление ритуксимаба к схемам ПХТ у больных ФЛ существенно улучшает результаты лечения. Как показал 
многофакторный анализ, именно ИХТ явилась решающим фактором благоприятного прогноза, улучшающим ВБП у больных 
ФЛ. Ритуксимаб не влиял на ОВ больных, на показатели выживаемости у больных с рефрактерным течением ФЛ, а также 
у больных с ранними рецидивами ФЛ.

Ключевые слова: ритуксимаб, фолликулярная лимфома, полихимиотерапия, иммунохимиотерапия

DOI: 10.17650/1726-9784-2017-16-1-24-31

COMPaRISON IMMuNOChEMOThERaPy aNd ChEMOThERaPy EFFICaSy  
IN FOLLICuLaR LyMPhOMa

N. A. Falaleeva

N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Sh., Moscow 115478, Russia

Introduction. Immunochemotherapy is an obligate component in treatment of follicular lymphoma (FL). Monoclonal antibodies 
to CD20 antigen is the most well studied and frequently used drug. Chemotherapy department of Russian Cancer Research Center has 
a very good experience in FL treatment using rituximab. In the article we characterize and compare two methods of treatment of FL – 
polychemotherapy vs chemotherapy.
Materials and methods. 286 patients with FL were included into analysis. In 125 (44 %) from 286 patients polychemotherapy was used 
as a first line of FL treatment. In 161 (56 %) patients rituximab was added to chemothrepy regimens. Analysis of survival and di sease-
free survival was done according to Kaplan–Meier. Analysis of treatment results has been done according to international criteria 
of treatment response in non-Hodgkin’s lymphomas. In statistical calculations SPSS program for Windows was used.
Results. Responses to treatment were significantly better in immunochemotherapy group of patients, p = 0,002. In unifactorial analysis 
rituximab significantly improved both overall and disease-free sirvival. Taking in mind that groups of patients receiving chemotherapy 
and immunochemotherapy were not completely identical we performed multifactorial analysis, Coxs regression analysis. In that case 
(Cox regression analysis) significant advantages of immunochemotherapy were noted in improving disease-free survival in FL patients 
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(р = 0,000); significant influence on overall survival was not noted (р = 0,44). Addition of rituximab did not improved overall and 
 disease-free survival in a group (n = 88; 31 %) of refractory and early relapsing FL.
Conclusion. Addition of rituximab to polychemotherapy in FL patients significantly improved treatment results. In multifactorial analy-
sis immunochemotherapy was the most important prognostic factors of favourable prognosis of disease-free survival. In that analysis 
 rituximab did not influenced on overall survival and on survival in refractory and early relapsing FL.

Key words: rituximab, follicular lymphoma, polychemotherapy, immunochemotherapy

Введение
Ритуксимаб – химерное анти-CD20-монокло-

нальное антитело (МКА) – один из самых хорошо 
изученных иммунотерапевтических препаратов, при-
меняемых при фолликулярной лимфоме (ФЛ). Ме-
ханизмы действия ритуксимаба включают запуск 
антителозависимой клеточной цитотоксичности, 
комплeментзависимой цитотоксичности, а также 
замедление опухолевого роста, повреждение клеточ-
ного цикла и апоптоз вследствие прямого связыва-
ния с антигеном CD20 [1]. Кроме того, при исследо-
вании in vitro показано, что ритуксимаб повышает 
чувствительность опухолевых клеток к воздействию 
некоторых цитостатиков, а именно: циклофосфана, 
винкристина, доксорубицина и преднизолона [2].

Ритуксимаб стал первым моноклональным анти-
телом, одобренным для применения в онкологии 
в 1997 г. Эффективность доказана более чем в 300 
исследованиях III фазы. Так, общий ответ на моно-
терапию препаратом ритуксимаб в качестве индук-
ционного лечения ФЛ составляет 50 % [3–6]. Меди-
ана выживаемости без прогрессирования (ВБП) 
и продолжительности ответа у ответивших на лече-
ние больных составила 13 и 12 мес соответственно.

В начале 2000-х годов было проведено 4 крупных 
рандомизированных исследования [7–10], которые 

показали преимущество добавления ритуксимаба 
к стандартной химиотерапии у первичных больных 
ФЛ. Это преимущество сохранялось при оценке от-
даленных результатов лечения, независимо от мето-
да полихимиотерапии (ПХТ). При этом добавление 
ритуксимаба позволило увеличить 4-летнюю общую 
выживаемость (ОВ) больных ФЛ на 10 %, в первую 
очередь больных с высоким индексом FLIPI (Follicular 
lymphoma international prognostic index) (табл. 1).

На основании многолетнего опыта нашей клиники 
нами проведено собственное исследование. Ниже из-
ложены результаты анализа лечения 286 больных ФЛ.

Материалы и методы
Работа выполнена в НИИ клинической онколо-

гии ФГБУ «Российский онкологический научный 
центр им. Н. Н. Блохина» (РОНЦ им. Н. Н. Блохина) 
Минздрава России. Охарактеризованы исходы ФЛ 
в зависимости от выбранного в дебюте заболевания 
метода лечения 286 больных, которые проходили 
обследование и лечение в отделении химиотерапии 
гемобластозов НИИ КО ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Бло-
хина» Минздрава России в период с января 1989 г. 
по январь 2016 г.

Анализ показателей ОВ и ВБП проведен у 239 
больных.

таблица 1. Результаты наиболее крупных рандомизированных исследований эффективности добавления ритуксимаба к стандартным 
режимам ПХТ

исследование режим лечения Значение р

Хиддеманн (Hiddemann), 2005
Эффективность лечения
Время до признания неэффективности лечения
Общая выживаемость (2 года) 

CHOP (n = 205)
90 %

31 мес
90 %

R-CHOP (n = 223)
96 %

Не достигнуто
95 %

p = 0,011
p < 0,0001
p = 0,016

Маркус (Marcus), 2007
Эффективность лечения
Время до признания неэффективности лечения
Общая выживаемость (4 года) 

CVP (n = 159)
57 %
7 мес
71 %

R-CVP (n = 162)
81 %

34 мес
81 %

p < 0,0001
p < 0,0001
p = 0,029

Херольд (Herold), 2007
Эффективность лечения
Время до признания неэффективности лечения
Общая выживаемость (4 года) 

MCP (n = 96)
75 %

19 мес
74 %

R-MCP (n = 105)
92 %

Не достигнуто
87 %

p < 0,001
p < 0,0001
p = 0,016

Саллес (Salles), 2008
Эффективность лечения
Время до признания неэффективности лечения
Общая выживаемость (4 года) 

CHVP/IFN-α (n = 183)
85 %

Не достигнуто
79 %

R-CHVP/IFN-α (n = 175)
94 %

Не достигнуто
84 %

p < 0,0001
p < 0,0001

Высокий риск 
по FLIPI (!) 
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Диагноз ФЛ во всех случаях был верифицирован 
с помощью иммуногистохимического анализа био-
псийного материала первичной опухоли. Морфоло-
гическая и иммуногистохимическая диагностика ФЛ 
проводилась в отделе патологической анатомии опухо-
лей человека по результатам гистологического исследо-
вания опухолевой ткани с обязательным исследованием 
экспрессии CD20 в соответствии с критериями класси-
фикации опухолей кроветворной и лимфоидной тканей 
Всемирной организации здравоохранения 2008 г. [11].

Всем больным проведено общеклиническое об-
следование, включающее все современные общепри-
нятые методы диагностики онкогематологических 
заболеваний. Для установления степени распростра-
нения опухолевого процесса использовали класси-
фикацию, принятую в Ann-Arbor (1971).

Статистический ОВ и ВБП больных был сделан 
по методике Каплана–Майера (1956).

Анализ непосредственных и отдаленных резуль-
татов терапии выполнен с учетом международных 
стандартизованных критериев ответа на лечение 
при неходжкинских лимфомах [12].

Для статистической обработки результатов исследо-
вания использовалась программа SPSS 22.0 for Windows.

Результаты и обсуждение
У 125 (44 %) из 286 больных ФЛ в качестве пер-

вой линии лекарственной терапии проводилась ПХТ: 
75 (26,2 %) пациентов получали цикловую ПХТ СОР/ 
СVP (циклофосфан, винкристин, преднизолон), 28 
(9,8 %) пациентов – СНОР (циклофосфан, винкри-
стин, доксорубицин, преднизолон), 4 (1,4 %) – ре-
жимы, содержащие флударабин (FC ‒ флударабин, 
циклофосфан, FMC – флударабин, циклофосфан, 
митоксантрон), 18 (6,3 %) – LVPP и/или ClP (хло-
рамбуцил, винбластин, преднизолон, прокарбазин / 
хлорамбуцил, преднизолон).

У 161 (56 %) пациента к комбинации цитостати-
ческих химиопрепаратов добавляли ритуксимаб (им-
мунохимиотерапия, ИХТ) в стандартной дозе 375 мг/м2 
в 1-й день каждого цикла лечения либо накануне: 100 
(35 %) больных получили ИХТ в режиме RCOP/RCVP, 
51 (17,8 %) больной – RCHOP, 9 (3,1 %) – RB (ритук-
симаб, бендамустин), 1 (0,3 %) – RMOBP (ритуксимаб, 
мелфалан, блеомицин, винкристин, преднизолон).

Характеристики больных в зависимости от мето-
да лечения представлены в табл. 2.

таблица 2. Распределение больных в зависимости от метода лечения

метод
CVP/COP ± R, 

n (%) 
ChOP ± R,  

n (%) 
другие,  

n (%) 

ПХТ, n = 125 75 (60) 28 (22,5) 22 (17,5) 

ИХТ, n = 161 100 (62) 51 (31,6) 10 (6,4) 

За время наблюдения, которое составляло от 4 
до 216 мес (медиана 48 мес), больным проведено от 1 
до 10 курсов лечения (в среднем 5,7 курса).

Следствием применения ИХТ стало достижение 
58,7 % полных и 21,7 % частичных ремиссий. У 7,2 % 
исходом первой линии терапии стала стабилизация 
проявлений ФЛ, у 12,3 % опухоль прогрессировала 
во время лечения или сразу после его окончания. 
Достоверно худшими оказались непосредственные 
результаты лечения у больных, получивших ПХТ, 
р = 0,002; достигнуто 34,6 % полных, 29,9 % частич-
ных ремиссий, у 16,8 % больных отмечена стабили-
зация, у 18,7 % ‒ прогрессирование ФЛ (табл. 3).

таблица 3. Непосредственные результаты лечения

терапия

непосредственный эффект, n ( %) 

Полная
ремиссия

частичная 
ремиссия

Стабили- 
зация

Прогрессиро-
вание

ПХТ 37 (34,6) 32 (29,9) 18 (16,8) 20 (18,7) 

ИХТ 81 (58,7) 30 (21,7) 10 (7,2) 17 (12,3) 

Всего 118 (48,2) 62 (25,3) 28 (11,4) 37 (15,1) 

С начала эры ритуксимаба проведено множество 
исследований, посвященных сравнению отдаленных 
результатов применения ПХТ у больных ФЛ с добав-
лением ритуксимаба или без него. Мы провели соб-
ственное изучение.

При построении кривых ОВ достоверно бóльши-
ми оказались сроки жизни больных ФЛ, в лечении 
которых применяли ИХТ, различие статистически 
достоверно, р = 0,039 (рис. 1).

Драматически различались исходы лечения 
при анализе показателей ВБП (рис. 2). Медиана ВБП 
у больных ФЛ, которые в качестве первой линии 
лечения получили ПХТ, составила всего 20 мес (см. 
рис. 2). Различие статистически высокодостоверно, 
р = 0,000.

С целью определить сопоставимость 2 групп 
больных (в 1-й – в качестве терапии первой линии 
получали ПХТ, во 2-й – ИХТ) по клиническим, био-
химическим и иммуноморфологическим признакам 
мы провели сравнительный анализ основных харак-
теристик ФЛ и ее проявлений (табл. 4).

Возраст больных 1-й группы (ПХТ) варьировал 
от 23 до 82 лет, медиана 57 лет, во 2-й группе (ИХТ) 
медиана возраста равнялась 58 годам (от 26 до 85 лет). 
Число пациентов старше 60 лет в исследуемых груп-
пах достоверно не различалось – 43,5 и 33,3 % соот-
ветственно (р = 0,077). Соотношение мужчин и женщин 
также было сопоставимым с некоторым преоблада-
нием женщин в обеих группах – 57,2 и 68,5 % соот-
ветственно (р = 0,066).
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При анализе иммуноморфологических характе-
ристик первичной экстрамедуллярной опухолевой 
ткани в обеих группах все 3 цитологических типа 
встречались приблизительно с одинаковой частотой: 
I цитологический тип – 36,8 и 28,1 % соответствен-
но; II цитологический тип – 50,4 и 55,6 % соответ-
ственно; III – 15 и 16,3 % соответственно (р = 0,296). 
Не выявлено различий при анализе уровня пролифе-
ративной активности опухоли – Ki67. Количество 
случаев с высоким (> 30 %) уровнем этого маркера 
достоверно не различалось (р = 0,763). При анализе 
иммунологических параметров опухолевых клеток 
в анализируемых группах частота экспрессии CD10 
была выше в группе больных, которым в качестве 
терапии первой линии проводилась ИХТ, – 75,4 % 
против 49,5 % (р = 0,000). Экспрессия активацион-
ного антигена CD23 на опухолевых клетках опреде-
лялась с одинаковой частотой ‒ 39,6 и 33,1 % соот-
ветственно (р = 0,312).

В полученных ранее данных нашего исследо-
вания установлена высокодостоверная прогности-
ческая роль присутствия в опухолевой ткани фол-
ликулярных дендритных CD23-позитивных клеток 
(CD23+-ФДК). В данном случае получена достовер-
ная разница в частоте экспрессии в опухолевой ткани 
CD23+-ФДК между изучаемыми группами: достовер-
но ниже CD23+-ФДК определялся в группе больных 
ФЛ, которым после постановки диагноза проводи-
лась ПХТ: 78,2 % против 92,9 %, р = 0,002.

В соответствии с критериями FLIPI 3 и более фак-
торов неблагоприятного прогноза определялись у 42,7 % 
(n = 53) больных 1-й группы и у 41 % (n = 66) 2-й группы. 
Равное соотношение обнаруживалось и в группе 

благоприятного прогноза по FLIPI: наличие 0–1 фак-
тора наблюдалось с частотой 25 и 29,8 % соответст-
венно (р = 0,653).

Распределение больных по стадиям в 2 группах 
также достоверно не различалось. У большинства 
больных ФЛ диагностировались распространенные 
(III и IV) стадии заболевания – 74,2 % против 77,2 % 
(р = 0,561).

При анализе общего состояния пациентов на мо-
мент определения тактики лечения по шкале ECOG 
PS 42,7 % больных 1-й группы и 32,1 % 2-й группы 
имели значительные соматические нарушения. Ка-
жущееся различие недостоверно (р = 0,064).

Нами проанализирован ряд лабораторных пара-
метров у больных ФЛ обеих групп. Уровень лактат-
дегидрогеназы (ЛДГ) оказался повышенным в дебю-
те заболевания у 37,1 % пациентов, составляющих 
1-ю группу, во 2-й группе число больных, у которых 
уровень ЛДГ был более 450 Ед/л, оказалось меньшим – 
25,5 %. Однако различие статистически достоверно 
(р = 0,035). Не отмечено достоверной разницы в часто-
те случаев снижения уровня общего белка в дебюте 
ФЛ – 16,7 и 12,7 % соответственно (р = 0,357).

При анализе гемограмм больных не выявлено 
различий в частоте случаев снижения уровня гемогло-
бина менее 120 г/л в 2 группах больных (р = 0,163). 
При этом поражение костного мозга, по данным 
морфологического исследования трепанобиоптатов 
подвздошных костей, устанавливалось с сопоставимой 
частотой – 40,3 и 39,5 % соответственно (р = 0,889).

Процент больных ФЛ, у которых при обследова-
нии в дебюте лимфомы обнаруживалось опухолевое 
поражение лимфатических узлов в 4 и более зонах, 

рис. 1. ОВ больных ФЛ: ПХТ (n = 106)  в сравнении с ИХТ (n = 133) рис. 2. ВБП больных ФЛ: ПХТ (n = 106) в сравнении с ИХТ (n = 133)
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был также сопоставим – 56,9 и 56,2 % соответствен-
но (р = 0,901). Не отмечено достоверной разницы 
в частоте поражения лимфатических узлов различных 
локализаций (периферические, средостенные, забрю-
шинные, внутрибрюшинные), также равномерно часто 
обнаруживались опухолевые конгломераты размерами 
более 6 см – 45,2 и 53,1 % соответственно (р = 0,184).

Был проанализирован другой параметр, отража-
ющий распространенность опухолевого процесса, 
когда диагностировалось поражение 2 и более экс-
транодальных органов. Такие клинические ситуации 
наблюдались сопоставимо часто в обеих группах: в 1-й 
группе больных – 43,5 %, во 2-й – 32,7 % (р = 0,061). 
Не выявлено различий в частоте поражения отдель-
ных экстранодальных органов, по нашим данным, 
влияющих на прогноз ФЛ: селезенки (р = 0,210), 
печени (р = 0,112), плевры (р = 0,499).

Таким образом, при сопоставлении результатов 
первой линии системного противоопухолевого лечения 
больных ФЛ с применением цикловой ПХТ ± ритук-
симаб были получены данные, аналогичные опубли-
кованным ранее данным многочисленных исследо-
ваний и подтвердившие достоверное преимущество 
ИХТ перед ПХТ. Однако в нашем случае группы слу-
чайно отобранных больных ФЛ не были сопостави-
мы по частоте повышения уровня ЛДГ, кроме того, 
выявлены достоверные различия при анализе частоты 
встречаемости прогностически значимых иммуно-
морфологических характеристик первичной опухоли: 
характера роста опухолевых клеток в экстрамедул-
лярном образце, уровня CD23+-ФДК

При проведении регрессионного анализа Кокса 
для определения влияния в этой выборке больных 
указанных параметров на показатели ОВ независи-
мыми факторами оказались уровень ЛДГ (р = 0,044) 
и экспрессия CD23+-ФДК (р = 0,02); выбор тера-
пии – ИХТ/ПХТ не оказался в этом числе, р = 0,44 
(табл. 5).

таблица 5. Многофакторный анализ (регрессия Кокса) и ОВ

Параметр Значение p Exp (B) 

Лактатдегидрогеназа 0,044 1,430

Нодулярный/Диффузный 0,359 0,659

ИХТ/ПХТ 0,440 0,783

СD10 0,440 1,387

CD23+-ФДК 0,022 3,087

Причем, если провести анализ функции выжи-
вания, исключив случаи повышения ЛДГ, различия 
между кривыми, отражающими сроки жизни боль-
ных ФЛ, получавших ПХТ или ИХТ, становятся 

таблица 4. Клинические характеристики больных анализируемых групп

Признак
Группа
ПХт

(n = 125) 

Группа
иХт

(n = 161) 

Значе-
ние р

Возраст (диапазон), лет
Медиана, лет
> 60 лет, n (%) 

23–82
56,1

54 (43,2)

26–85
56,2

54 (33,5)
0,077

Пол, n (%):
мужской
женский

54 (43,2)
71 (56,8)

51 (31,5)
110 (68,5)

0,066

Цитологический тип ФЛ,  
n (%):

I
II
III

43 (36,8)*
59 (50,4)*
15 (12,8)*

43 (28,1)*
85 (55,6)*
25 (16,3)*

0,296

Характер роста, n (%):
преобладание нодулярного
преобладание диффузного

54 (52,9)*
48 (47,1)*

112 (77,2)
33 (22,8)

0,000

Частота экспрессии CD10, 
n (%) 

46 (49,5)* 104 (75,4) * 0,000

Частота экспрессии CD23, 
n (%) 

40 (39,6)* 40 (33,1) * 0,312

Частота экспрессии
CD23-ФДК, n (%) 

68 (78,2)* 105 (92,9) * 0,002

Ki-67 ≥ 30, n (%) 8 (40,0)* 48 (43,6) * 0,763

Риск по FLIPI, n (%):
низкий
промежуточный
высокий

32 (25,6)
40 (32,0)
53 (42,4)

48 (29,8) *
47 (29,2) *
66 (41,0) *

0,653

Стадия, n (%):
I–II
III–IV

32 (25,6)
93 (74,4)

37 (23,0)
124 (77,0)

0,561

Оценка по шкале ECOG, 
n (%):

0–1
2–4

72 (57,6)
53 (42,4)

109 (67,7)
52 (32,3)

0,064

Повышение уровня ЛДГ, n (%) 46 (36,8) 41 (25,5) 0,035

Гемоглобин < 120 г/л, n (%) 42 (33,6) 42 (26,0) 0,163

Снижение уровня общего 
белка < 66 г/л, n (%) 

20 (16,7)* 20 (12,7) * 0,357

Поражение костного мозга, 
n (%) 

50 (40,0) 64 (39,7) 0,889

Число зон нодального 
 поражения ≥ 4, n (%) 

70 (56,0) 91 (56,5) 0,901

Поражение лимфатических 
узлов, n (%):

выше диафрагмы
по обе стороны диафрагмы

97 (77,6)
64 (51,2)

116 (72,0)
72 (44,7)

0,203
0,229

Опухолевые образования 
размерами > 6,0 см, n (%) 

56 (44,8) 86 (53,4) 0,184

Количество зон экстрано-
дального поражения > 1, n (%) 

54 (43,2) 53 (32,9) 0,061

Поражение селезенки, n (%) 43 (34,4) 45 (27,9) 0,210

Поражение печени, n (%) 21 (16,8) 17 (10,6) 0,112

Поражение плевры, n (%) 12 (9,8) * 12 (7,5) * 0,499

*Процент среди обследованных.



29

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 1'2017  ТОм 16    vol. 16

Оригинальные статьи

недостоверными (р = 0,134), что позволяет заклю-
чить: применение ИХТ в качестве первого лечения 
у больного ФЛ не оказывало достоверного влияния 
на сроки жизни больных.

Совершенно другая картина наблюдается при 
многофакторном анализе влияния этих параметров 
на показатели ВБП. Здесь независимыми факторами 
прогноза оказались: выбор метода лечения – ПХТ или 
ИХТ, с высоким уровнем достоверности р = 0,000, 
и экспрессия антигена CD23+-ФДК, р = 0,024 (табл. 6).

таблица 6. Многофакторный анализ (регрессия Кокса) и ВБП

Параметр Значение p Exp (B) 

ЛДГ 0,157
 

0,673

Нодулярный/Диффузный 0,832 0,938

ИХТ/ПХТ 0,000 3,363

СD10 0,651 0,882

CD23+-ФДК 0,024 2,484

В нашем исследовании у 88 (31 %) больных 
не получено оптимального ответа на противоопухо-
левую терапию первой линии – ПХТ (n = 59) либо 
ИХТ (n = 29). У 41 больного течение лимфомы харак-
теризовалось как агрессивное, все больные погибли 
от прогрессирования ФЛ в сроки менее чем 3 года 
от момента начала первой линии лечения. У 9 боль-
ных противоопухолевый ответ был получен после 
смены режима лечения. Раннее развитие рецидивов 
ФЛ наблюдалось у 38 больных, показатели ВБП со-
ставили менее чем 24 мес.

Интересен факт, что при построении кривых ОВ 
для данной группы показатели оказались худшими 
у больных, которым проводилась ИХТ в качестве 
терапии первой линии, по сравнению с больными, 
не получившими в составе лечения ритуксимаб, ме-
дианы 35 и 67 мес, полученные различия недостовер-
ны, р = 0,08 (рис. 3).

При построении графика ВБП кривые, отража-
ющие показатели, полностью совпадают (медианы 
11 и 9 мес, р = 0,9).

ФЛ является 2-м по частоте иммуноморфологи-
чеким вариантом неходжкинской лимфомы. Обычно 
характеризуется длительным (десятилетиями), индо-
лентным течением, и, несмотря на значительный 
прогресс в лечении, болезнь до сих пор считается 
неизлечимой [13–15]. Появление анти-CD20-моно-
клонального антитела и его широкое применение 
существенно изменило судьбы больных ФЛ, главным 
образом за счет увеличения периода клинического 
благополучия – ВБП. Преимущество добавления 
ритуксимаба к комбинированной химиотерапии до-

казано в многочисленных рандомизированных ис-
следованиях, в которых продемонстрировано улуч-
шение частоты ответа, ВБП [7–10, 16]. В некоторых 
из них показано достоверное увеличение сроков жиз ни 
больных [6–8, 16, 17].

По данным анализа 30-летнего клинического 
опыта НИИ КО ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина», 
применение ИХТ у больных ФЛ имеет достоверные 
преимущества перед ПХТ, и различие касается в пер-
вую очередь влияния на показатели ВБП (р = 0,000 
при многофакторном анализе – регрессии Кокса). При 
этом использование ИХТ в качестве первого лечения 
не оказывает достоверного влияния на сроки жизни 
больных (р = 0,44 при многофакторном анализе).

Как до «эры ритуксимаба», так и в настоящее 
время у 10–15 % первичных больных ФЛ протекает 
нетипично – наблюдается быстрое прогрессирова-
ние, отсутствие ответа на противоопухолевое лечение 
первой линии, а в ряде случаев – рефрактерность, 
больные в сроки 1,5–2 года после установления ди-
агноза умирают [18]. Еще приблизительно у 20 % 
больных лимфома рецидивирует в сроки менее чем 
через 2 года после начала терапии первой линии 
[19–21]. Причем половина из них имеют риск погиб-
нуть в течение 5 лет с момента подтверждения диагно-
за ФЛ [22]. Таким образом, у приблизительно 35 % 
больных ФЛ наблюдается «неиндолентное» течение 
заболевания.

По нашим данным, такие клинические ситуации 
отмечались в 31 % наблюдений. Есть основания пола-
гать, что добавление к режимам ПХТ ритуксимаба в этих 
случаях не оказывает существенного положительного 

рис. 3. ОВ больных ФЛ с нетипичным течением в зависимости от ме-
тода лечения (ПХТ, n = 59; ИХТ, n = 29)
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влияния ни на сроки жизни больных, ни на ВБП. Эта 
терапевтическая проблема не решена до настоящего 
времени. Полагаем, что выход за пределы ограничи-
тельных рамок международных прогностических 
конструкций ФЛ сможет приблизить клиницистов 
к решению сложной задачи индивидуализации (пер-
сонализации) противоопухолевого лечения.

Заключение
Проведен сравнительный анализ результатов 

лечения у 286 больных ФЛ – методом ПХТ (n = 125) 
и ИХТ (n = 161). При проведении ИХТ к комбина-
ции цитостатических химиопрепаратов добавлялся 
ритуксимаб.

Непосредственные результаты лечения оказались 
достоверно лучшими в группе ИХТ: частота достиже-
ния полных ремиссий была достоверно выше в группе 
ИХТ, стабилизация опухоли и прогрессирование 
во время лечения или сразу после его окончания 
достоверно чаще встречались в группе ПХТ, р = 0,002.

При проведении однофакторного анализа полу-
чены данные о достоверном положительном влиянии 

добавления ритуксимаба как на ОВ, так и на безре-
цидивную выживаемость. При этом отмечено, что 
по ряду признаков группы не были сопоставимы. Это 
послужило основанием для проведения многофак-
торного анализа, регрессионного анализа Кокса. При 
многофакторном анализе наиболее информативны-
ми признаками, влияющими на ОВ больных ФЛ, 
явились наличие в опухолевой ткани ФДК (р = 0,02) 
и повышение уровней лактатдегидрогеназы (р = 0,044). 
Метод лечения (ПХТ в сравнении с ИХТ) не имел 
существенного влияния на ОВ больных (р = 0,44).

Вместе с тем при проведении многофакторного 
анализа выявлены достоверные преимущества до-
бавления ритуксимаба к ПХТ в виде улучшения ВБП, 
р = 0,000.

Добавление ритуксимаба не оказывало суще-
ственного положительного влияния на сроки жиз-
ни больных и ВБП у больных с нетипичным тече-
нием ФЛ (отсутствие ответа на терапию первой 
линии и развитие ранних рецидивов). Описанные 
клинические ситуации нуждаются в дальнейшем 
изучении.
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ПроГноСтичеСкая ЦенноСтЬ ЭкСПреССии 
андроГеновыХ реЦеПторов в раЗличныХ 

молекУлярныХ тиПаХ рака молочной ЖелеЗы
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Введение. В настоящее время данные литературы не отражают единого мнения о связи уровня андрогенов и их метаболитов 
в различных биологических жидкостях и тканях с развитием рака молочной железы (РМЖ). Как полагают многие исследователи, 
определение уровня андрогеновых рецепторов (АР) в опухоли у больных РМЖ способно открыть ряд перспективных направлений 
в изучении прогноза заболевания и поиске новых подходов в эндокринной терапии различных молекулярных подтипов РМЖ.
Цель исследования – оценка клинической и прогностической значимости иммуногистохимической экспрессии АР в различных 
молекулярных типах РМЖ. 
Материалы и методы. В настоящей работе изучалась экспрессия АР в опухолевой ткани у пациентов с различными молеку-
лярными типами РМЖ.
Результаты. Риск смерти у больных с AР-позитивным РМЖ на 88 % ниже, чем у больных с AР-негативными опухолями.
Заключение. Сделан вывод, что изучение экспрессии АР является перспективным направлением не только в оценке прогноза 
заболевания, но и при поиске дополнительных подходов к лечению РМЖ.

Ключевые слова: рак молочной железы, рецепторы андрогенов, факторы прогноза, молекулярный подтип
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PROGNOSTIC VaLuE OF ExPRESSION OF aNdROGENETIC RECEPTORS  
IN dIFFERENT MOLECuLaR TyPES OF BREaST CaNCER

D. A. Ryabchikov1, I. K. Vorotnikov1, N. A. Kozlov1, N. V. Chkhikvadze1, K. S. Titov2, A. S. Shusharin1
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Introduction. So far in the literature there is no consensus on the relationship between the level of androgens and their metabolites 
in various biological fluids and tissues with the development of breast cancer. As suggested by many researchers, determining the level 
of androgenetic receptors (AR) in the tumor in patients with breast cancer are able to access a number of promising directions in the study 
of prognosis of the disease and the search for new approaches to endocrine therapy of different molecular subtypes of breast cancer.
Objective. To evaluate the clinical and prognostic significance of the immunohistochemical expression of AR in different molecular types 
of breast cancer.
Materials and methods. In the present work we have studied the expression of AR in tumor tissue in patients of different molecular types 
of breast cancer.
Results. The risk of death in patients with AR-positive breast cancer is 88 % lower than in patients with AR-negative tumors.
Conclusion. It was concluded that the study of the expression of AR, is a promising direction not only in the assessment of the prognosis 
of the disease, but when searching for additional approaches to the treatment of breast cancer.

Key words: breast cancer, androgen receptor, prognostic factors, molecular subtype

Введение
Сегодня рак молочной железы (РМЖ) является 

одной из самых распространенных злокачественных 
опухолей в мире и в России. Так, в 2014 г. 18,2 % 
из всего объема злокачественных новообразований 

составила именно эта патология [1]. В отечественной 
и зарубежной литературе в последнее время отмеча-
ется повышенный интерес к изучению экспрессии 
андрогеновых рецепторов (АР) при различных моле-
кулярных типах РМЖ. В част ности, было показано, 
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что эстрогены стимулируют, а андрогены угнетают 
развитие молочной железы вне зависимости от пола 
[2]. Кроме того, установлено, что АР являются важ-
ным элементом регуляции клеточных процессов 
в гормонально-зависимых тканях (предстательная 
железа, молочная железа и др.), и их исследование 
может позволить улучшить результаты лечения 
РМЖ, а также оптимизировать стратификацию боль-
ных по терапевтическим и прогностическим группам 
[2–5]. Однако в имеющихся публикациях нет единого 
мнения о влиянии уровня экспрессии АР на течение 
и прогноз заболевания, что указывает на необходи-
мость их более пристального исследования с помо-
щью молекулярно-биологических методов, в том 
числе с помощью иммуногистохимического (ИГХ) 
исследования. Актуальность проблемы обусловлена 
еще и тем, что существующие данные о связи АР-ста-
туса опухоли с течением и прогнозом РМЖ носят 
весьма противоречивый характер, при этом преобла-
дает мнение о том, что у пациенток с АР-позитивны-
ми опухолями прогноз заболевания является более 
благоприятным. В этой связи становится понятной 
необходимость дальнейшего изучения экспрессии AР 
в различных молекулярных типах РМЖ [6–9].

Цель исследования – оценить клиническую и про-
гностическую значимость ИГХ-экспрессии АР в раз-
личных молекулярных типах РМЖ.

Материалы и методы
Настоящая работа основана на анализе ретро-

спективных данных комплексного обследования 
и лечения 70 пациенток, страдающих РМЖ, наблю-
давшихся и получавших лечение в отделениях ФГБУ 
«Российский онкологический научный центр им. 
Н. Н. Блохина». Среднее время наблюдения за больны-
ми составило 87,9 ± 47,4 мес (от 3,4 до 179,2 мес, меди-
ана – 87,9 мес). Возраст пациенток варьировал от 32 
до 79 лет (средний возраст 54,4 ± 11,5 года, медиана – 
55 лет). Распределение пациенток в зависимости от ви-
да проводимого лечения представлено на рис. 1.

Из рис. 1 видно, что большинство пациенток – 
68 (97 %) – получали комбинированное или ком-
плексное лечение: химио-, гормоно-, лучевую терапию; 
2 (3 %) больных были пролечены только хирурги-
ческим методом.

Всем пациенткам на материале удаленной опухо-
ли выполнены рутинное гистологическое и ИГХ-ис-
следование. Во всех случаях одним морфологом был 
проведен пересмотр гистологических препаратов 
операционного материала, хранящихся в архиве па-
тологоанатомического отделения: проведено уточне-
ние гистологического типа опухоли и степени диф-
ференцирования в соответствии с действующей 
Классификацией опухолей молочной железы ВОЗ 
(2013). Во всех случаях сделано ИГХ-исследование 
экспрессии АР, эстрогеновых рецепторов (ЭР) и про-
гестерона (ПР), эпидермального фактора роста 2-го 
типа (Her2/neu) и пролиферативной активности опу-
холи (индекс Ki-67).

иГХ-исследование и интерпретация результатов. 
Исследование выполнялось на серийных депарафи-
низированных срезах опухолевой ткани с помощью 
биотин-стрептавидинового иммунопероксидазного 
метода с антителами к рецепторам E ЭРα (SP1, Cell 
Marque), ПР (SP42, Cell Marque), AР (F39.4.1, Bio-
genex), Her2/neu (Herceptest, Dako) и Ki-67 (MIB1, 
Dako). Срезы толщиной 3–4 мкм депарафинизи-
ровали и регидратировали по стандартной схеме. 
Оценка реакции гормональных рецепторов прово-
дилась в опухоли полуколичественным методом 
с учетом интенсивности окрашивания и количества 
антиген-позитивных клеток, согласно методике Allred 
и соавт. [10]. В связи с отсутствием установленных 
пороговых значений для оценки экспрессии АР 
в опухолях молочной железы, результаты экспрес-
сии были оценены по схеме Allred, применяемой 
для рецепторов эстрогенов и прогестерона.

В табл. 1 представлено распределение пациенток 
в зависимости от уровня экспрессии AР в баллах.

таблица 1. Уровень экспрессии АР в баллах в инвазивном РМЖ

число пациентов Показатель,  % Сумма баллов

6 8,6 0

2 2,9 2

1 1,4 3

5 7,1 4

4 5,7 5

12 17,1 6

33 47,2 7

7 10,0 8

рис. 1. Характеристика видов лечения РМЖ
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Как видно из табл. 1, наибольшее число пациен-
ток – 33 (47,2 %) – имели уровень экспрессии АР 
7 баллов, у остальных пациенток уровень экспрессии 
АР был меньше, при этом у 6 больных экспрессия АР 
не определялась (0 баллов).

С учетом уровня экспрессии АР в опухоли паци-
ентки были разделены на 2 группы: AР-негативные 
(n = 6) и AР-позитивные (n = 64). Клинико-морфо-
логические характеристики РМЖ в обеих исследуе-
мых группах представлены в табл. 2.

Из табл. 2 видно, что наибольшее число пациен-
ток – 26 (37,1 %) – имели I стадию заболевания. 
Из морфологических форм чаще всего выявлялся 
инвазивный рак неспецифического типа – 87,1 % 
случаев. Инвазивный рак II степени злокачествен-
ности наблюдался гораздо чаще, составив 52,9 % 
случаев. Все опухоли с отсутствием экспрессии АР 
были представлены инвазивным раком неспецифи-
ческого типа (100 %) и имели II или III степень зло-
качественности.

Согласно молекулярно-генетической классифи-
кации, учитывая параметры РЭ, РП, Her2/neu и Ki-67, 
все опухоли были разделены на 4 группы в зависимо-
сти от молекулярно-генетического типа.

Данные о частоте выявления позитивного 
АР-статуса РМЖ в зависимости от молекулярного 
типа представлены в табл. 3.

Люминальные подтипы встречались гораздо ча-
ще остальных и составили 77,1 % случаев, при этом 
самым распространенным из них оказался люми-
нальный В Her2-негативный подтип – 41,4 % случа-
ев. В группе AP-негативных опухолей отмечено до-
стоверно большее число случаев тройного 
негативного рака, чем в группе AP-позитивных, – 50 
и 10,9 % случаев соответственно (р = 0,034).

Результаты исследования
За время наблюдения смертность в группе боль-

ных с AP-негативным РМЖ составила 66,7 % (n = 4), что 
достоверно выше, чем в группе с AP-позитивными 
опухолями – 12,5 % (n = 8, р = 0,007).

Анализ выживаемости пациентов (по методу 
Каплана–Майера) в зависимости от уровня экспрес-
сии АР представлен в табл. 4 и на рис. 2.

Статистический анализ данных табл. 4 и рис. 2 
показал, что продолжительность жизни достоверно 
выше в группе больных с высоким уровнем экспрес-
сии АР в опухоли. Так, из пациенток с высокой экс-
прессий АР через 5 лет были живы 91 %, через 
10 лет – 83 %. В то же время в группе с негативным 
АР-статусом опухоли 10-летний рубеж не прошла 
ни одна больная. Пятилетняя выживаемость у паци-
ентов с негативным АР-статусом опухоли составила 
33,3 % (р = 0,0007). С учетом приведенных данных 

таблица 2. Клинико-морфологические характеристики РМЖ в зависимости от уровня андрогенов

Показатель Градация
ар-негативные (n = 6) ар-позитивные (n = 64) всего (n = 70) 

абс. % абс. % абс.  %

Стадия

I 1 16,7 25 39,0 26 37,1

IIa 1 16,7 12 18,8 13 18,6

IIb 1 16,7 14 21,9 15 21,4

IIIa 2 33,2 8 12,5 10 14,3

IIIb 1 16,7 3 4,7 4 5,7

IV  –  – 2 3,1 2 2,9

Гистология

НСТ* 6 100 55 86,0 61 87,1

дольковый  –  – 2 3,1 2 2,9

смешанный  –  – 5 7,8 5 7,1

редкие формы  –  – 2 3,1 2 2,9

Степень злокачественности

I степень  –  – 10 15,6 10 14,3

II степень 2 33,3 35 54,7 37 52,9

III степень 4 66,7 18 28,1 22 31,4

Cis  –  – 1 1,6 1 1,4

*Инвазивный рак неспецифического типа (в предыдущей классификации ВОЗ – инвазивный протоковый рак) 
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можно сделать вывод: отсутствие экспрессии АР 
в опухоли является неблагоприятным прогностиче-
ским фактором, независимо от молекулярного типа.

таблица 4. Общая выживаемость (% ± δ) больных РМЖ в зависи-
мости от АР-статуса опухоли

Срок
aр– aр+ всего

6 64 70

1-летняя 100 98,4 ± 1,6 95,4 ± 2,6

3-летняя 66,7 ± 19,2 94,9 ± 2,9 87,1 ± 4,3

5-летняя 33,3 ± 19,2 91,0 ± 3,9 81,4 ± 5,1

10-летняя – 83,3 ± 5,6 81,4 ± 5,1

Медиана 39,9
Не достиг-

нута*
Не достигнута

* Достоверные различия между группами, р = 0,0007.

Регрессионный анализ по Коксу показал: отноше-
ние рисков (ОР) 0,119, р = 0,0008, 95 % доверитель-
ный интервал (ДИ) 0,034–0,41. Последнее доказыва-
ет, что риск смерти у больных с AР-позитивным РМЖ 
на 88 % ниже, чем у больных с AР-негативными 
опухолями. Общая выживаемость пациентов с лю-
минальными и нелюминальными типами РМЖ 
в зависимости от уровня андрогенов представлена 
на рис. 3 и 4. Для люминального рака (n = 54) вели-
чина риска так же значима: ОР 0,015, р = 0,0003, 95 % 
ДИ 0,002–0,150. Для нелюминального рака (n = 16) 
экспрессия АР не оказывает существенного влияния 
на риск смерти: ОР 0,596, р = 0,658, 95 % ДИ 0,061–
5,866).

Обсуждение
За последние годы существенно раcширились 

представления о молекулярно-биологических осо-
бенностях РМЖ, выявлен ряд характерных для раз-
ных типов опухолей генетических аномалий. Про-

должаются исследования различных биологических 
показателей РМЖ, которые могут иметь прогности-
ческое значение, изучаются различные маркеры 
прогноза заболевания [11, 12].

Как показали исследования V. Panet-Raymond 
и соавт., при люминальных типах РМЖ экспрессия 
АР была ассоциирована с низким показателем рТ, 
более низкой степенью злокачественности и, соот-
ветственно, благоприятным прогнозом. Авторы при-
шли к выводу, что позитивный эффект экспрессии 
АР мог быть результатом подавления рецепторами 
андрогенов сигнальных путей рецепторов эстрогена, 
стимулирующих рост опухоли [13]. Аналогичные 
данные были получены нами. Так, у больных с АР-по-
зитивными опухолями в подавляющем большинстве 
случаев определялась I стадия заболевания и II сте-
пень злокачественности. Результаты, во многом со-
гласующиеся с нашими данными, получены япон-
скими исследователями E. Tokunaga и соавт., которые 
изучали экспрессию АР в люминальных типах РМЖ. 
Ими был проанализирован уровень экспрессии АР 

таблица 3. Частота выявления позитивного АР-статуса РМЖ в зависимости от молекулярного типа

тип
aP-негативные (n = 6) aP-позитивные (n = 64) всего (n = 70) 

абс. % абс. % абс. %

Люминальный А 2 33,3 16 25,0 18 25,7

Люминальный В Her – 1 16,7 28 43,8 29 41,4

Люминальный В Her+  –  – 7 10,9 7 10,0

Erb-B2 гиперэкспрессирующий (Her2-тип)  –  – 6 9,4 6 8,6

Базальноподобный (тройной негативный) 3 50,0 7 10,9* 10 14,3

*Статистически достоверные различия между группами AР- и АР+, р = 0,034.

рис. 2. Общая выживаемость в зависимости от уровня андрогенов, 
р = 0,0007



36 Оригинальные статьи

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  1'2017  ТОм 16    vol. 16

у 250 больных и сопоставлен с клинико-морфологи-
ческими характеристиками опухоли. Экспрессия АР 
увеличивалась с возрастом в ЭР-позитивных опухо-
лях. У пациентов старше 51 года высокий уровень 
экспрессии АР достоверно коррелировал с хорошим 
прогнозом, и незначительно – у пациентов моложе 
50 лет. Авторы пришли к выводу, что выраженная 
экспрессия АР ассоциирована с хорошим прогнозом 
у больных люминальными типами РМЖ [14]. Про-
тивоположные результаты были получены L. J. McGhan 
и соавт., обнаружившими, что экспрессия AР корре-
лирует с более поздней клинической стадией и уве-

рис. 3. Общая выживаемость пациентов с люминальными типами 
РМЖ в зависимости от уровня андрогенов, р = 0,00001

личением частоты обнаружения метастазов в подмы-
шечных лимфатических узлах [15]. I. Mrklic и соавт. 
также не нашли связи между экспрессией AР и про-
гнозом РМЖ [16].

Заключение
Сопоставляя наши данные с данными других 

исследований, можно сделать вывод, что изучение 
экспрессии АР в опухолевой ткани у пациентов РМЖ 
является перспективным направлением не только 
в оценке прогноза заболевания, но и при поиске 
дополнительных подходов к лечению РМЖ.
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Введение. При изучении химиопрепаратов, применяемых при нейроэндокринных новообразованиях, необходимо найти новые 
факторы прогноза с целью определить подгруппы больных, которые получат оптимальную пользу от лекарственного лечения.
Цель исследования – оптимизация химиотерапии режимами на основе Аранозы больных с нейроэндокринными новообразова-
ниями путем определения группы пациентов с наилучшим эффектом на терапию.
Материалы и методы. Лечение на основе Аранозы проведено 122 пациентам. Были оценены частота объективного эффекта 
и контроль роста опухоли (объективный эффект + стабилизация длительностью более 6 мес) (шкала RECIST 1.0) при каждом 
варианте лечения и медианы выживаемости без прогрессирования.
Результаты. Разница в эффективности Аранозы в монорежиме и в комбинациях с другими препаратами не выявлена. Пре-
дикторами контроля роста опухоли были локализация метастазов только в печени, менее 3 зон метастазирования, прове-
дение более 6 курсов лечения на основе Аранозы, высокая дифференцировка опухоли, отсутствие редукции дозы Аранозы 
и химиотерапии темозоломидом в анамнезе (р < 0,05). Выживаемость без прогрессирования была выше у пациентов, у кото-
рых присутствовали контроль роста опухоли, отсутствие экспрессии O6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы в опухоле-
вой ткани, Ki-67 ≤ 20 %, высокая дифференцировка опухоли, проведение более 6 курсов химиотерапии на основе Аранозы, 
объективный биохимический эффект, менее 3 метастатических зон (p < 0,05).
Заключение. В дальнейшем необходимо продолжить изучение прогностических факторов эффективности алкилирующих 
препаратов при нейроэндокринных новообразованиях.

Ключевые слова: Араноза, химиотерапия, нейроэндокринные новообразования, прогностические и предиктивные факторы

DOI: 10.17650/1726-9784-2017-16-1-38-46

PROGNOSTIC FaCTORS OF ThE EFFICaCy OF aRaNOZa-BaZEd ThERaPy  
IN NEuROENdOCRINE NEOPLaSMS

S. А. Polozkova1, V. А. Gorbunova1, V. V. Delektorskaya1, N. F. Orel1, 2, N. N. Kozlov1, A. E. Kuzminov1,  
A. A. Markovich1, A. S. Odintsova1, G. S. Emelyanova3

1 N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 23 Kashirskoe sh., Moscow, 115478, Russia; 
2 Russian Medical Academy of Continuous Education, Ministry of Health of Russiа;  

2/1 Barrikadnaya St., Moscow, 125993, Russia; 
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Introduction. In patients with neuroendocrine neoplasms it is necessary to search for new prognostic factors to identify a subgroup of pa-
tients who will benefit from drug treatment.
Aim. The aim of the study was an optimization of Aranoza-based therapy in patients with neuroendocrine neoplasms by using both mor-
phological and clinical factors as predictors of the treatment efficacy.
Materials and methods. A total of 122 patients were enrolled and assessed for radiological response (RECIST 1.0) and progression-free 
survival.
Results. Aranoza and its combinations had similar efficacy. The localization of metastases only in the liver, less than 3 metastatic zones, 
more than 6 courses of Aranoza-bazed chemotherapy, well-differentiated tumors, absence of doses reduction of Aranoza and temozolo-
mide in anamnesis were predictors of the disease control rate. Progression-free survival was higher in patients with disease control rate 
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(objective response + stabilization more than 6 months), Ki-67 ≤ 20 %, well-differentiated tumors, more than 6 courses of Arano-
za-based chemotherapy, objective biochemical response, less than 3 metastatic zones and absence of O6-alkylguanine-DNA alkyl-
transferase expression.
Conclusion. Future analysis of prognostic factors in patients treated with alkylating agents is needed.

Key words: Aranoza, chemotherapy, neuroendocrine neoplasms, prognostic and predictive factors

Введение
Нейроэндокринные новообразования (НЭН) – 

редкие злокачественные опухоли, происходящие из 
энтерохромаффинных клеток [1]. В зависимости от 
популяционного исследования заболеваемость НЭН 
составляет от 1 до 9 случаев на 100 тыс. населения 
в год [2, 3].

В 2010 г. Всемирная организация здравоохране-
ния (ВОЗ) предложила классификацию НЭН желу-
дочно-кишечного тракта и поджелудочной железы 
(ПЖ), обозначив всю группу опухолей данного типа 
термином «нейроэндокринные новообразования». 
В ней были выделены опухоли низкой (нейроэндо-
кринные опухоли, НЭО G

1
), промежуточной (НЭО G

2
), 

высокой (нейроэндокринные карциномы, НЭК G
3
) 

степеней злокачественности и смешанные аденоней-
роэндокринные карциномы (содержат ненейроэндо-
кринный компонент и не менее 30 % нейроэндо-
кринных клеток) [4].

В 2004 г. ВОЗ разработала классификацию НЭН 
органов внутригрудной локализации:

• типичный карциноид, характеризующийся низ-
кой степенью злокачественности G

1
, низким 

митотическим индексом – менее 2 митозов на 10 
репрезентативных полей зрения (РПЗ) и отсут-
ствием некрозов;

• атипичный карциноид, характеризующийся про-
межуточной степенью злокачественности G

2
, мито-

тическим индексом от 2 до 10 митозов на 10 РПЗ 
или отдельными участками очагового некроза;

• крупноклеточный нейроэндокринный рак, ха-
рак теризующийся высокой степенью злокачест-
венности G

3
, большим митотическим индексом 

(более 10 митозов на 10 РПЗ) и более распростра-
ненными некрозами;

• мелкоклеточный рак, характеризующийся высо-
кой степенью злокачественности G3, высоким 
митотическим индексом (более 80 митозов на 10 
РПЗ) и обширными зонами некроза.
В 2015 г. данная классификация была пересмо-

трена, и в нее было включено определение индекса 
пролиферативной активности Ki-67 (табл. 1) [5].

При первичном обследовании у 50 % больных 
выявляют местно-распространенные и метастатиче-
ские НЭН. Арсенал противоопухолевых препаратов, 
эффективных при высокодифференцированных 
(ВД) НЭО, невелик и включает в основном алкили-

рующие препараты: стрептозотоцин (СТЗ; в РФ не за-
регистрирован), дакарбазин, темозоломид и комп-
лексные соединения платины. За рубежом стандартом 
лечения ВД НЭО ПЖ является СТЗ в монорежиме 
и в комбинированных режимах химиотерапии (СТЗ ± 
доксорубицин / 5-фторурацил (5-ФУ)), эффектив-
ность которых в среднем составляет 25 %, медиана 
выживаемости без прогрессирования (ВБП) – 8 мес. 
При использовании тройных комбинаций со СТЗ 
объективный эффект (ОЭ) достигает 38–56 %, а ме-
диана ВБП – 18,9 мес. Эффективность режимов на ос-
нове темозоломида в среднем равна 40 %, медиана 
ВБП – 16 мес [6–16]. В большинстве исследований 
алкилирующих препаратов при ВД непанкреатичес-
ких НЭО частота ОЭ обычно не превышает 20 %, 
медиана ВБП в среднем составляет 10 мес [7, 9, 16–18]. 
С учетом малой чувствительности ВД НЭО к химио-
терапии при изучении различных ее режимов прово-
дятся попытки идентифицировать предиктивные 
и прогностические факторы, способные предсказать 
ее эффективность, поскольку индивидуальный под-
ход и персонализация терапии позволят существенно 
повысить ее эффективность. Однако в большинстве 
случаев данные не достигали статистической значи-
мости из-за малого числа пациентов и их большой 
гетерогенности.

таблица 1. Индекс пролиферации Ki-67 при НЭН грудной клетки

номенклатура Ki-67,  %

Типичный карциноид < 5

Атипичный карциноид 5–20

Крупноклеточный нейроэндокринный рак 40–80

Мелкоклеточный рак 50–100

M. Kouvaraki и соавт. (2004) ретроспективно про-
анализировали результаты лечения 84 пациентов 
с НЭН ПЖ в режиме СТЗ + доксорубицин + 5-ФУ. 
При этом 79 из 84 пациентов получили данный ре-
жим в первой линии. ОЭ (шкала RECIST) зафикси-
рован у 39 % (33/84), стабилизация заболевания 
(СЗ) – у 50 % (42/84) пациентов. Медиана ВБП была 
равна 18 мес. Не выявлено разницы в частоте ОЭ 
у пациентов с местно-распространенными и метаста-
тическими опухолями, разным объемом поражения 
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печени (≤ 75 % против > 75 %), получавших и не по-
лучавших лечение в предшествующий период. Одна-
ко в группе пациентов с метастазами в печени часто-
та ОЭ была выше, чем в группе с экстрапеченочными 
отдаленными метастазами с вовлечением печени 
или без него, – 49 % против 19 % (р = 0,02), у паци-
ентов со снижением уровня хромогранина А (ХГА) 
на 30 % и более – 50 % против 22 % (р = 0,04). ВБП 
была более продолжительной у пациентов с опухо-
лями низкой степени злокачественности (р = 0,003), 
старше 54 лет (р = 0,04), поражением печени менее 
75 % (р = 0,01) и у тех, кто получил режим в первой 
линии лечения (р = 0,05) [10].

N. Turner и соавт. (2010) в исследовании, вклю-
чавшем пациентов с ВД НЭО и НЭК панкреатичес-
кой (n = 49) и непанкреатической локализации (n = 18), 
изучили режим СТЗ + цисплатин + 5-ФУ в первой 
линии терапии. Можно было провести максимум 
6 курсов химиотерапии. Частота ОЭ (шкала RECIST) 
при НЭН ПЖ составила 38 % (18/47). Выявлено, 
что на частоту ОЭ не влияли локализация первичной 
опухоли, индекс пролиферации Ki-67, общее состо-
яние пациента, возраст, уровень ХГА. При этом 
у пациентов с НЭК частота ОЭ была статистически 
значимо выше, чем у больных с ВД НЭО, – 56 % 
против 26 % (р = 0,046), что, вероятно, связано 
с включением в режим цисплатина. Для всей группы 
пациентов медиана ВБП была равна 9,1 мес [16].

В исследовании ECOG (Eastern Cooperative 
Oncology Group) (E6282) дакарбазина у 50 пациентов 
с НЭН ПЖ объективный эффект по шкале ВОЗ от-
мечен у 34 % (17/50) пациентов, медиана длительно-
сти ответа составила 10 мес (95 % доверительный 
интервал (ДИ) 4–28 мес). Среди пациентов, ранее 
получавших химиотерапию, частота ОЭ составила 
14 % (3/22), а среди нелеченых пациентов – 50 % 
(14/28) (р = 0,008) [12].

 В работе J. Strosberg и соавт. (2011) показано, что 
частота ОЭ при использовании режима темозоло-
мид + капецитабин была статистически значимо 
выше при индексе пролиферации Ki-67 > 5 % (n = 28), 
чем при Ki-67 ≤ 5 % (n = 31), – 64 % против 29 % 
(р = 0,006) [15].

При изучении режима «темозоломид + беваци-
зумаб» при НЭО ПЖ объективный ответ был зареги-
стрирован в 33 % (5/15) случаев (шкала RECIST), 
медиана ВБП составила 14,3 мес. Большинство па-
циентов получали данный режим в первой линии 
лечения. ВБП не зависела от локализации первичной 
опухоли и наличия/отсутствия терапии октреотидом 
во время химиотерапии [19].

В исследовании W. Sun и соавт. (2005) при мета-
статических ВД непанкреатических НЭО, когда ис-
пользовался режим СТЗ + 5-ФУ (n = 78), у пациентов, 
ранее не получавших химиотерапию, частота ОЭ (шкала 

ВОЗ) и медиана ВБП составили 15 % (12/78) и 5,3 мес, 
а при наличии химиотерапии в анамнезе – 11 % 
(3/27) и 4,7 мес соответственно. ВБП была лучше при 
общем состоянии пациента 0–1, чем 2 (р = 0,0013) [18].

В ходе исследования J. Crona и соавт. (2013) 22 
пациента с карциноидами бронхов получили темо-
золомид главным образом в первой линии лечения. 
Частичный эффект (ЧЭ) был зарегистрирован у 14 % 
(3/22) пациентов (у всех пациентов диагностирован 
атипичный карциноид легких), СЗ – у 50 % (11/22) 
и ПЗ – у 32 % (7/22) пациентов (шкала RECIST). 
Медиана ВБП составила 5,3 мес. Не выявлено влияния 
степени злокачественности (G

1
 против G

2
), предше-

ствующего хирургического лечения и химиотерапии 
на ВБП [17].

Таким образом, в ряде работ была показана тен-
денция к увеличению частоты ОЭ, если опухоль ло-
кализована в ПЖ, отсутствует химиотерапевтическое 
лечение в анамнезе, имеется хорошее общее состоя-
ние по шкале ECOG, невысокий уровень ХГА до на-
чала лечения, индекс пролиферации Ki-67 более 5 % 
и небольшая распространенность опухолевого про-
цесса [20].

Стандартом первой линии лечения НЭК являет-
ся режим этопозид + цисплатин/карбоплатин, эф-
фективность которого в среднем составляет 36 %, 
медиана общей выживаемости (ОВ) – 12 мес. В од-
ной из работ было показано, что при индексе проли-
ферации Ki-67 более 55 % ответ на платиносодержа-
щую химиотерапию лучше (42 % против 15 %), 
а медиана ОВ на 4 мес короче (10 против 14 мес), 
чем в группе с Ki-67, равным 20–55 % [21]. Поэтому 
пациенты с НЭК и Ki-67 менее 55 %, вероятно, 
должны получать в первой линии режимы на основе 
неплатиновых препаратов, например темозоломида.

Таким образом, разработка новых терапевтиче-
ских подходов и поиск факторов прогноза их эффек-
тивности при НЭН является актуальной задачей.

Материалы и методы
Исследование выполнено на базе отделения хи-

миотерапии ФГБУ «Российский онкологический 
научный центр им. Н. Н. Блохина» Минздрава России.

Целью исследования было улучшение результатов 
противоопухолевой терапии больных с метастатиче-
скими НЭН путем применения режимов химиотера-
пии на основе Аранозы и определение группы паци-
ентов с наилучшим эффектом на терапию.

Пациенты получали один из следующих режимов 
химиотерапии в зависимости от предшествующего 
лечения и сопутствующих заболеваний:

1) Араноза 1000 мг в 1–2-й день и 500–1000 мг 
в 3-й день (500–690 мг/м2/сут) внутривенно струйно, 
суммарно не более 3000 мг на один курс химиотера-
пии, один раз в 3 нед;



41

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 1'2017  ТОм 16    vol. 16

Оригинальные статьи

2) Араноза 1000 мг (500–666 мг/м2/сут) внутри-
венно струйно в 1-й и 2-й дни + капецитабин 
2000 мг/м2/сут внутрь с разделением суточной дозы 
на 2 приема с интервалом 12 ч с вечера 1-го дня 
по утро 15-го дня цикла, 1 раз в 3 нед;

3) Араноза 1000 мг (500–625 мг/м2/сут) внутри-
венно струйно в 1-й и 2-й дни + доксорубицин 
50 мг/м2 внутривенно капельно в течение 20 мин 
на 3-й день, 1 раз в 3 нед;

4) Араноза 1000 мг в 1-й день и 500–800 мг 
во 2-й день (450 мг/м2/сут) внутривенно струйно + 
темозоломид 100 мг/м2/сут внутрь с 3-го по 6-й день 
на первом цикле и с 3-го по 7-й день при последую-
щих циклах, если нет токсичности III–IV степени 
после 1-го цикла химиотерапии, 1 раз в 3 нед.

Для оценки эффективности лечения использова-
лись следующие параметры:

• частота ОЭ (процент больных с полными и ча-
стичными регрессиями от общего числа больных 
в данной группе) и контроль роста опухоли (КРО), 
(процент больных с полными, частичными ре-
грес сиями и СЗ длительностью более 6 мес от об-
щего числа больных в данной группе по данным 
двух конт рольных обследований), которые оце-
нивались по шкале RECIST, версия 1.0;

• объективный биохимический эффект – доля па-
циентов с исходно повышенным уровнем ХГА, 
у которых при 2 последующих измерениях и бо-
лее отмечены нормализация или снижение его 
уровня на 50 % и более;

• симптоматический эффект – доля пациентов 
с функционально активными опухолями, у кото-
рых в процессе лечения отмечалось субъективное 
исчезновение или уменьшение выраженности 
симптомов заболевания (частоты приливов, сту-
ла, интенсивности болевого синдрома и др.);

• ВБП – период времени от начала лечения до пер-
вого выявления прогрессирования заболевания 
или летального исхода по любой причине, или 
последнего контакта.
Для статистической обработки данных применяли 

пакет программ Microsoft Office Excel 2007, Statistica 
6.0 (StatSoft, Inc., США) и «АСТА» (ФГБУ «Российский 
онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России). Для сравнения несвязанных 
групп по качественным признакам использовался 
критерий χ2 с поправкой Йетса на непрерывность 
или двухсторонний точный критерий Фишера в слу-
чае малых выборок при таблицах сопряжения 2 × 2 
с учетом поправки Бонферрони при множественных 
сравнениях. Во всех случаях применяли 95 % ДИ 
и двухсторонний р. На пер вом этапе проведен одно-
факторный анализ для оп ре деления влияния факто-
ров на выживаемость. Далее использовался регрес-
сионный анализ пропорциональных рисков Кокса 

для выявления признаков, значимо влияющих на вы-
живаемость. Выживаемость анализировалась 
в соответст вии с методом Каплана–Майера и сравни-
валась по логарифмическому ранговому тесту. Данные 
пред ставлены в виде медианы и 95 % ДИ. Многофак-
торный анализ заключался в построении решающих 
правил по методу Байеса с применением различных 
наборов факторов.

Результаты и обсуждение
В исследование было включено 122 больных 

с метастатическими НЭН. Общая характеристика 
пациентов представлена в табл. 2.

Исследуемые группы пациентов были однородны 
по возрасту, полу, статусу ECOG, индексу массы тела, 
статусу MGMT, локализации первичной опухоли, 
локализации метастазов, индексу пролиферации Ki-67, 
степени дифференцировки опухоли, функциональ-
ной активности, исходному уровню ХГА и сопутству-
ющей терапии аналогами соматостатина. В группе 
«Араноза + капецитабин» статистически значимо 
чаще, чем в группе «Араноза + доксорубицин», лече-
ние проводилось в качестве первой линии (р = 0,003). 
Эффективность лечения на основе Аранозы пред-
ставлена в табл. 3.

Таким образом, между группами лечения не было 
отличий по частоте ОЭ, КРО, симптоматического 
и биохимического эффектов, медиане ВБП. Дости-
жение симптоматического и биохимического эффек-
тов было возможно у пациентов, не получавших 
аналоги соматостатина на фоне химиотерапии, а так-
же у тех, кто получал аналоги соматостатина с 1-го 
курса химиотерапии и имел определенные симптомы 
заболевания или рост ХГА на фоне их введения 
до начала химиотерапии.

Анализ прогностических факторов эффективно-
сти лечения больных с НЭН проведен с объединени-
ем исследуемых 4 групп с учетом сравнимой эффек-
тивности всех режимов химиотерапии.

При сравнении группы пациентов с ОЭ с группой без 
него выявлено, что частота ОЭ была значимо больше: 

• при панкреатических НЭН: 41,1 % (23/56) про-
тив 11,1 % (6/54) при непанкреатических НЭН 
(р = 0,0008, отношение шансов (ОШ) 5,6; 95 % 
ДИ 2,0–15,2); 

• метастазах в печени: 33,3 % (23/69) против 10, 9 % 
(5/46) при экстрапеченочных метастазах с вовле-
чением печени или без такового (p = 0,01, ОШ 4,1; 
95 % ДИ 1,4–11,8); 

• наличии менее 3 метастатических зон: 32,9 % (28/85) 
против 5,4 % (2/37) при 3 и более зонах метастази-
рования (р = 0,001, ОШ 8,6; 95 % ДИ 1,9–38,3); 

• отсутствии экспрессии MGMT: 45,8 % (22/48) 
против 3,7 % (1/27) при наличии экспрессии 
MGMT (р = 0,0001, ОШ 22,0; 95 % ДИ 2,8—175,5); 
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таблица 2. Общая характеристика пациентов в исследовании (n = 122)

Параметр
общий 

показатель  
(n = 122) 

араноза
(n = 36) 

араноза + 
капецитабин

(n = 30) 

араноза + 
темозоломид

(n = 25) 

араноза + 
доксорубицин

(n = 31) 

Медиана возраста (мин.–макс.), лет 55 (19–76) 55 (33–76) 57 (26–71) 56 (19–70) 48 (23–76) 

Пол, n ( %) 

Муж. 45 (36,9) 16 (44,4) 8 (26,7) 9 (36) 12 (38,7) 

Жен. 77 (63,1) 20 (55,6) 22 (73,3) 16 (64) 19 (61,3) 

Общее состояние по шкале ECOG, n ( %) 

0–1 114 (93,4) 31 (86,1) 27 (90) 25 (100) 31 (100) 

2 8 (6,6) 5 (13,9) 3 (10) 0 0

Локализация первичного очага, n ( %) 

Нейроэндокринные новообразования поджелудочной 
железы

56 (45,9) 16 (44,4) 13 (43,3) 11 (44) 16 (51,6) 

Непанкреатические нейроэндокринные новообразования 54 (44,3) 16 (44,4) 12 (40) 13 (52) 13 (41,9) 

Метастазы нейроэндокринных новообразований в печени 
без выявленного первичного очага

12 (9,8) 4 (11,1) 5 (16,7) 1 (4) 2 (6,5) 

Количество зон метастазирования, n ( %) 

1–2 85 (69,7) 28 (77,8) 22 (73,3) 16 (64) 19 (61,3) 

3 и более 37 (39,3) 8 (22,2) 8 (26,7) 9 (36) 12 (38,7) 

Распределение метастазов по зонам метастазирования, n ( %) 

Печень 69 (56,6) 24 (66,7) 17 (56,7) 14 (56) 14 (45,2) 

Экстрапеченочные метастазы с вовлечением печени 
или без него

33 (27) 8 (22,2) 9 (30) 8 (32) 8 (25,8) 

Экстрапеченочные метастазы с вовлечением печени 13 (10,7) 3 (8,3) 0 3 (12) 7 (22,6) 

Метастазы в лимфатических узлах 7 (5,7) 1 (2,8) 4 (13,3) 0 2 (6,5) 

Функциональная активность, n (%) 

Функционально активные нейроэндокринные новообразования 39 (34,5) 16 (48,5) 6 (25) 6 (24) 11 (35,5) 

Функционально неактивные нейроэндокринные 
 новообразования

74 (65,5) 17 (51,5) 18 (75) 19 (76) 20 (64,5) 

Предшествующее лечение, n (%) 

Хирургическое лечение 68 (55,7) 18 (50) 15 (50) 18 (72) 17 (54,8) 

Химиотерапия 62 (50,8) 19 (52,8) 9 (30) 12 (48) 22 (71) 

Иммунотерапия 27 (22,1) 12 (33,3) 7 (23,3) 6 (24) 2 (6,5) 

Химиоэмболизация печеночной артерии 6 (4,9) 3 (8,3) 0 1 (4) 2 (6,5) 

Таргетная терапия 12 (9,9) 2 (5,6) 2 (6,7) 4 (16) 4 (13) 

Терапия аналогами соматостатина 55 (45,1) 18 (50) 9 (30) 13 (52) 15 (48,4) 

Уровень ХГА на момент начала лечения, n (%) 

Повышен 83 (76,1) 28 (80) 18 (78,3) 18 (72) 19 (73,1) 

Норма 26 (23,9) 7 (20) 5 (21,7) 7 (28) 7 (26,9) 

Терапия пролонгированными аналогами соматостатина, n (%) 

С первого курса лечения 67 (54,9) 20 (55,6) 14 (46,7) 12 (48) 21 (67,7) 

С последующих курсов лечения 10 (8,2) 3 (8,3) 3 (10,0) 2 (8) 2 (6,5) 

Отсутствие терапии 45 (36,9) 13 (36,1) 13 (43,3) 11 (44) 8 (25,8) 

Индекс пролиферации Ki-67, n (%) 

Менее 3 % 7 (5,7) 3 (8,3) 3 (10) 0 1 (3,2) 

3–20 % 87 (71,3) 25 (69,4) 18 (60) 20 (80) 24 (77,4) 

Более 20 % 19 (15,6) 3 (8,3) 6 (20) 4 (16) 6 (19,4) 

Индекс пролиферации Ki-67, %

Медиана 10 7 12 11 15

Степень дифференцировки опухоли, n (%) 

Высокодифференцированные нейроэндокринные опухоли 95 (77,9) 29 (80,6) 21 (70) 20 (80) 25 (80,6) 

Нейроэндокринные карциномы 18 (14,8) 2 (5,6) 6 (20) 4 (16) 6 (19,4) 

Статус O6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы (MGMT), n (%) 

Отсутствие экспрессии MGMT 48 (64) 12 (33,3) 15 (83,3) 10 (52,6) 11 (57,9) 

Экспрессия MGMT 27 (36) 7 (19,4) 3 (16,7) 9 (47,4) 8 (42,1) 
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• достижении объективного биохимического эф-
фекта: 54,1 % (20/37) против 6,1 % (2/33) при дости-
жении биохимической стабилизации или про-
грессирования (р = 0,00002; ОШ 18,2; 95 % ДИ 
3,8—87,6);

• проведении более 6 курсов химиотерапии на ос-
нове Аранозы: 43,9 % (25/57) против 7,7 % (5/65) 
при проведении менее 6 курсов лечения (p = 0,00001, 
ОШ 9,4; 95 % ДИ 3,3–26,8).
Другие факторы (пол, возраст, статус ECOG, ин-

декс пролиферации Ki-67, степень дифференциров-
ки опухоли, функциональная активность опухоли, 
одновременное использование с химиотерапией ана-
логов соматостатина, дозовая интенсивность Арано-
зы, исходный уровень ХГА в плазме крови, режим 
лечения и линия терапии) не оказали значимого 
влияния на частоту ОЭ.

КРО оказался статистически значимо выше:
• при метастазах в печени: 78,3 % (54/69) против 

56,5 % (26/46) при экстрапеченочных метастазах 
с вовлечением печени или без такового (p = 0,01, 
ОШ 2,8; 95 % ДИ 1,2–6,3);

• наличии менее 3 метастатических зон: 78,8 % 
(67/85) против 54,1 % (29/37) при 3 и более зонах 
метастазирования (р = 0,005, ОШ 3,2; 95 % ДИ 
1,4–7,3);

• проведении более 6 курсов химиотерапии на ос-
нове Аранозы: 93 % (53/57) против 52,3 % (34/65) 
при проведении менее 6 курсов лечения (p ˂ 0,05, 
ОШ 12,1; 95 % ДИ 3,9–37,3);

• отсутствии редукции дозы Аранозы: 78,8 % 
(67/85) против 54,1 % (20/37) при наличии редук-
ции дозы (р = 0,005, ОШ 3,2; 95 % ДИ 1,4–7,3);

• при ВД НЭО: 73,7 % (70/95) против 44,4 % 
(8/18) при НЭК (р = 0,03, ОШ 3,5; 95 % ДИ 
1,2–9,9);

• отсутствии темозоломида в анамнезе (учиты-
вались пациенты из групп Аранозы, Араноза + 
капецитабин и Араноза + доксорубицин, полу-
чившие химиотерапию на основе Аранозы не в 
первой линии): 72,7 % (32/44) против 25 % (2/8) 
у пациентов, ранее получавших темозоломид 
(р = 0,02, ОШ 8,0; 95 % ДИ 1,4–45,2).
Не выявлено влияния таких факторов, как пол, 

возраст, статус ECOG, индекс пролиферации Ki-67, 
функциональная активность опухоли, локализация 
первичной опухоли, одновременное использование 
аналогов соматостатина и химиотерапии, исходный 
уровень ХГА в плазме крови, биохимический эф-
фект на лечение, режим лечения и линия терапии 
на КРО.

Далее было изучено влияние ряда клинико-мор-
фологических факторов на ВБП в объединенной 
группе пациентов. Эффективность химиотерапии 
за счет увеличения медианы ВБП значимо улучшали:

• КРО (20,5 мес против 2,9 мес; р < 0,05, ОР 2,7; 
95 % ДИ 1,2–6,4);

• индекс пролиферации Ki-67 ≤ 20 % (16,2 мес про-
тив 8,1 мес; р = 0,03, ОР 2,1; 95 % ДИ 1,2–3,7);

• ВД НЭО (17,3 мес против 3,6 мес; р = 0,01, ОР 
2,3; 95 % ДИ 1,3–4,1); 

• более 6 курсов химиотерапии на основе Аранозы 
(21,2 мес против 6,9 мес; р = 0,00002, ОР 2,5; 95 % 
ДИ 1,7–4,2);

• объективный биохимический эффект (26,6 мес 
против 8,9 мес; р = 0,0003, ОР 2,9; 95 % ДИ 1,7–5,2);

• менее 3 метастатических зон (18,6 мес против 
7,3 мес; р = 0,01; ОР 1,9; 95 % ДИ 1,2–3).
Не выявлено влияния таких факторов, как пол, 

возраст, статус по шкале ECOG, локализация пер-
вичной опухоли, локализация метастазов, функцио-
нальная активность опухоли, дозовая интенсивность 

таблица 3. Эффективность химиотерапии на основе Аранозы

Параметр

режим химиотерапии

р
араноза
(n = 36) 

араноза + капецита-
бин (n = 30) 

араноза + темозоло-
мид (n = 25) 

араноза + доксорубицин 
(n = 31) 

Объективный эффект 33 % (12/36) 20 % (6/30) 28 % (7/25) 16 % (5/31) 0,365

СЗ сроком более 6 мес 47 % (17/36) 47 % (14/30) 36 % (9/25) 45 % (14/31) 0,333

Объективный эффект + СЗ 
 длительностью 6 мес и более

81 % (29/36) 67 % (20/30) 64 % (16/25) 61 % (19/31) 0,242

Медиана ВБП, мес (ДИ) 15,3 (7,3–33,9) 15,8 (7,2–25,5) 17,9 (3,2–27,1) 17,9 (3,2–27,1) 0,791

Симптоматический эффект (n = 39) 100 % (16/16) 
83 %
(5/6) 

83 %
(5/6) 

73 %
(8/11) 

0,957

Биохимический эффект (n = 83) 39 % (11/28) 44 % (8/18) 44 % (8/18) 53 % (10/19) 0,880
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Аранозы, использование аналогов соматостатина 
во время химиотерапии, на ВБП.

На следующем этапе изучения влияния приз-
наков на ВБП проведен многофакторный анализ. 
В него были включены факторы, показавшие ста-
тистически значимое влияние на ВБП во время од-
нофакторного анализа. Прогноз течения болезни 
специалист оценивает до назначения терапии, по-
этому в многофакторный анализ были включены 
следующие признаки: уровень Ki-67, линия лечения, 
количество зон метастазирования и статус экспрес-
сии MGMT (табл. 4). Независимое прогностическое 
влияние на ВБП оказали количество зон метастазиро-
вания и статус MGMT.

таблица 4. Результаты многофакторного анализа признаков, влия-
ющих на ВБП у больных с метастатическими НЭН

Признак p
отношение 

рисков

95,0 % ди  
для отношения  

рисков

нижняя 
граница

верхняя 
граница

Количество зон 
метастазирования

0,04 1,6 1,0 2,7

Статус MGMT 0,002 2,6 1,4 4,7

Кi-67 (20 %) 0,06 1,8 0,9 3,4

Линия 0,2 1,4 0,9 2,2

Для выявления значимых факторов, влияющих 
на ВБП больных с НЭН, проведен многофакторный 
анализ, который состоял в построении 2 решающих 
правил по данным о 119 больных с учетом 20 факто-
ров. Из анализа были исключены 20 больных из-
за отсутствия данных по ряду факторов. За основу мы 
выбрали однолетнюю ВБП с учетом среднего пока-
зателя ВБП. На первом этапе с учетом коэффициен-
тов информативности было отобрано 9 наиболее 
важных факторов, которые значимо влияли на ВБП. 
Для каждой градации фактора были рассчитаны ко-
эффициенты веса, позволяющие определить инди-
видуальный прогноз для больного (табл. 5).

Для определения индивидуального прогноза 
ВБП больного суммируются коэффициенты веса 
каждого признака с учетом знака. При отрицатель-
ной сумме коэффициентов вероятность благоприят-
ного прогноза (пережить 1 год без прогрессирования 
заболевания) составляет 88,9 % (95 % ДИ 47,0–99,9), 
при положительной сумме коэффициентов вероят-
ность неблагоприятного прогноза составляет 64,7 % 
(95 % ДИ 35,2–87,8).

В нашем исследовании группа пациентов с НЭК 
была небольшой (n = 18). У 12 из 18 пациентов ин-
декс пролиферации Ki-67 был менее 55 %, а у 6 – 
более 55 %. В 1-й подгруппе (Ki-67 = 20–55 %) ОЭ 
со ставил 25 % (3/12), КРО (ОЭ + СЗ по шкале 
 RECIST) – 83,3 % (10/12), КРО (ОЭ + СЗ длительно-
стью более 6 мес) – 58,3 % (7/12), медиана ВБП – 8,1 
мес (95 % ДИ 3,1–18,7). Во 2-й подгруппе (Ki-67 
более 55 %) ОЭ зарегистрировано не было, СЗ 
(по шкале RECIST) составила 33 % (2/6), СЗ дли-
тельностью более 6 мес – 0 %, ПЗ – 67 % (4/6), ме-
диана ВБП – 1,9 мес (95 % ДИ 1,4–2,9) (табл. 6).

таблица 5. Коэффициенты веса для расчета индивидуального про-
гноза выживаемости без прогрессирования

№ Фактор Градация
коэффици-

ент веса

1
Количество зон 

метастазирования

1–2 –47

3 и более 125

2
Количество курсов 

химиотерапии, курс

≤ 6 67

> 6 –60

3
Индекс пролифера-

ции Ki-67,  %

≤ 10 –48

> 10 54

4
Биохимический 

ответ

Полный эффект + 
частичный эффект

–74

Стабилизация заболе-
вания + прогрессиро-

вание заболевания
49

5
Локализация 

 метастазов

Печеночные  
метастазы

–41

Экстрапеченочные ме-
тастазы с вовлечением 

печени или без него
67

6
Дифференцировка 

опухоли

Высокая –16

Низкая 82

7 Линия лечения
Первая –29

Последующие 29

8 Возраст, лет
< 55 27

> 56 –30

9
Локализация 

 первичной  
опухоли

Нейроэндокринные 
новообразования под-

желудочной железы
5

Непанкреатические 
нейроэндокринные 

новообразования
–5

Таким образом, между группами пациентов с ин-
дексом пролиферации Ki-67, равным 20–55 %, 
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и с Ki-67, составляющим более 55 %, различия в ча-
стоте ОЭ были статистически не значимы (р = 0,5), 
в то время как КРО (ОЭ + СЗ длительностью более 6 мес) 
и медиана ВБП были значимо больше в 1-й группе: 
58 против 0 % (р = 0,04, ОР 2,2; 95 % ДИ 1,2–4,2) 
и 8,1 мес против 1,9 мес (р = 0,03, ОР 4,5; 95 % ДИ 
1,1–17,4) соответственно. Поэтому режимы на ос нове 
Аранозы могут быть рекомендованы пациентам с НЭК 
с индексом пролиферации Ki-67 от 20 до 55 % в пер-
вой и последующих линиях лечения. В группе 
пациентов с Ki-67 более 55 % режимы с Аранозой 
были неэффективными. Однако следует учиты-
вать, что в работе группа пациентов с НЭК была 
небольшой.

Заключение
Таким образом, эффективность комбинаций с Ара-

нозой («Араноза + капецитабин», «Араноза + темо-
золомид» и «Араноза + доксорубицин») не отличает-
ся от эффективности Аранозы в монорежиме. 
Результаты нашего исследования по изучению пре-
диктивных и прогностических факторов в большей 
степени согласуются с данными литературы. В даль-
нейшем не обходимо продолжить их изучение на боль-
шей выборке пациентов с ограничением критериев 
включения, с учетом большой гетерогенности группы 
НЭН, чтобы определить подгруппу больных, которые 
могут получить максимальную пользу от проводимо-
го лечения.

таблица 6. Эффективность лечения пациентов с НЭК в соответствии с индексом Ki-67

Показатель

индекс пролиферации Ki-67

р
отношение 

рисков  
(95 % ди) 

20–55 % (n = 12) Более 55 % (n = 6) 

1-я линия Последующие линии 1-я линия Последующие линии

Частичный эффект  – 3  –  – 0,5  – 

Контроль роста опухоли 1 6  –  – 0,04 2,2 (1,2–4,2) 

Медиана выживаемости без про-
грессирования (95 % ДИ), мес

8,1 (3,1–18,7) 1,9 (1,4–2,9) 0,03 4,5 (1,1–17,4) 
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Введение. Увеличение численности больных с сахарным диабетом и большое количество ампутаций нижних конечностей 
заставляет искать новые методы лечения данных пациентов.
Материалы и методы. В исследование включено 17 пациентов с осложненной формой сахарного диабета. У пациентов ис-
следовался костный мозг сразу же после ампутации нижней конечности. В лаборатории определяли количество гемопоэти-
ческих и мезенхимальных стволовых клеток с использованием специфических маркеров. Проводилась иммуногистохимическая 
оценка всех образцов костного мозга.
Результаты и заключение. Полученные данные показывают биологическую ценность костного мозга, удаляемого при ампу-
тации нижней конечности пациента с осложненным сахарным диабетом. Простота получения костного мозга делает эту 
процедуру доступной в хирургической практике. Гемопоэтические и мезенхимальные стволовые клетки можно использовать 
в аутологичной клеточной терапии для пациента.

Ключевые слова: ампутация конечности, костный мозг, аутологичная клеточная терапия, стволовые клетки
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Introduction. An increase in patients with diabetes and a large number of amputations of limbs make the search for new treatments 
for these patients.
Materials and methods. The study included 17 patients with complicated forms of diabetes. Patients were studied in the bone marrow 
immediately after surgery – the amputation of the limb. The number of hematopoietic stem cells and mesenchymal stem cells using specific 
markers were determined in the laboratory. The immunohistochemical characteristics of bone marrow were carried out for all samples.
Results and conclusion. The obtained results indicate the biological value of bone marrow removed with amputation of the lower limb of the pa-
tient with complicated diabetes mellitus. The ease of obtaining bone marrow makes the procedure approachable in surgical practice. The pres-
ence of hematopoietic and mesenchymal stem cells provides the opportunity to use them in autologous cell therapy for patient.

Key words: amputation of a limb, bone marrow, autologous cell therapy, stem cells

Введение
По данным статистических исследований, каждые 

10–15 лет число заболевающих сахарным диабетом 
удваивается. Примерно 40–60 % всех нетравматиче-
ских ампутаций нижних конечностей проводится 
у больных с осложненным сахарным диабетом [1, 2]. 
Спустя 15–20 лет после начала болезни у 80 % боль-

ных сахарным диабетом ампутируются одна или обе 
нижние конечности [3]. В 40 % наблюдений после 
первой ампутации на уровне бедра или голени больные 
теряют подвижность и могут передвигаться только 
в пределах дома. С увеличением возраста больных 
прослеживается тенденция увеличения доли боль-
ших ампутаций: так, у лиц в возрасте от 65 до 74 лет 
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ампутации голени и бедра составляют 32 и 18 %, у лиц 
старше 75 лет – 34 и 28 % соответственно [4]. Уровень 
ампутации определяет летальность. Высокие ампу-
тации приводят к ограничению социальной адапта-
ции пациентов, существенно сокращают продолжи-
тельность жизни больных в результате поражения 
контралатеральной конечности и присоединения 
различного рода осложнений [5]. Нижняя конеч-
ность, удаляемая во время вынужденной ампута-
ции, – важное депо костного мозга: в полости бе-
дренной кости находится около 25 % всего костного 
мозга. Важной особенностью костного мозга являет-
ся одновременная принадлежность 2 регуляторным 
системам организма – системе крови и иммунной 
системе, клетки которых участвуют в обеспечении 
адаптивных реакций [6]. В настоящее время доказа-
но, что восстановление поврежденного органа про-
исходит не только за счет активации органных реги-
онарных стволовых клеток, но и за счет миграции 
мезенхимальных стволовых клеток из других орга-
нов, прежде всего из костного мозга, в зону повреж-
дения. При ампутации конечности иммунная система 
сокращена на четверть, и то, как долго сохранится 
созданный иммунодефицит, зависит от индивидуаль-
ных особенностей пациента [7]. Во время вынужден-
ной ампутации конечности важно снизить потери 
костного мозга.

Применение тканевых и клеточных технологий 
уже вышло из разряда доклинических исследований. 
Ближайшая задача биомедицинских исследований 
в этой области – применение инновационных кле-
точных технологий [8]. Большинство известных 
технологий забора костного мозга у живых лиц 
для последующей трансплантации ткани костного 
мозга [9] или выделенного концентрата стволовых 
клеток предполагает использование методик инва-
зивной трепанобиопсии [10]. Впервые мезенхималь-
ные стволовые клетки были обнаружены именно 
в костном мозге [11]. В последние годы во всем мире 
началось интенсивное изучение стволовых клеток 
из различных источников. Стволовые клетки можно 
использовать при многих заболеваниях, в том числе 
при сахарном диабете. Аутологичные стволовые 
клетки, полученные из костного мозга, применяют-
ся для лечения заболеваний сердца [12]. Цель лече-
ния сахарного диабета – предупреждение его ослож-
нений, снижение уровня вводимого инсулина 
и нормализация уровня глюкозы в крови [13]. Уже 
проводятся пилотные исследования по применению 
аллогенных мезенхимальных стволовых клеток при 
сахарном диабете [14]. Стволовые клетки, получен-
ные из ампутированной конечности, можно исполь-
зовать для конкретного больного с целью улучшить 
качество его жизни и обеспечить профилактику 
дальнейших осложнений сахарного диабета.

Цель исследования – количественный и качест-
венный анализ мезенхимальных и гемопоэтических 
стволовых клеток в образцах костного мозга ампути-
рованных конечностей у пациентов с осложненным 
сахарным диабетом.

Материалы и методы
В исследование включено 17 больных диабетом 

2-го типа, осложненного синдромом диабетической 
стопы. Возраст пациентов – 55–65 лет. Исследуемые 
образцы костного мозга получали сразу же после 
ампутации нижней конечности. В операционной 
извлекали костный мозг из бедренной кости в сте-
рильную пробирку, которую транспортировали в ла-
бораторию.

Для анализа проходят следующие этапы:
• гомогенизация и разведение образца;
• очистка клеток костного мозга от конгломератов 

клеток и жировой ткани;
• анализ образцов для определения количества ме-

зенхимальных стволовых клеток костного мозга;
• анализ образцов для определения количества ге-

мопоэтических стволовых клеток костного мозга.
Для разрушения конгломератов клеток и перево-

да клеток в суспензионное состояние костный мозг 
подвергался мягкому гомогенизированию с добавле-
нием фосфатного буфера. Удаление конгломератов 
клеток и жировой ткани проводили посредством 
отстаивания образца в течение 10 мин, при этом жир 
костного мозга поднимался в верхний слой. Не за-
трагивая верхний слой, в новую пробирку отбирали 
нижнюю фазу, содержащую ядерные клетки костно-
го мозга, и 2 раза отмывали центрифугированием 
при 400g в течение 5 мин в фосфатном буфере. Оса-
док клеток ресуспендировали в 300 мкл фосфатного 
буфера, их количество подсчитывали в камере Горя-
ева. Суспензию клеток разводили фосфатным буфе-
ром до концентрации 1 × 107 клеток/мл.

Для количественного определения гемопоэтиче-
ских и мезенхимальных стволовых клеток костного 
мозга использовали пробирки BD Trucount™ Tubes 
для подсчета абсолютного количества лейкоцитов.

Для определения количества гемопоэтических ство-
ловых клеток костного мозга анализ образцов про-
водили согласно рекомендации фирмы-производи-
теля BD Biosciences. Гемопоэтические стволовые 
клетки должны быть положительными по маркерам 
CD34, CD90, CD49f. Для составления панели антител 
были использованы конъюгаты антител, рекомендо-
ванные фирмой-производителем BD Biosciences. 
Анализ выполняли на проточном цитофлуориметре 
BD FACSCanto II (рис. 1).

Проведено гейтирование мезенхимальных ство-
ловых клеток по положительной экспрессии CD90, 
CD105, CD73 и отрицательной – CD34, CD11b, 
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CD19, CD45 и HLA-DR. Клетки были анализирова-
ны на проточном цитофлуориметре с использовани-
ем набора Human MSC Analysis Kit (BD Biosciences).

Согласно рекомендациям Международного об-
щества клеточной терапии, мезенхимальные клетки 
костного мозга должны быть положительными по мар-
керам CD73, CD90, CD105 и отрицательными по CD34, 
CD45, CD14 или CD11b, CD19 или CD79б, и HLA-DR. 
Для определения количества мезенхимальных клеток 
костного мозга использовали набор Human MSC 
Analysis Kit (BD Biosciences). Набор содержит конъ-
югированные антитела к маркерам мезенхимальных 
стволовых клеток (FITC CD90, PerCP-Су5.5 CD105 
и APC CD73) и смесь антител отрицательного кон-
троля (PE CD45, PE CD34, PE CD11b, PE CD19 и РЕ 
HLA-DR).

Результаты
Исследовано 15 образцов костного мозга паци-

ентов, перенесших ампутацию нижней конечности 
по поводу осложненного течения сахарного диабета. 
Количество полученного костного мозга зависит 
от уровня ампутации, который определялся индиви-
дуально [9]. Наибольшее количество костного мозга 
(до 200–250 мл) получали при ампутации конечности 
на уровне верхней трети бедра. Количество клеток 
в костном мозге зависит от количества костного 
мозга и составляло примерно от 0,5 до 75,0 млн кле-
ток. Содержание мезенхимальных стволовые клетки 
костного мозга составляло от 0,3 до 0,9 %, гемопоэ-
тических стволовых клеток костного мозга – от 0,01 
до 0,8 %. В среднем содержание мезенхимальных 
и гемопоэтических клеток в костном мозге ампути-
рованной конечности одинаково, незначительно 

преобладают мезенхимальные клетки. Стоит отме-
тить, что содержание стволовых клеток в костном 
мозге бедренной кости не зависит от возраста. Срав-
нение количества стволовых клеток в костном мозге 
у больных пожилого возраста и молодых пациентов, 
когда ампутация конечности проводилась вследствие 
травматического повреждения конечности и невоз-
можности ее сохранить, показало отсутствие боль-
шого отличия.

Иммуногистохимическая характеристика  
костного мозга
При проведении иммуногистохимического ана-

лиза костного мозга трубчатых костей было установ-
лено, что клеточность костного мозга составляет в сред-
нем от 50 до 80 % в различных участках. В участках 
клеточного строения костного мозга определяются 
клетки реактивного окружения, представленные 
расположенными вблизи капилляров гистиоцитами, 
эозинофилами, плазматическими клетками, единич-
ными тучными клетками. Иммуногистоархитекто-
ника костного мозга сохранена.

Определяются многочисленные клетки грануло-
поэза различной степени зрелости со смещением 
в сторону незрелых промежуточных форм. Клетки 
эритропоэза представлены небольшими скоплениями 
эритробластов, формирующих эритропоэтические 
островки, состоящие из различных клеточных форм; 
в составе части скоплений определяются клетки ма-
крофагального ряда. Мегакариоциты имеют морфо-
логию зрелых клеток, распределены в центральных 
отделах костномозговых ячеек, часто вблизи сосудов 
синусоидного типа, без формирования кластеров. 
Лимфоидные элементы распределены диффузно, 

рис. 1. Определение мезенхимальных стволовых клеток
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не формируют скоплений и агрегатов, имеют морфо-
логию типа малого лимфоцита. Сосуды синусоидного 
типа содержат дифференцированные клеточные формы. 
При иммуногистохимическом исследовании в образ-
цах определяются экспрессирующие CD34 клетки 
с мононуклеарной морфологией, распределенные 
дискретно, без кластерообразования. При 400-крат-
ном увеличении в костном мозге бедренной кости 
число CD34+ клеток составляет в среднем 6–8 клеток 
в поле зрения (рис. 2), в костном мозге подвздошной 
кости – в среднем 3–4 клетки в поле зрения.

Заключение
Полученные данные показывают биологическую 

ценность костного мозга, удаляемого при ампутации 
нижней конечности у пациента с осложненным са-
харным диабетом. Благодаря простоте получение 
костного мозга доступно в хирургической практике. 
Гемопоэтические и мезенхимальные стволовые клет-
ки можно использовать в аутологичной клеточной 
терапии пациента. Клеточные технологии развивают-
ся стремительно и возможности применения стволо-
вых клеток костного мозга при различных заболева-
ниях, в том числе для аллогенной клеточной терапии, 

рис. 2. Иммуногистохимическое исследование костного мозга бедренной 
кости с антителами к CD34 с окрашиванием гематоксилином, × 400

расширяются очень быстро. В хирургической прак-
тике клеточная терапия становится реальной.
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моделирование ортотоПичеСкоГо роСта рака 
Почки человека С Перевиваемым Штаммом рПоч1 

на иммУнодеФиЦитныХ мыШаХ

н. в. андронова, С. м. Ситдикова, л. Ф. морозова, н. т. райхлин, и. а. Букаева, и. Ж. Шубина, 
м. в. киселевский, е. м. трещалина

ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, 
Каширское шоссе, 24

Контакты: Елена Михайловна Трещалина treshalina@yandex.ru

Введение. Разработка новых ортотопических моделей опухолевого роста (surgical orthotopic implantation, SOI) открывает 
возможность доклинического изучения потенциального антиметастатического действия препаратов, в том числе направ-
ленных на лечение диссеминированного светлоклеточного рака почки, с использованием в качестве имплантата фрагмента 
опухоли или метастаза от пациента. Использование подкожного (п/к) ксенографта открывает возможность оптимизации 
SOI с расширением возможностей применения в эксперименте. Наличие п/к ксенографта РПоч1, охарактеризованного 
трансплантационно, морфологически, иммунологически и по чувствительности к классическим противоопухолевым цито-
статикам в коллекции опухолевых штаммов ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина» Минздра-
ва России, позволяет получить ортотопическую модель для полифункционального применения при доклиническом изучении 
новых специфических лекарств.
Цель исследования – подготовка и получение доклинической ортотопической модели светлоклеточного рака почки человека 
с имплантатом в виде п/к ксенографта РПоч1.
Материалы и методы. Использованы п/к РПоч1 и иммунодефицитные мыши-самки Balb/c nude разведения РОНЦ. Транс-
плантационные характеристики определены при пассировании имплантата в паренхиму почки. О результативности орто-
топической имплантации в динамике судили по кинетическим, патоморфологическим и иммунологическим характеристикам 
с применением методов световой микроскопии, проточной цитофлуориметрии и моноклональных антител (МКА, Caltag 
Laboratories) против соответствующих антигенов. Лекарственная чувствительность оценена по отношению к ингибиторам 
тирозинкиназ по стандартным показателям (T/С ≤ 42 %, число полных регрессий).
Результаты. При ортотопической имплантации РПоч1 на 7, 14 и 21 с получены опухолевые узлы размерами 5,0 ± 1,0 мм3, 
215,0 ± 88,0 мм3 и 608,0 ± 157,0 мм3. Гистологически опухоль представлена разделенными соединительно-тканными про-
слойками, солидными полями крупных полиморфных клеток с митозами (10–15 в 1 очаге) и единичными очагами некрозов 
на 21 с. Повышенный в 1,5 раза на 14-е сутки у мышей уровень экспрессии NK1.1 и в 3,3 раза уровень CD8а свидетельствуют 
о тенденции к развитию индуцированной опухолевым ростом иммуносупрессии. Показана высокая чувствительность РПоч1 
к сорафенибу и сунитинибу (Т/С

min
 = 2–30 %).

Заключение. Получен ортотопический ксенографт светлоклеточного рака почки человека РПоч1 со 100 % прививаемостью, 
воспроизводимыми биологическими, в том числе иммунологическими, характеристиками и чувствительностью к ингибито-
рам тирозинкиназ, пригодный для доклинического изучения различных средств, в том числе иммунологических, или комбина-
ций, направленных на лечение этой патологии.

Ключевые слова: ортотопический имплантат, рак почки человека

DOI: 10.17650/1726-9784-2017-16-1-51-60

MOdELING OF ORThOTOPICaL GROwTh OF huMaN KIdNEy CaNCER 
wITh SuBCuTaNEOuS xENOGRaFTS RPOCh1 ON IMMuNOdEFICIENT MICE

N. V. Andronova, S. M. Sitdikova, L. F. Моrоzоvа, N. Т. Rаichlin, I. А. Bukаеvа, I. Zh. Shubinа, М. V. Kiselеvsky, Н. М. Trеshаlina

N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Sh., Moscow 115478, Russia

Introduction. Сreation of new orthotopic models of tumor growth (surgical orthotopic implantation, SOI) promotes pre-clinical studies 
of anti-metastatic functional potential of the drugs including those which aim to treat advanced clear-cell renal carcinoma with the use 
of patient’s tumor or metastasis sample for implantation material. The use of subcutaneous (s. c.) xenograft contributes to SOI improve-
ment and extends experimental opportunities. The collection of tumor strains of N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center that 
includes s. c. xenograft RPoch1, which was characterized by transplantation, pathological, and immunological parameters and in terms 
of sensitivity towards classical antitumor cytostatics, presents the base for obtaining an orthotopic model for multifunctional usage 
in pre-clinical studies of specific medicines.
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Objective. Preparation and obtaining an orthotopic model of human clear-cell renal carcinoma with the implant of subcutaneous xeno-
graft RPoch1.
Materials and methods. The study used s. c. RPoch1 and immunodeficient female mice Balb/c nude on the N. N. Blokhin Russian Can-
cer Research Center breeding. Transplantation characteristics were defined during implant passages into kidney parenchyma. The ef-
fectiveness of orthotopic implantation was estimated in the dynamics according to kinetic, pathological, morphological, and immunolo-
gical parameters by light microscopy, flow cytometry, monoclonal antibodies (mAb, Caltag Laboratories) against corresponding 
antigens. Sensitivity to specific drugs was assessed against inhibitors of tyrosine kinases according to standard parameters (T/С < 42 %, 
total regressions).
Results. After orthotopic implantation of RPoch1 on days 7, 14 and 21 the tumor lesions were registered with the size of 5.0 ± 1.0 mm3, 
215.0 ± 88.0 mm3 and 608.0 ± 157.0 mm3. Histological examination showed that the tumor had separated connective tissue layers 
of solid areas of large polymorphic cells with mitosis (10–15 in a lesion) and single areas with necrosis on day 21. The 1.5-fold en-
hanced expression of NK1.1 in mice on day 14 and 3.3-fold increase of CD8a expression demonstrate the tendency to develop immune 
suppression induced by growing tumor. The results showed high sensitivity of RPoch1 to sorafenib and sunitinib (Т/С

min
 = 2–30 %).

Conclusion. The authors obtained an orthotopic xenograft of human clear-cell renal carcinoma RPoch1 with 100 % transplantation 
potential, reproducible biological characteristics including immunological parameters and sensitivity to inhibitors of tyrosine kinases, 
which can be used for pre-clinical studies of various agents including immunological or different combinations of antitumor drugs 
against this cancer type.

Key words: orthotopic implant, human kidney cancer

Введение
Ортотопические ксенографты получают, как пра-

вило, путем имплантации ex tempore фрагментов 
опухолей человека (операционный материал) разных 
локализаций иммунодефицитным мышам в тот ор-
ган, из которого получены (хирургическая ортотопи-
ческая имплантация, surgical orthotopic implantation, 
SOI). SOI используют на завершающем этапе докли-
нического изучения новых противоопухолевых пре-
паратов для оценки действия на метастазирование 
или на клиническом этапе в рамках программы 
прогноза индивидуальной лекарственной чувстви-
тельности пациента в раннем послеоперационном 
периоде (колоректальный рак) [1]. Однако прогноз 
лекарственной чувствительности на этой модели 
оправдан только для противоопухолевых цитостати-
ков и существенно ограничен для иммунотерапевти-
ческих или таргетных средств [2]. Недостатком ме-
тода является также отсутствие гарантированной 
100 % ортотопической имплантации операционного 
материала, так как имплантат в силу случайной вы-
борки фрагмента опухоли может не содержать необ-
ходимого для опухолевого роста пула пролифериру-
ющих клеток при смене микроокружения. 
Как правило, не представляется возможным повтор-
но взять материал у пациента. Использование опухо-
левого материала с воспроизводимыми транспланта-
ционными и биологическими характеристиками, 
например подкожного (п/к) ксенографта для полу-
чения ортотопической модели, позволило бы опти-
мизировать SOI. Не удалось найти подобные экспе-
рименты в тематической литературе.

Нами апробирована возможность получения 
ортотопической модели рака почки человека с ис-
пользованием п/к ксенографта РПоч1 из коллекции 
ФГБУ «Российский онкологический онкологический 

центр им. Н. Н. Блохина» (РОНЦ им. Н. Н. Блохина) 
Минздрава России. Ксенографт получен из удален-
ного опухолевого узла пациента РОНЦ им. Н. Н. Бло-
хина [3]. Важно также, что в коллекции есть депониро-
ванная во Всероссийской коллекции промышленных 
микроорганизмов оригинальная клеточная линия 
РПоч1 (рег. № Н-165). Такая тест- система выигрыш-
на еще и потому, что позволяет оценить антипро-
лиферативное действие агента или комбинации по-
следовательно на 1 модели in vitro / in vivo. Наиболее 
ценными являются оценка чувствительности модели 
к современному стандарту лечения (ингибиторам 
тирозинкиназ) и наличие онкомишени для апроба-
ции инновационных таргетных средств, например 
CTLA-4 – ключевой мишени иммунологического 
надзора (immune checkpoint blockade) для аналогов 
ипилимумаба [4].

Штамм РПоч1 имеет строение трабекулярно-па-
пиллярной светлоклеточной аденокарциномы с узел-
ками папиллярного рака. PAS+-окрашивание четко 
прослеживает базальные мембраны, на которых рас-
положен многорядный и цилиндрический эпителий. 
Опухоль характеризуется общей продолжительно-
стью клеточного цикла 28,2 ч со следующей продол-
жительностью фаз: G

1
+1/2М – 8,5 (8,3–8,9) %, S – 14,9 

(14,6–15,3) %, G
2
+1/2М – 4,8 (4,7–5,0) %. Пролифе-

ративный пул в момент перевивки: 21,0 (20,4–23,1) % 
клеток. Уровень синтеза ДНК в клетках, определенный 
по интенсивности радиоактивной метки (импульс/ 
минута): 3Н-тимидин – 759 (629–1003), 3Н-дезо-
ксиуридин – 896 (805–1200). В опухоли определяют-
ся гормональные рецепторы человека к андрогенам 
(114,0), выражена экспрессия онкогенов sis, р53, 
c-myc и myb. П/к ксенографт отличается отсутствием 
чувствительности к классическим противоопухоле-
вым цитостатикам: дактиномицину, блеомицину, 
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метотрексату, проспидину, гексаметилмеламину, вин-
бластину, 5-фторурацилу, адриамицину и CCNU. 
Чувствительность к ингибиторам тирозинкиназ, со-
временному стандарту лечения, ранее не определялась. 
В связи с этим целесообразно оценить состояние 
иммунологического надзора у мышей Balb/c nude 
с РПоч1 для изучения средств иммунотерапии и до-
полнить характеристику лекарственной чувствитель-
ности к ингибиторам тирозинкиназ. Полученные 
данные можно экстраполировать на ортотопическую 
модель, поскольку у клеток метастатических узлов 
и первичной опухоли лекарственная чувствитель-
ность идентична. С учетом иммунопривилегирован-
ной зоны подкапсульного пространства почки 
и для адекватного неоангио- и васкулогенеза им-
плантацию следует выполнять в паренхиму органа.

Приведенные выше свойства светлоклеточного 
рака почки человека РПоч1 in vivo открывают воз-
можность модификации SOI, направленной на по-
лучение доклинической ортотопической модели 
с использованием п/к ксенографта. Полученная 
модель может применяться для прогноза эффектив-
ности различных фармакологических средств лече-
ния первичного или метастатического светлоклеточ-
ного рака почки человека. В соответствии с этим 
сформулированы цель и задачи исследования.

Цель исследования – подготовка и получение 
доклинической ортотопической модели светлокле-
точного рака почки человека с имплантатом в виде 
п/к ксенографта РПоч1.

Задачи:
• оценка чувствительности п/к ксенографта пере-

виваемого рака почки человека РПоч1 к ингиби-
торам тирозинкиназ;

• определение основных характеристик ортотопи-
ческого роста п/к ксенографта РПоч1 человека 
в почке мышей Balb/c nude с патоморфологиче-
ской идентификацией;

• определение показателей иммунологического 
надзора при ортотопическом росте п/к рака поч-
ки человека РПоч1 у мышей Balb/c nude.

Материалы и методы
оценка чувствительности подкожного 
 ксенографта перевиваемого рака почки  
человека рПоч1 к ингибиторам  
тирозинкиназ
П/к ксенографт перевиваемого рака почки чело-

века РПоч1 трансплантировали по стандартной ме-
тодике всем взятым в опыт животным, которых 
ранжировали по группам. Одну из групп оставляли 
без специфического лечения и считали контрольной. 
Остальные группы получали ингибиторы тирозин-
киназ, входящие в стандарты лечения диссеминиро-
ванного рака почки человека [5–8].

Использованные препараты:
• нексавар (сорафениб, Bayer Health Care AG, Bayer 

Schering Pharma AG, Германия), 1 упаковка, со-
держащая 112 таблеток по 200 мг;

• сутент (сунитиниб, Pfizer, США, Pfizer Italia, 
Италия), 1 флакон, содержащий 30 капсул по 12,5 мг, 
и 2 упаковки, содержащие по 28 капсул по 25 мг.
Препараты вводили мышам перорально метал-

лическим зондом в оптимальных схемах примене-
ния. Проведено по 1 циклу лечения с сорафенибом 
или сунитинибом. Кроме того, выполнено последо-
вательное лечение сорафенибом и сунитинибом для 
моделирования клинической ситуации, при которой 
сунитиниб назначают во 2-й линии после малоэф-
фективного курса сорафениба в 1-й линии лечения.

Один цикл лечения включал 15-дневный курс 
введения сорафениба или 10-дневный курс сунити-
ниба с началом через 72 ч после трансплантации 
опухоли. Две линии лечения выполняли последова-
тельно, применяя цитостатики при перекрывающей 
экспоненциальную фазу роста опухоли сокращенной 
схеме лечения и уменьшенных соответственно сум-
марных дозах препаратов. Первую линию лечения 
начинали через 72 ч после трансплантации опухоли, 
2-ю – сразу после окончания 1-й, т. е. на 8-е сутки 
после трансплантации опухоли.

Для проведения экспериментов составлены сле-
дующие группы численностью 10–15 мышей:

• группа 1 – контроль роста опухоли;
• группа 2 получала 1 цикл лечения сорафенибом 

в желудок ежедневно 15 дней, суммарные дозы – 
150–450 мг/кг;

• группа 3 получала 1 цикл лечения сунитинибом 
в желудок ежедневно 10 дней, суммарные дозы – 
200–800 мг/кг;

• группа 4 получала 2 линии лечения ежедневно 
по 5 дней сорафенибом в желудок в суммарной 
дозе 50 мг/кг (1-я линия) + сунитиниб в суммар-
ной дозе 100 мг/кг (2-я линия). Общая продол-
жительность 2 линий лечения – 10 дней.
Оценку эффективности проводили с использо-

ванием стандартных показателей Т/С, % (treatment/ 
control, критерий T/С ≤ 42 % [2]) и числа полных 
регрессий в сравнении с контролем. Для вычисления 
показателей многократно измеряли объем опухоли, 
рассчитывая индивидуальный и средний объемы 
в каждой группе.

Оценка переносимости лечения выполнена пу-
тем визуального контроля за поведением и состоя-
нием животных в процессе и после лечения, а также 
по результатам аутопсии внутренних органов.

По завершению экспериментов все животные 
были умерщвлены передозировкой эфирного нарко-
за с соблюдением принятых в международной прак-
тике гуманных методов.
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Биологические характеристики ортотопического 
роста рПоч1
О результативности ортотопической импланта-

ции судили по кинетическим и патоморфологиче-
ским характеристикам. Материал для транспланта-
ции получали из 3-го пассажа п/к ксенографта рака 
почки человека РПоч1 иммунодефицитным мышам 
Balb/c nude [3, 9]. Фрагмент опухолевого узла объе-
мом 1,0 мм3, извлеченного у наркотизированной мы-
ши при соблюдении правил асептики и антисептики, 
использовали ex tempore в качестве материала для ор-
тотопической трансплантации. В условиях билате-
рального ламинара мышей-реципиентов (n = 30), 
находящихся под золетиловым наркозом, фиксиро-
вали на операционном столике. Кожу обрабатывали 
70 % раствором этилового спирта и делали разрез 
в поясничной области. Кожу отсепарировали, вскры-
вали заднюю брюшную стенку между веточками 
поясничных нервов над просвечивающей почкой. 
Почку захватывали мягким малым глазным пинце-
том и в области задней поверхности верхнего полюса 
делали брюшистым скальпелем разрез глубиной 
2–3 мм, через который помещали в паренхиму почки 
заранее приготовленный фрагмент для транспланта-
ции. Мышцы и кожу послойно ушивали непрерыв-
ным швом. После трансплантации за мышами на-
блюдали в течение 28 дней с ежедневным контролем 
поведения и состояния.

Кинетику роста РПоч1 в почке определяют 
по среднему объему опухолевого узла на 7-е (n = 10), 
14-е (n = 10) и 21-е (n = 10) сутки после трансплан-
тации опухоли. Мышей умерщвляли дислокацией 
шейных позвонков, извлекали почку с опухолью 
и измеряли объем опухолевого узла в 3 проекциях 
(V

ср
 = a × b × c).
Патоморфологическое исследование опухолевых 

узлов в почке на 14-е и 21-е сутки после трансплан-
тации проводили методом световой микроскопии 
(Polivar, Австрия) окрашенных гематоксилином и эо-
зином срезов.

Статистический анализ данных выполняли с по-
мощью стандартного метода Фишера.

методика иммунологического  
исследования
Иммунологическое исследование касалось оцен-

ки поверхностных маркеров спленоцитов мышей 
с ортотопически трансплантированным перевивае-
мым раком почки человека РПоч1 (n = 5). Исполь-
зован метод проточной цитофлуориметрии с лазер-
ным проточным цитометром FACSCanto II™ (Becton 
Dickinson & Co, США) с программным пакетом BD 
FACSDiva [10]. Уровень экспрессии поверхностных 
маркеров изучаемых клеток определяют при помощи 
моноклональных антител (МКА, Caltag Laboratories) 

против соответствующих антигенов в сравнении с ин-
тактными животными (n = 5).

Мышиные спленоциты отмывают холодным 
фосфатно-солевым буфером (ФСБ) с 1 % фетальной 
телячьей сывороткой (ФТС) и инкубируют с МКА, 
конъюгированными с красителем флуоресцеин изо-
тиоционатом (FITC) или фикоэритрином (PE) со-
гласно инструкции производителя. Отмывают 2 раза 
холодным ФСБ с 1 % ФТС. Клетки фиксируют 
в ФСБ, содержащем 1 % раствор параформальдегида. 
На проточном цитометре определяют уровень экс-
прессии дифференцировочных антигенов лимфоци-
тов CD3, CD4, CD8а, CD19, NK1.1, активационных 
антигенов CD38, молекул главного комплекса гисто-
совместимости (major histocompatibility complex, 
MHC) класса II; костимулирующих молекул CD40, 
CD80/B7–1, CD86/B7–2. Данные анализируют после 
выделения соответствующего гейта клеточной попу-
ляции в режиме dot/plot – распределения клеток по их 
линейному прямому (FSC) и боковому (SSC) свето-
рассеянию. При учете результатов подсчитывают 
5000 событий в гейте. Данные представляют про-
центное содержание клеток, экспрессирующих опре-
деленный маркер, в общем пуле гейтированных клеток.

Результаты
оценка чувствительности подкожного 
 ксенографта перевиваемого рака почки человека 
рПоч1 к ингибиторам тирозинкиназ
Показано, что п/к ксенографт перевиваемого 

рака почки человека РПоч1 обладает высокой чув-
ствительностью к противоопухолевой химиотерапии 
ингибиторами тирозинкиназы – сорафенибом и су-
нитинибом.

Сорафениб при 15-кратном курсе в разовых дозах 
10–30 мг/кг (суммарно 150–450 мг/кг) вызывал до-
стоверный противоопухолевый эффект в течение 
9 дней после окончания введения, Т/С

min
 = 9–28 %. 

Переносимость лечения была удовлетворительной 
при разовой дозе 10 мг/кг (суммарно 150 мг/кг), 
более высокие дозы были эффективными, но сопро-
вождались токсичностью (табл. 1).

Сунитиниб при 10-кратном курсе в разовых дозах 
20–80 мг/кг (суммарно 200–800 мг/кг) также был 
эффективен и приводил к Т/С

min
 = 2–23 %, досто-

верному лишь на 1 срок при разовой дозе 40 мг/кг 
(суммарно 400 мг/кг). При разовых дозах 40 и 80 мг/кг 
сунитиниб вызывал дозозависимую гибель мышей 
после 5 приемов препарата в рамках 10-кратного кур-
са с характерными для препарата побочными эффек-
тами (окраской кожных покровов) (табл. 2).

При проведении 2 линий лечения с последо-
вательным применением сорафениба и сунитиниба 
5-кратным курсом на 5-е сутки после окончания 
лечения получено достоверное ингибирование роста 
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опухоли, T/C = 30 % (p < 0,05). Этот эффект удер-
живался до 14 сут на уровне Т/С = 27–33 % (p < 0,05) 
(табл. 3, 4).

Определение основных характеристик ортото-
пического роста п/к ксенографта РПоч1 человека 
в почке мышей Balb/c nude с патоморфологической 
идентификацией.

Развитие опухолевых узлов перевиваемого рака 
почки человека РПоч1 в почке иммунодефицитных 
мышей Balb/c nude демонстрируют следующие ри-
сунки. На рис. 1 показана массовая доля опухоли 
по отношению к ткани почки в течение 3 нед после 
трансплантации. Опухолевые узлы в почке визуа ли-

зи руются уже на 7-е сутки после ортотопической 
трансплантации фрагментов объемом 1,0 мм3, которые 
занимают не более 1/5–1/7 почки. На 14-е сутки 
после трансплантации опухолевые узлы занимают 
более половины ткани почки либо практически оди-
наковой с ней величины. Значимой динамики до 21-х 
суток не выявлено.

Кинетика роста опухолевых узлов РПоч1 в почке 
в течение 3 нед после трансплантации представлена 
в табл. 5. Видно, что на 7-е сутки опухолевые узлы 
достигают 9,0 мм3, V

cp
 = 5,0 ± 1,0 мм3. На 14-е сутки 

после трансплантации максимальный объем опухо-
левых узлов составил 486,0 мм3 при V

cp
 = 215,0 ± 88,0 мм3. 

таблица 1. Чувствительность п/к ксенографта перевиваемого рака почки человека РПоч1 к сорафенибу

Группа
разовая

доза*

Средний объем опухоли
на сутки после трансплантации

т/С, %, на сутки после оконча-
ния лечения Гибель 

от токсичности

18 22 26 1 5 9

Контроль (вода) 0,3 мл 335 (83–587) 509 (109–909) 1032 (840–1225) 100 100 100  – 

Сорафениб

10 мг/кг 31 (8–175) 137 (87–187) 288 (175–490)** 9 27 28** 0/10

20 мг/кг 51 (18–84) 94 (26–162) 154 (64–528)** 15 18 15**
2/10
10 с

30 мг/кг 57 (24–90) 90 (50–130) 324 (27–504)** 17 18 31**
7/10***
8, 13 с

*Лечение ежедневно на 3–18-й дни после трансплантации опухоли, **p < 0,05; ***картина гибели – уменьшение массы селезенки, дис-
трофия печени; n = 10.

таблица 2. Чувствительность п/к ксенографта перевиваемого рака почки человека РПоч1 к сунитинибу

Группа
разовая

доза*

Средний объем опухоли, мм3,
на сутки после трансплантации

т/С, %, на сутки по-
сле окончания лечения

Гибель от токсичности

18 22 26 5 9 13
число 

павших

Сутки по отношению 
к лечению

после 
начала

после 
 окончания

Контроль Вода 0,3 мл 335 (83–587) 509 (109–909) 1032 (840–1225) 100 100 100  –  –  – 

Сунитиниб 20 мг/кг 43 (б. разброс) 
279  

(б. разброс) 
437 (33–841) 

13 55 43
3/10 7 2–4

n = 7

Сунитиниб 40 мг/кг 21 (б. разброс) 
39

(б. разброс) 
148 (45–392) **

6 8 14**
7/10*** 10 5, 8, 12

n = 3

Сунитиниб 80 мг/кг 77 330 672
23 65 65

8/10*** 1, 5 1, 8
n = 2

*Лечение ежедневно на 3–12-й дни после трансплантации опухоли.**p < 0,05. *** При дозе 40 мг/кг после 5 введений появилась 
 интенсивная желтовато-зеленоватая окраска кожных покровов; картина гибели: понос, окраска кожных покровов и органов брюшной 
полости (кишечника, передней брюшной стенки, признаки геморрагического колита), уменьшение массы селезенки, дистрофия печени.
*** При дозе 40 мг/кг некоторое уменьшение массы тела, слабая желтовато-зеленоватая окраска кожных покровов; картина гибели: 
уменьшение массы селезенки, раздражение кишечника; при дозе 80 мг/кг после 5 введений появилась интенсивная желтовато-зеленова-
тая окраска кожных покровов; картина гибели: понос, интенсивная окраска кожных покровов и органов брюшной полости (кишечника, 
передней брюшной стенки, признаки геморрагического колита), уменьшение массы селезенки, раздражение кишечника, дистрофия 
печени.
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На 21-е сутки максимальный объем опухолевых уз-
лов составил 936,0 мм3 при V

cp
 = 608,0 ± 157,0 мм3.

Гистологическая картина опухолевых узлов РПоч1 
в ткани почки на 14-е и 21-е сутки после трансплан-
тации показала следующее. На 14-е сутки после ор-
тотопической трансплантации рака почки челове-
ка РПоч1 в ткани почки различаются корковый 

и мозговой слои (рис. 2). В корковом слое видны 
почечные тельца (клубочки), окруженные тонкой 
капсулой и содержащие мелкие кровеносные сосуды 
(капилляры). Клубочки окружены большим коли-
чеством извитых канальцев, являющихся частью 
нефрона. В мозговом слое преобладают продольно 
расположенные канальцы. В почке имеются крове-
носные сосуды, местами полнокровные. Почка окру-
жена капсулой. В ткани почки обнаружены 1–2 участ-
ка разрастания опухоли. Эти участки мелкие, 
располагаются под капсулой, состоят из полиморф-
ных опухолевых клеток, растущих в виде солидных 
полей. В отдельных участках опухоли встречаются 
единичные митозы. На 21-е сутки после трансплан-
тации опухолевые разрастания крупные, занимают 
бо льшую часть ткани почки. Ее сохранившиеся 
участки содержат извитые и прямые канальцы, по-
чечные клубочки, кровеносные сосуды. Местами 
почечная ткань сдавлена. Опухоль состоит из круп-
ных полиморфных клеток, образующих солидные 
поля, которые в некоторых местах разделены тонки-
ми соединительно-тканными прослойками, имеют-
ся единичные мелкие очаги некрозов. Во многих 
участках опухоли встречаются митозы, их количество 
достигает 10–15 в 1 очаге.

таблица 3. Чувствительность п/к ксенографта перевиваемого рака почки человека РПоч1 к последовательному лечению сорафенибом 
и сунитинибом

Группа
режим

лечения

Средний объем опухоли (мм3) на сутки после трансплантации опухоли
т/С, %, на сутки  

после окончания лечения

1 2 3 4 1 2 3 4

Контроль
Вода 0,3 
мл 10 дн.

926 (824–1028) 1058 (915–1201) 
1246  

(1159–1333) 
1526 (1430–1622) 100

Сорафениб +
сунитиниб

10 × 5
20 × 5

276 (228–324) 288 (226–350) 343 (281–405) 504 (404–604) 30* 27* 28* 33*

Примечание. Отличие от контроля достоверно, *p < 0,05. Контроль: измерения опухолей после перевивки (сутки): 1–18, 2–20, 3–22, 
4–27. Расчет Т/С,  % (сутки после окончания лечения): 1, 3, 5, 10.

таблица 4. Воспроизводимость чувствительности п/к ксенографта перевиваемого рака почки человека РПоч1 к ингибиторам 
тирозинкиназ

Группы
разовая

доза*

Средний объем опухоли на сутки после трансплантации
т/С, %, на сутки после 

окончания лечения

18 20 22 27 1 3 5 10

Контроль Вода 0,3 мл 1068 (868–1268) 1341 (1161–1521) 1418 (1242–1594) 2015 (1801–2229) 100

1-й опыт: 
сорафениб +
сунитиниб

10 × 5
20 × 5

276 (228–324) 288 (226–350) 343 (281–405) 504 (404–604) 30* 27* 28* 33*

2-й опыт:
сорафениб +
сунитиниб

10 × 5
20 × 5

374 (276–472) 388 (292–484) 397 (319–475) 605 (515–695) 35* 29* 28* 30*

Примечание: n = 10–12, лечение ежедневно на 3–18-й дни после трансплантации опухоли, *p < 0,05.

рис. 1. Опухолевые узлы ортотопического ксенографта перевиваемого 
рака почки человека РПоч1 на 14-е сутки после трансплантации, 
максимальный объем 486,0 мм3
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а б

Результаты морфологического исследования 
 дают основание считать, что период между 14-ми 
и 21-ми сутками опухолевого роста в почке является 
наиболее благоприятным для проведения терапии, 
направленной на подавление цитопролиферации 
ортотопической опухоли.

определение показателей иммунологического 
надзора при ортотопическом росте  
подкожного рака почки человека рПоч1  
у мышей Balb/c nude
Иммунологические показатели мышей Balb/c 

nude c ортотопическим ксенографтом перевиваемо-
го рака почки человека РПоч1 представлены в табл. 6 
и на рис. 3 и 4. Результаты иммунофенотипирования 
спленоцитов селезенки иммунодефицитных мышей 
с ортотопически трансплантированным ксенограф-
том перевиваемого рака почки человека РПоч1 пред-
ставлены в табл. 6. Видно, что на 14-е сутки после 
трансплантации уровень экспрессии маркеров им-
мунитета у мышей возрастает: NK1.1 – в 1,5 раза, 
CD8а – в 3,3 раза. Показатели активации макрофа-
гального звена и маркеры активационных антигенов 
CD38 и MHC II свидетельствуют о тенденции к сни-
жению числа клеток, экспрессирующих эти антигены.

Рисунок в формате DotPlot: ось х, у – логариф-
мическая шкала, интенсивность флуоресценции MFI 
представляет экспрессию поверхностных клеточных 
маркеров, конъюгированных с FITC или PE.

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
на фоне некоторого оживления исходно дефектного 
врожденного иммунитета гибридных иммунодефи-
цитных мышей Balb/c nude ортотопический ксено-

рис. 2. Почка с ортотопическим ксенографтом перевиваемого рака почки человека РПоч1 на 14-е сутки после трансплантации, ×200

графт перевиваемого рака почки человека РПоч1 
в стадии активной пролиферации вызывает иммуно-
депрессию, характерную для начала диссеминиро-
ванного процесса.

таблица 5. Кинетика роста ортотопического ксенографта пере-
виваемого рака почки человека РПоч1 у иммунодефицитных мышей 
Balb/c nude

номер
мыши

объем опухоли (мм3),  
1 пассаж на сутки после имплантации  

фрагмента

7 14 21 28

1 3,0 270,0 840,0 2808,0

2 3,0 160,0 420,0 2244,0

3 3,0 486,0 936,0  – 

4 9,0 288,0 280,0  – 

5 4,0 120,0 539,0  – 

6 3,0 120,0 448,0  – 

7 6,0 210,0 504,0  – 

8 6,0 192,0 864,0  – 

9 6,0 140,0 648,0  – 

10 4,0 168,0  –  – 

Среднее 
арифм.

5,0 ± 1,0 215,0 ± 88,0 608,0 ± 157,0 2526,0 ± 750,0

Примечание. Прочерк означает, что исследование не проводилось.
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таблица 6. Субпопуляции спленоцитов, экспрессирующих поверхностные антигены у иммунодефицитных мышей Balb/c nude с ортотопи-
ческим ксенографтом перевиваемого рака почки человека РПоч1

маркер
интактные животные

(M ± m) 
Животные  

с трансплантированным  раком почки рПоч1 (M ± m) 

CD3 0,0 0,0

CD4 0,0 0,0

CD8а 3,8 ± 1,6 12,4 ± 1,1

NK1.1 4,5 ± 1,6 6,9 ± 1,7

CD19 25,3 ± 3,7 21,8 ± 2,9

CD40 51,3 ± 4,4 41,8 ± 1,6

CD80 6,5 ± 2,9 9,0 ± 2,2

CD86 43,4 ± 2,6 30,1 ± 3,2

CD38 44,0 ± 3,1 40,2 ± 2,4

MHC II 24,4 ± 1,6 13,1 ± 1,5

Примечание. Поверхностные клеточные маркеры: CD3 – зрелые Т-лимфоциты; CD4 – Т-хелперы; NK1.1 – натуральные киллеры; CD8а 
экспрессируется на НК-клетках, есть данные об экспрессии на незрелых дендритных клетках (ДК); CD19 – В-лимфоциты; CD40 – ко-
стимулирующая молекула антигенпрезентирующих клеток (АПК); CD80 – костимулирующая молекула АПК, может экспрессироваться 
на активированных В-лимфоцитах; CD86 – костимулирующая молекула АПК, может экспрессироваться на активированных В-лимфо-
цитах; CD38 – активационный антиген, экспрессируется на НК-клетках, В-лимфоцитах; MHC II – молекула гистосовместиости II 
класса, ограниченно экспрессируется на клетках некоторых типов, включая дендритные клетки и В-лимфоциты.

рис. 3. Содержание различных субпопуляций спленоцитов у мышей Balb/c nude с ортотопическим ксенографтом перевиваемого рака почки 
человека РПоч1 и у интактных мышей

Заключение
В результате проведенных исследований на им-

мунодефицитных мышах Balb/c nude разведения 
ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» Минздрава России 
разработана новая оригинальная методика получения 
ортотопического ксенографта, позволяющая опти-
мизировать технологию SOI. Воспроизводимый орто-
топический рост п/к ксенографта рака РПоч1 чело-
века в почке иммунодефицитной мыши Balb/c nude 
получен с помощью трансплантационных манипуля-
ций под контролем таких биологических характерис-

тик, как прививаемость, контроль параметров роста, 
элементы иммунологического надзора и чувстви-
тельность к ингибиторам специфических тирозин-
киназ. Принципиальным отличием методики от SOI, 
использующей опухолевый материал от пациента 
в качестве имплантата, является имплантат в виде 
п/к ксенографта с гарантированной 100 % ортото-
пической имплантацией, воспроизводимыми био-
логическими, в том числе иммунологическими, 
характеристиками и известной лекарственной чувст-
вительностью. Это открывает возможность не только 
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рис. 4. Экспрессия различных маркеров (данные проточной цитометрии) на субпопуляции спленоцитов мышей Balb/c nude с ортотопическим 
ксенографтом перевиваемого рака почки человека РПоч1 и у интактных мышей: а – интактные животные, контроль; б – интактные 
животные, двойная метка CD3/NK1.1; в – интактные животные, двойная метка CD4/CD40; г – интактные животные, двойная метка 
CD8а/CD80; д – интактные животные, двойная метка CD38/CD86; е – интактные животные, двойная метка CD19/MHC II; ж – жи-
вотные с трансплантированной опухолью, CD3/NK1.1; з – животные с трансплантированной опухолью, двойная метка CD4/CD40; и – 
животные с трансплантированной опухолью, двойная метка CD8а/CD80; к – животные с трансплантированной опухолью, двойная метка 
CD38/CD86; л – животные с трансплантированной опухолью, двойная метка CD19/MHC II
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исследовать на такой модели антиметастатическое 
действие агентов и составлять прогноз эффективно-
сти, но и отрабатывать на доклиническом этапе 

биодоступность новых средств, в том числе иммуно-
логических, или комбинаций, направленных на ле-
чение этой патологии.
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ПротивооПУХолевый ЭФФект Энантиомеров  
CPda IN VITRO на модели оСтроГо  

лимФоБлаСтноГо лейкоЗа

а. в. Савинкова1, л. р. тилова1, о. и. Борисова1, е. м. Жидкова1, 2, к. а. кузин1, к. и. кирсанов1, 
Г. а. Белицкий1, и. в. Будунова3, м. Г. якубовская1, е. а. лесовая1, 4
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4 Рязанский государственный медицинский университет им. И. П. Павлова; Россия, 390026 Рязань, ул. Высоковольтная, 9

Контакты: Екатерина Андреевна Лесовая lesovenok@yandex.ru

Введение. Глюкокортикоиды являются важным компонентом химиотерапии гемобластозов. Терапевтическое действие 
глюкокортикоидов реализуется посредством активации глюкокортикоидного рецептора (GR) по механизму транс-репрессии, 
развитие побочных эффектов связано с транс-активацией. Ранее было показано, что соединение класса селективных аго-
нистов GR, CpdA, селективно запускает транс-репрессию в клетках лейкоза. CpdA представляет собой смесь 2 энантиоме-
ров, которые могут по-разному взаимодействовать с рецептором.
Цель исследования – синтез энантиомеров CpdA и оценка их биологических свойств.
Материалы и методы. Синтез энантиомеров был осуществлен на основании дигидроксилирования алкенов по Шарплессу; 
противоопухолевую активность in vitro определяли по антипролиферативному и проапоптотическому эффекту. Лигандные 
свойства оценивали путем ПЦР-анализа экспрессии глюкокортикоид- и NF-kB-зависимых генов.
Результаты  и  выводы. Продемонстрировано, что энантиомеры CpdA обладают противоопухолевым действием in vitro, 
а также не вызывают запуска транс-активации. Более того, S-энантиомер CpdA является более перспективным кандида-
том для дальнейших исследований in vivo.

Ключевые слова: глюкокортикоидный рецептор, энантиомеры, гемобластозы, транс-активация, транс-репрессия, проти-
воопухолевая активность

DOI: 10.17650/1726-9784-2017-16-1-61-69

aNTI-TuMOR EFFECT OF CPda ENaNTIOMERS IN VITRO IN ThE MOdEL 
OF aCuTE LyMPhOBLaSTIC LEuKEMIa

A. V. Savinkova1, L. R. Tilova1, O. I. Borisova1, E. M. Zhidkova1, 2, K. A. Kuzin1, K. I. Kirsanov1, G. A. Belitsky1, I. V. Budunova3, 
M. G. Yakubovskaya1, E. A. Lesovaya1, 4
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Introduction. Glucocorticoids are the important component of combined chemotherapy of blood cancer. Therapeutic effects of glucocor-
ticoids is realized via activation of glucocorticoid receptor transrepression, the development of side effects is associated with transactiva-
tion. We demonstrated earlier that compound belonging the class of selective glucocorticoid receptor agonists, CpdA, selectively induced 
transrepression in blood cancer cells. CpdA represents a mixture of two enantiomers, which can differ in interaction with the receptor.
Aim. The main aim of present study was to synthesize CpdA enantiomers and to evaluate their biological properties.
Materials and methods. Synthesis was carried out based on Sharpless dihydroxylation; anti-tumor activity in vitro was evaluated by 
antiproliferative and pro-apoptotic effects. Ligand properties were estimated by PCR-analysis of glucocorticoid- and NF-kB-dependent 
genes expression.
Results and conclusions. We demonstrated that CpdA enantiomers revealed anti-tumor activity in vitro and did not induce transacti-
vation. Moreover, S-enantiomer of CpdA in the most tests demonstrated more pronounced activity and is more perspective molecule 
for future studies in vivo.

Key words: glucocorticoid receptor, enantiomers, hemoblastosis, transactivation, transrepression, anti-tumor activity
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Введение
Глюкокортикоиды являются важнейшим ком-

понентом терапии ряда заболеваний, в том числе 
полихимиотерапии лейкозов у детей [1–7]. Однако 
их применение сильно ограничено развитием ре-
зистентности, а также ряда серьезных метаболиче-
ских осложнений, в частности остеопороза, стеро-
идного диабета, нарушений водно-солевого 
обмена и др. [4, 5, 8–10]. Терапевтическое действие 
глюкокортикоидов в основном реализуется через 
ДНК-независимую транс-репрессию – белок-бел-
ковое взаимодействие GR с факторами транскрип-
ции, что ингибирует активность данных факторов 
и приводит к снижению жизнеспособности опухо-
левых клеток [11–13]. Развитие побочных эффек-
тов связано с запуском транс активационного ме-
ханизма, при котором рецептор образует димер, 
транслоцируется в ядро и связывается с палиндром-
ными последовательностями глюкокортикоид-ре-
спонсивных элементов в промоторах антиапопто-
тических, пролиферативных и провоспалительных 
генов, что приводит к усилению их транскрипции 
(рис. 1а) [14–16].

Использование селективных агонистов GR 
(SEGRA), которые, в отличие от глюкокортикои-
дов, не приводят к образованию димерного ком-
плекса рецептора и, соответственно, запускают 
лишь транс-репрессорные механизмы, снижая 
тем самым вероятность развития побочных эффек-
тов (рис. 1б), является перспективным направле-
нием в гормональной терапии и химиотерапии 
гемобластозов. К классу SEGRA относится соеди-
нение растительного происхождения 2-(4-ацеток-
сифенил)-2-хлор-N-метилэтиламмоний хлорид, 
или CpdA (рис. 2б). GR-зависимый противоопухо-
левый эффект CpdA на моделях гемобластозов 
in vitro и in vivo был продемонстрирован ранее 
в отделе химического канцерогенеза НИИ канце-
рогенеза ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» [17, 18]. 
Однако CpdA представляет собой рацемическую 
смесь из 2 энантиомеров (R и S) (рис. 2в), которые 
могут обладать одинаковыми физико-химически-
ми свойствами, но по-разному взаимодействовать 
с GR и, следовательно, проявлять различную био-
логическую активность, что ранее не было изучено. 
Данные особенности могут выступать причиной 
различия их фармакодинамических и фармакоки-
нетических свойств.

Таким образом, данное исследование было на-
правлено на изучение биологических эффектов 
энантиомеров нестероидного лиганда GR, CpdA, 
на модели острого лимфобластного лейкоза in vitro 
с целью определения перспективности использова-
ния соединений данного класса в химиотерапии ге-
мобластозов.

Материалы и методы
Синтез энантиомеров Cpda. Синтез чистых энантио-

меров CpdA осуществлен на химическом факультете 
МГУ им. М. В. Ломоносова на основании ассиметрич-
ного дигидроксилирования алкенов по Шарплессу [19] 
(рис. 3) по следующей схеме.

Стирол, защищенный ацетатной группой (3), 
обрабатывали коммерчески доступной реакционной 
смесью AD-mix-β (тетраоксид осмия OsO

4 
в качестве 

окислителя, гексацианоферрат (III) калия K
3
[Fe(CN)

6
]

 

в качестве кооксиданта, карбонат калия K
2
CO

3 
в ка-

честве буфера для поддержания щелочной среды 
и аддукт фталазина с дигидрохинидином, позволяю-
щий получить чистый (R) – энантиомер CpdA; Sig-
ma-Aldrich, США). Диол (4) обрабатывали в пириди-
не тозилхлоридом и N-Boc-N-метиламидом лития 
и получали спирт (5). При обработке продукта (5) 
тионилхлоридом c последующим удалением Вос-за-
щитной группы при добавлении безводного хлоро-
водорода получали (R) – энантиомер CpdA. Получение 
(S) – энантиомера CpdA проводили по аналогичной 
схеме с помощью реакционной смеси AD-mix-α 
(Sigma-Aldrich, США), где в качестве стереоселек-
тивного катализатора использовали аддукт фталази-
на с дигидрохинином. Оценку чистоты полученных 
энантиомеров проводили с использованием высоко-
эффективной жидкостной хроматографии с хираль-
ной неподвижной фазой. Данные, полученные после 
хроматографии на хиральной неподвижной фазе, 
подтверждали образование R- и S-изомеров c энан-
тиомерным избытком 98 %. Спектр ЯМР 1H (400 
MHz, d

6
-DMSO): 2.23 м. д. (s., 3H); 2.51–2.52 (m. 3H); 

3.19–3.27 (m., 2H), 4.88–4.91 (m., 1H); 6.83–6.85 (d., 2H); 
7.16–7.19 (d., 2H).

клеточные линии и обработка клеток. В работе 
использовали клетки острого лимфобластного лей-
коза линии СЕМ. Культура клеток СЕМ была получе-
на в фазе обострения от пациентки с острым лимфо-
бластным лейкозом [20–23]. Клетки культивировали 
в стандартной среде RPMI-1640 («ПанЭко», Россия), 
содержащей 5 % эмбриональную сыворотку телят 
(РАА, Австрия) и гентамицин («ПанЭко», Россия) 
(50 ед/мл) при 37 °С и в 5 % СО

2
. Клетки обрабаты-

вали 1 мкМ дексаметазона (Dex, Sigma-Aldrich, США), 
1мкМ CpdA или энантиомерами CpdA (R, S в кон-
центрациях 1 мкМ).

трансдукция клеток лентивирусными векторами. 
Вирусные стоки высокого титра получали путем 
котрансфекции клеток линии 293Т лентивирусными 
векторами (плазмида pGreenPuro-shGR, несущая 
короткую шпилечную РНК к гену GR, и контроль-
ная плазмида pGIPZ) (System Biosciences, США) 
совместно с упаковочной плазмидой psPAX2 (плаз-
мида № 12260) и плазмидами pCMV–VSV-G (плазмида 
№ 8454) и pMD2.G (плазмида № 12259), кодирующими 
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рис. 1. Механизмы действия глюкокортикоидов (а) и SEGRA (б) на примере CpdA

а

б
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Условия проведения ПЦР и последовательность используемых праймеров

Праймер
Последовательность

размер продукта

прямой праймер обратный праймер

FKBP51 5’-gaatggtgaggaaacgccgat-3’ 5’-tgccaagactaaagacaaatggt-3’ 250

GILZ 5’-cagcccgagccatgaacacc-3’ 5’-cgcagaaccaccaggggcct-3’ 144

CCND1 5’-gctggagcccgtgaaaaaga-3’ 5’-ctccgcctctggcattttg-3’ 135

CCND2 5’-ctaccttccgcagtgctccta-3’ 5’-cccagccaagaaacggtcc-3’ 161

RPL27 5’-accgctacccccgcaaagtg-3’ 5’-cccgtcgggcct tgcgttta-3’ 125

а б в

оболочечные гликопротеины (Addgene, США). Транс-
фекцию проводили с помощью реагента TransIT®–293 
(Mirus-Bio, США) по протоколу производителя. Су-
пернатант, содержащий вирусные частицы, собирали 
через 24–48 ч после трансфекции, центрифугирова-
ли при 1000 об/мин в течение 5 мин и использовали 
для инфекции клеток СЕМ. В результате инфекции 
была получена стабильная линия клеток СЕМ-shGR, 
экспрессирующая короткую шпилечную РНК к гену 
GR, и контрольная линия CEM-pGIPZ. Далее полу-
ченные трансформированные клетки культивирова-
ли на селективной среде, содержащей антибиотик 
пуромицин, в течение 14–21 сут. Об эффективности 
трансдукции лентивирусных конструкций судили 
по интенсивности пролиферации клеток в среде 
с пуромицином, по интенсивности флуоресценции 
GFP (клетки исследовали на флуоресцентном ми-
кроскопе Zeiss, с использованием фильтра для GFP-
флуоресценции при 400-кратном увеличении), а так-
же по результатам иммуноблоттинга.

иммуноблоттинг. Для проведения иммуноблот-
тинга тотальные клеточные лизаты выделяли по ме-
тоду, описанному ранее [7]. Концентрацию белка 
определяли с помощью реагента Bio-Rad Protein 
Assay (Bio-Rad, США). Белки разделяли с помощью 

рис. 2. Структурные формулы глюкокортикоида дексаметазона (а), CpdA (б) и энантиомеров CpdA (в). *Хиральный атом углерода в моле-
куле CpdA

электрофореза в полиакриламидном геле с SDS и пе-
реносили на нитроцеллюлозную мембрану (LI–COR, 
США). Для иммуноблоттинга использовали антите-
ла к GR-α (Santa Cruz Biotechnology, США). Для пре-
дотвращения неспецифической сорбции мембраны 
в течение 1 ч инкубировали с 5 % раствором блоки-
рующего агента Blotto (Bio-Rad, США) в TBS-буфере 
(20 мM Трис-HCl, pH 7.6, 150 мM NaCl), затем инку-
бировали с первичными антителами в течение 6 ч 
при комнатной температуре. Для контроля загрузки 
и переноса мембраны инкубировали с антителами 
к GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, США). Мембра-
ны отмывали и инкубировали в течение 1 ч с вторич-
ными антителами, конъюгированными с пероксидазой, 
образовавшиеся комплексы проявляли хемилюми-
несцентным реагентом (все реактивы Amersham, Ве-
ликобритания). Количественный анализ проводился 
путем денситометрического сканирования с исполь-
зованием компьютерной программы Image Quant for 
Windows.

определение антипролиферативного эффекта. 
Антипролиферативный эффект определяли путем 
прямого подсчета клеток. Клетки культивировали 
в 24-луночном планшете в присутствии исследуемых 
соединений или растворителя (0,1 % этанола или 

рис. 3. Синтез чистых энантиомеров CpdA на основании ассиметричного дигидроксилирования алкенов по Шарплессу

1. OsO4 cat 
    AD-mix-β

2. TsCl2 py 
3. BocCH3NLi

4. SOCl2 
5. HCl (R)-энантиомер 

CpdA
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ДМСО); подсчет клеток проводили через 24 ч после 
обработки. Каждая экспериментальная или кон-
трольная группа состояла из 3 лунок.

определение уровня апоптоза. Уровень апоптоза 
определяли с помощью метода проточной цитофлуо-
риметрии после окраски йодистым пропидием (PI), 
для чего клетки центрифугировали, осадок суспен-
дировали в 1 мл раствора, содержавшего 5 мкг/мл PI, 
0,1 % цитрата натрия и 0,3 % NP-40. Полученные 
образцы анализировали на проточном цитофлуори-
метре FACSCalibur. Число апоптотических клеток 
определяли как пре-G1-пик на ДНК-гистограмме.

количественная амплификация с помощью поли-
меразной цепной реакции (ПЦр), сопряженная с обратной 
транскрипцией. Для обратной транскрипции исполь-
зовали набор MMLV Reverse Transcriptase, слу чайные 
праймеры, смесь для ПЦР (Invitrogen, США) и то-
тальную РНК, выделенную с помощью набора 
для выделения РНК RNAeasy kit (Qiagen, США). 
Количественный ПЦР-анализ в режиме реального 
времени проводили с использованием ПЦР-анали-
затора Bio-Rad iQ5. Программа амплификации была 
следующей: 95 °C – 10 мин, 40 циклов (95 °C – 15 с, 
60 °C – 30 с, 72 °C – 30 с). Относительное изменение 
экспрессии исследуемой мРНК вычисляли методом 
ΔΔCt, где ΔΔCt определяли путем вычитания средне-
го ΔCt контроля из ΔCt экспериментальных образцов 
[24]. В качестве контроля использовали ген рибосом-
ного белка L27 (Rpl27). Праймеры для амплифика-
ции были сконструированы с помощью базы данных 
Primer-Bank (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) 
и пакета программ Oligo 6. Последовательности прай-
меров приведены в таблице.

Статистическая обработка данных. Все экспери-
менты повторены трижды. Средние значения и сред-
неквадратичное отклонение рассчитывали с помо-
щью пакета программ Microsoft Excel и сравнивали 
с парным двухвыборочным t-тестом Стьюдента для 
средних. Во всех случаях статистические критерии 
считали достоверными при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
GR-зависимый противоопухолевый эффект 
энантиомеров Cpda in vitro на модели острого 
лимфобластного лейкоза
Согласно терминологии, используемой в совре-

менной литературе, противоопухолевое действие 
препарата in vitro (т. е. клеточные культуры) включа-
ет способность препарата подавлять пролиферацию 
и индуцировать апоптоз в клетках линии интересу-
ющей нозологической формы злокачественного 
новообразования. Линия острого лимфобластного 
лейкоза СЕМ использовалась в исследованиях нашей 
лаборатории ранее. Было показано, что GR в данной 
клеточной линии экспрессируется на достаточно 

высоком уровне, его ген не несет в себе мутаций, 
функциональная активность рецептора также была 
подтверждена ранее [10, 11, 23, 25].

Для доказательства того, что антипролифератив-
ное действие энантиомеров CpdA реализуется через 
GR, нами была получена сублиния клеток СЕМ-
shGR со сниженной экспрессией рецептора при по-
мощи коротких шпилечных РНК к гену GR, как было 
описано ранее [23]. В качестве контрольной субли-
нии клеток использовали клетки СЕМ-pGIPZ, полу-
ченные с помощью лентивирусной трансдукции 
плазмиды pGIPZ в геном клеток СЕМ. На рис. 4а, б 
представлены результаты иммуноблоттинга тоталь-
ных клеточных лизатов данных сублиний и денсито-
метрический анализ полученных данных. Можно 
увидеть, что экспрессия GR в клетках СЕМ-shGR 
снизилась на ~ 90 %.

Определение антипролиферативного эффекта 
проводили в течение 24-часовой инкубации с раство-
рителем, Dex, CpdA или энантиомерами CpdA (R, S) 
с помощью прямого подсчета клеток. Рабочие кон-
центрации CpdA и Dex эквимолярны (1 мкМ), по-
скольку данные соединения обладают сходной аф-
финностью к GR [26] и определены нами ранее [11, 
25]. Рабочие концентрации энантиомеров CpdA 
были эквимолярны концентрации рацемата, так 
как по химической структуре, а следовательно, 
по молекулярной массе данные соединения абсолют-
но идентичны. Количество жизнеспособных клеток 
линии CEM-pGIPZ после обработки Dex в течение 
24 ч составило 69,1 ± 8,3 %, после обработки CpdA – 
54,7 ± 4,2 %. Количество жизнеспособных клеток 
линии CEM-pGIPZ после обработки энантиомерами 
CpdA составило 57,2 ± 8,2 % после обработки 
S-энантиомером CpdA в течение 24 ч, а после анало-
гичной обработки R-энантиомером CpdA – 43,8 ± 
7,4 % (рис. 4в). В то же время антипролиферативный 
эффект всех исследуемых соединений на клетки 
с подавленной экспрессией GR был гораздо менее 
выражен. Количество жизнеспособных клеток линии 
CEM-shGR после обработки Dex в течение 24 ч со-
ставило 87,3 ± 7,6 %, после обработки рацематом 
CpdA – 86,0 ± 4,6 %. Количество жизнеспособных 
клеток линии CEM-shGR после обработки энантио-
мерами CpdA составило 80,0 ± 11,8 % после обработ-
ки S-энантиомером CpdA в течение 24 ч, а после 
аналогичной обработки R-CpdA – 83,3 ± 9,4 % (рис. 4в).

Таким образом, был продемонстрирован GR-
зависимый антипролиферативный эффект энантио-
меров CpdA, сопоставимый с антипролиферативным 
действием глюкокортикоидов, а также ранее иссле-
дованным антипролиферативным эффектом раце-
мической смеси CpdA [11, 25].

При исследовании проапоптотического эффекта 
энантиомеров CpdA с помощью проточной цитофлуо-
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риметрии показано, что в клетках СЕМ инкубация 
с Dex, CpdA и с обоими энантиомерами CpdA вызы-
вала запуск апоптоза в клетках острого лимфобласт-
ного лейкоза СЕМ.

Количество клеток, находящихся в пре-G
1
 фазе, 

после обработки Dex в течение 24 ч составило 210,5 ± 
4,5 % относительно контроля, после обработки ра-
цемической смесью CpdA – 178,9 ± 2,6 %. В то же 
время после обработки R- и S-энантиомерами коли-
чество клеток, находящихся в пре-G

1
 фазе, состави-

ло 310,5 ± 2,6 % и 352,6 ± 5,3 % соответственно. 
Необходимо отметить, что степень индукции апоп-
тоза обоими энантиомерами была значительно выше 
данного показателя, полученного при обработке 
клеток рацематом CpdA или дексаметазоном.

Проапоптотический эффект энантиомеров CpdA 
на клетки острого лимфобластного лейкоза СЕМ 

рис. 4. GR-зависимый противоопухолевый эффект энантиомеров CpdA in vitro: а ‒ оценка экспрессии GR в клетках СЕМ после трансдукции 
лентивирусных конструкций pGF-shGR и pGIPZ методом иммуноблоттинга. Для оценки эффективности нанесения экстрактов 
на нитроцеллюлозную мембрану использовали иммуноблоттинг с антителами к GAPDH; б – денситометрический анализ данных имму-
ноблоттинга. На графике представлена интенсивность полос в долях единицы, нормализованная относительно GAPDH; в – антипролифе-
ративный эффект энантиомеров CpdA на клетки CEM. Количество жизнеспособных клеток определяли с помощью прямого подсчета. Пред-
ставлено количество живых клеток после обработки 1 мкМ Dex, 1 мкМ CpdA или энантиомеров CpdA (R, S в концентрациях 1мкМ) 
в процентах от контроля, обработанного растворителем; * – статистически достоверное отличие от контроля (p < 0,05), # ‒ статисти-
чески достоверное отличие количества жизнеспособных клеток СЕМ-shGR от CEM-pGIPZ; г – проапоптотический эффект энантиомеров 
CpdA в клетках СЕМ. Анализ проводили с помощью проточной цитофлуориметрии. Об индукции апоптоза судили по количеству клеток 
в пре-G1-фазе; * – статистически достоверное отличие от контроля (p < 0,05)

коррелировал со степенью подавления роста и жиз-
неспособности данных клеток при инкубации с эти-
ми соединениями. Таким образом, можно сделать 
следующий вывод: антипролиферативный эффект 
энантиомеров CpdA связан с запуском апоптоза, 
причем R- и S-энантиомеры обладают более выра-
женным проапоптотическим эффектом, чем их ра-
цемическая смесь или Dex.

транс-репрессорный и транс-активационный 
потенциал энантиомеров Cpda
ДНК-независимая транс-репрессия, запускае-

мая GR, обусловлена белок-белковым взаимодейст-
вием GR с другими транскрипционными факторами, 
такими как NF-kB, AP-1, Ets-1, Elk-1, SRF, CRE/ 
ATF и NFATc [26]. Мы исследовали транс-репрес-
сорный потенциал энантиомеров CpdA в сравнении 

а б
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с рацемической смесью CpdA и дексаметазоном 
с помощью количественной ПЦР генов, регулируе-
мых как NF-kB, так и АР-1 – регуляторов клеточно-
го цикла циклинов D1 и D2, содержащих в промо-
торной области сайты связывания NF-kB.

При обработке Dex клеток линии CEM экспрес-
сия гена CCND1 снизилась в 3,1 раза, в то время как 
при обработке CpdA этот показатель снизился в 1,7 раза. 
При обработке S- и R-энантиомерами экспрессия 
того же гена в клетках была подавлена в 1,3 и 2,2 раза 
соответственно (рис. 5а).

Экспрессия гена CCND2 после обработки Dex 
и CpdA возросла на 20 %, однако это увеличение 
было статистически недостоверным. При обработке 
S- и R-энантиомерами экспрессия указанного гена 
незначительно снизилась по сравнению с рацемиче-
ской смесью в 1,2 и 1,3 раза соответственно (рис. 5б).

Так, было показано, что энантиомеры CpdA об-
ладают более высоким транс-репрессорным потен-
циалом, чем рацемическая смесь.

Запуск транс-активационного механизма GR в клет-
ке происходит при связывании гомодимера рецепто-
ра с палиндромными последовательностями нукле-
отидов в ДНК – глюкокортикоид-респонсивных 
элементов. Это приводит к ацетилированию гисто-
нов, уменьшению плотности хроматина, что увели-
чивает доступ к ДНК фермента РНК-полимеразы II, 
катализирующего синтез мРНК [27]. Таким образом, 
в клетке активируются процессы транскрипции генов 
и образования белков, обладающих про-пролифера-
тивным и антиапоптотическим действием. В данной 
работе мы исследовали транс-активационный потен-
циал энантиомеров CpdA путем оценки изменения 
экспрессии GR-зависимых генов, несущих в своих 

рис. 5. Влияние энантиомеров CpdA на запуск транс-репрессии (а, б) и транс-активации (в, г) в клетках СЕМ. Клетки культивировали 
в течение 1 ч (CCND1), 4 ч (CCND2) и 24 ч (GILZ и FKBP51) в присутствии растворителя, 1 мкМ Dex, 1мкМ CpdA или энантиомеров CpdA 
(R, S в концентрациях 1 мкМ). Уровень экспрессии генов определяли методом количественной ПЦР, сопряженной с обратной транскрипци-
ей. Количество ПЦР-продуктов оценивали и нормализовали по количеству ПЦР-продукта рибосомного белка L27 (Rpl27); * – статисти-
чески достоверное отличие от контроля (p < 0,05), # – статистически достоверное отличие экспрессии генов GILZ и FKBP51 от экспрес-
сии данных генов в клетках, обработанных Dex
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промоторах респонсивные элементы глюкокортико-
идов с помощью количественной ПЦР с обратной 
транскрипцией. На основании данных литературы 
о профилях экспрессии генов после обработки глюко-
кортикоидами [28] в качестве таких ха рак теристических 
генов мы выбрали гены белка 51, связы вающего FK506 
(FK506 Binding Protein 51, FKBP51), и белка Glucocor-
ticoid-Induced Leucine Zipper (GILZ).

Исследовали изменение экспрессии генов FKPB51 
и GILZ при обработке Dex, CpdA и энантиомерами 
CpdA клеток CEM. Для каждого из этих генов в ли-
тературе подробно описаны последовательности 
глюкокортикоид-респонсивных элементов и отмечено 
возрастание экспрессии после обработки глюкокор-
тикоидами [28–32]. Количество мРНК вышепере-
численных генов сильно возрастало после обра ботки 
Dex в 6,1 и 5,5 раза для FKPB51 и GILZ соответствен-
но, в то время как при инкубации клеток CEM с CpdA 
экспрессия этих генов не изменялась (рис. 5в, г). 
Экспрессия гена FKPB51 при обработке клеток CEM 
S-энантиомером CpdA снижалась в 2 раза, экспрес-
сия гена GILZ – в 3 раза (рис. 5в, г). Однако в при-
сутствии R-энантиомера экспрессия гена GILZ 
незна чительно повышалась (на 10 и 20 % соответ-
ственно), но эти показатели были статистически 
неотличимы от контроля (рис. 5в, г). Необходимо 
отметить, что ген FKPB51 является не только марке-
ром транс-активации, он играет важную роль в раз-
витии резистентности к глюкокортикоидам. Для гена 
GILZ описано его антиапоптотическое действие 
в Т-лимфоцитах [11, 25]. Таким образом, поскольку 
S-энантиомер CpdA не увеличивает экспрессию дан-
ных генов или подавляет ее, то можно рассматривать 
S-CpdA как более безопасный агонист GR, не вызы-
вающий развитие резистентности.

Таким образом, энантиомеры CpdA по своему 
эффекту на экспрессию GR-зависимых генов 
FKBP51 и GILZ отличаются от рацемической смеси 
CpdA. В частности, S-энантиомер проявил бόльшую 

способность к подавлению транс-активации и запу-
ску транс-репрессии по сравнению с рацемической 
смесью. Различия в биологических свойствах энан-
тиомеров CpdA обусловлены, как нам представляет-
ся, различиями в конформации образовавшегося 
комплекса «лиганд-рецептор», и следовательно, раз-
личной аффинностью к транскрипционными факто-
рам, с которыми взаимодействует активированный GR.

Заключение
Данная работа показывает, что в клетках острого 

лимфобластного лейкоза СЕМ энантиомеры CpdA 
проявляют GR-зависимый антипролиферативный 
эффект в большей степени, чем рацемат CpdA и дек-
саметазон, использовавшиеся в качестве положи-
тельного контроля. Антипролиферативный эффект 
энантиомеров CpdA обусловлен, с одной стороны, 
развитием апоптоза, а с другой – селективным запу-
ском транс-репрессии, в результате которой снижа-
лась пролиферативная активность злокачественных 
клеток кроветворной системы.

Таким образом, энантиомеры CpdA проявляют 
GR-зависимый противоопухолевый эффект in vitro 
на модели острого лимфобластного лейкоза. Энан-
тиомеры CpdA способны селективно запускать 
транс- репрессию GR, не индуцируя механизм транс- 
активации, что снижает риск развития побочных 
эффектов, а также резистентности к данным соеди-
нениям. Биологические эффекты S-энантиомера 
CpdA на клетки острого лимфобластного лейкоза СЕМ 
более выражены по сравнению с глюкокортикоидом 
дексаметазоном, рацемической смесью и R-CpdA. 
Следовательно, S-CpdA является более перспектив-
ным кандидатом для дальнейших исследований 
in vivo.
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иЗУчение ПротивооПУХолевой активноСти 
ФенилБУтирата в комБинаЦии С 5-ФторУраЦилом 

на модели карЦиномы ЭрлиХа

н. П. Фадеев, р. и. Харисов, е. Г. кованько, Ю. и. Пустовалов, в. л. Фадеева
ФГБУ «Российский научный центр радиологии и хирургических технологий» Минздрава России; Россия, 197758   

Санкт-Петербург, пос. Песочный, ул. Ленинградская, 70/1

Контакты: Николай Петрович Фадеев nick. fadeev2010@yandex.ru

Введение. Продолжается поиск новых противоопухолевых препаратов с высокой эффективностью и низким токсическим 
профилем. Одним из перспективных классов противоопухолевых агентов, отвечающих этим требованиям, являются инги-
биторы деацетилазы гистонов (HDAC), в частности фенилбутират натрия (ФБ).
Цель исследования – изучение дозовой и временной зависимости противоопухолевой активности и переносимости при про-
лонгированном пероральном введении ФБ в сочетании с 5-фторурацилом (5-ФУ) на модели карциномы Эрлиха.
Материалы и методы. Для исследования использовали ФБ в виде порошка для приготовления водного раствора, 5-ФУ вводи-
ли внутрибрюшинно однократно в дозах 200 и 100 мг/кг. Животные были разделены на 6 групп (по 20 мышей): 1-я группа 
(контрольная) получала обычную питьевую воду, 2-я группа – водный раствор ФБ в дозе 800 мг/кг/сут вместо питьевой 
воды, 3-я группа – 5-ФУ 200 мг/кг как максимальнo переносимая доза (МПД), 4-я группа – ФБ + 5-ФУ (800, 200 мг/кг), 
5-я группа – 5-ФУ (100 мг/кг), 6-я группа – ФБ + 5-ФУ (800, 100 мг/кг). Животные получали препараты через 48 ч после 
перевивки в течение 14 дней. Критериями оценки противоопухолевого эффекта служили процент торможения роста опу-
холи (ТРО,  %) и средняя продолжительность жизни (СПЖ,  %) животных.
Результаты. Показано, что наиболее выраженное ингибирование роста опухоли наблюдалось при комбинированном лечении 
на 14-й день после перевивки в группе ФБ + 5-ФУ (200 мг/кг) и ФБ + 5-ФУ (100 мг/кг), ТРО = 92–96 % и 83–90 % соответ-
ственно по отношению к контролю. Сравнение сочетанной терапии с монотерапией показало TPO = 63–72 % по отношению 
к ФБ и 54–57 % по отношению к 5-ФУ, что свидетельствует о наличии синергического противоопухолевого эффекта, ко-
торый сохранялся в течение 21 дня на уровне ТРО = 72–87 % (р < 0,05). Пролонгированное пероральное введение ФБ в ком-
бинации с 5-ФУ значительно улучшало толерантность и увеличило продолжительность жизни животных на 33 %, что в 1,5 
раза больше, чем при монотерапии.
Выводы. Полученные данные позволяют заключить, что рациональное сочетание HDAC с цитотоксическими агентами 
способно преодолеть механизм устойчивости опухолевых клеток и привести к синергическому противоопухолевому эффекту, 
а также снизить токсичность.

Ключевые  слова: фенилбутират, 5-фторурацил, карцинома Эрлиха, ингибитор деацетилазы гистонов, комбинированная 
терапия
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ThE STudy OF aNTITuMOR aCTIVITy OF PhENyLBuTyRaTE IN COMBINaTION wITh 5-FLuOROuRaCIL ON 
MOdEL OF EhRLICh CaRCINOMa

N. P. Fadeev, R. I. Kharisov, E. G. Kovan’ko, yu. I. Pustovalov, V. L. Fadeeva

Russian Research Center of Radiology and Surgical Technologies, Ministry of Health of Russia;  
70/1 Leningradskay St., Pesochniy, Saint. Petersburg, 197758, Russia

Introduction. Until now, the search continues for new anticancer drugs with high efficacy and low toxicity profile. One promising class 
of anticancer agents that meet these requirements are histone deacetylase inhibitors (HDAC), in particular, sodium phenylbutyrate (PB).
Aim. Experimental estimate of the dose and time dependence оf the antitumor activity, and tolerability during prolonged oral adminis-
tration of PB in combination with 5-fluorouracil (5-FU) on Ehrlich carcinoma model.
Materials and methods. The animals were divided into 6 groups (n = 20 mice): 1st (control group) – received normal drinking water, 
2nd – PB (800 mg/kg), an aqueous solution instead of drinking water, 3th – 5-FU (200 mg/kg), as the maximum tolerated dose (MTD), 
4th – PB +5-FU (800, 200 mg/kg), 5th – 5-FU (100 mg/kg) intraperitoneally, once, and 6th – PB + 5-FU (800,100 mg/kg). The drugs 
were administered sequentially 48 hours after inoculation for 14 days.
Results. The most pronounced inhibition of tumor growth was observed in the combined treatment on the 14th day after inoculation 
in group PB + 5-FU (200 mg/kg) and PB + 5-FU (100 mg/kg), tumor growth inhibition (TGI) = 92–96 % and 83–90 % respectively, 
compared to controls. Comparison of combined treatment with monotherapy showed a significant increase in TGI = 63–72 %, and with 
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respect to РB and 54–57 % relative to 5-FU, which indicating of synergistically antitumor effect, which persisted after treatment on 
level of TGI = 72–87 % (p < 0.05), which persisted for 21 days on level of TGI = 72–87%. Prolonged oral administration PB in com-
bination with 5-FU significantly improved tolerance and increased lifespan of the animals at 33 %, which was 1.5 times more, com-
pared with monotherapy.
Conclusions. These data allow to conclude that a rational combination of HDAC with cytotoxic agent is able to overcome the resistance 
mechanism of tumor cells and lead to a synergistic antitumor effect and lower toxicity.

Key words: phenylbutyrate, 5-fluorouracil, Ehrlich carcinoma, tumor growth inhibition, combined therapy

Введение
Современная стратегия в лечении злокачествен-

ных новообразований ориентирована на рациональную 
комбинацию противоопухолевых средств, обуслов-
ленную фенотипическими особенностями опухоле-
вой клетки. Кроме того, большинство существующих 
препаратов не обладают избирательным действием 
без увеличения токсичности [1–3]. Для преодоления 
имеющихся барьеров используются препараты с раз-
личными механизмами противоопухолевого дейст вия. 
Из них наиболее перспективные способны одновре-
менно блокировать несколько различных механизмов 
онкогенеза. В последние годы в число препаратов, 
отвечающих этим требованиям, входят ингибиторы 
деацетилаз гистонов (HDAC), механизм которых 
заключается в стимулировании быстрого накопления 
гиперацетилированных гистоновых белков, приво-
дящего к деконденсации хроматина и активации 
транскрипции ряда генов-супрессоров, подавленных 
в опухолевых клетках [4–6]. Многочисленными до-
клиническими и клиническими исследованиями 
установлено, что HDAC способны оказывать плейо-
тропное противоопухолевое воздействие на различ-
ные фенотипические признаки опухолевой клетки 
[7, 8]. В данном контексте представляет интерес от-
четливая тенденция включения в протоколы комби-
нированной терапии биотерапевтических агентов, 
которые отличаются высокой противоопухолевой 
активностью, низкой токсичностью и синергичны 
в комбинации с традиционными химиопрепаратами 
[9, 10]. Одним из представителей такого класса, при-
влекающим внимание онкологов, является фенилбу-
тират (ФБ) – дериват масляной кислоты естествен-
ного биологического соединения, обнаруженного 
в органах и тканях человека в миллимолярных кон-
центрациях. ФБ выступает ингибитором деацетила-
зы гистонов, механизм действия которого основан 
на эпигенетической регуляции нарушений клеточ-
ного цикла опухолей. B in vitro и in vivo исследованиях 
установлено, что ФБ обладает многофункциональ-
ными свойствами, индуцируя цитостазис, дифферен-
цировку и апоптоз в опухолях различного генеза. 
Кроме того, терапевтический потенциал ФБ заклю-
чается в его способности снижать вовлеченные в опу-
холевый процесс прогрессию, инвазию и ангиогенез 
[11, 12]. Клинические испытания ФБ в качестве 

монотерапии показали его низкую миелотоксичность 
[13], и поэтому возможна его комбинация с традици-
онными противоопухолевыми агентами, в частности 
5-фторурацилом (5-ФУ), который применяется в ле-
чении рака ободочной кишки и входит в схемы хи-
миотерапии опухолей других локализаций. Как ци-
тотоксический агент, 5-ФУ отличается высокой 
противоопухолевой активностью, однако имеет и се-
рьезные побочные эффекты, такие как гематологи-
ческая и гастроинтестинальная токсичность [14, 15]. 
Механизм действия 5-ФУ основан на превращении 
его в опухолевых клетках в 5-фтор-2-дезоксиури-
дин-5’-монофосфат, являющийся конкурентным 
ингибитором тимидилатсинтазы (TS), избыточная 
экспрессия которой рассматривается как ключевой 
фактор, определяющий устойчивость опухоли к хи-
миотерапии с 5-ФУ. Поэтому до сих пор ведутся 
поиски преодоления этих барьеров с использовани-
ем комбинации нескольких препаратов с различны-
ми механизмами воздействия с целью модификации 
нежелательных биологических реакций [16, 17]. 
В недавних исследованиях показана способность ФБ 
подавлять TS в опухолевых клетках различного гене-
за. Однако наряду с положительными результатами 
отмечаются и их недостатки, ассоциированные с вы-
бором адекватных дозовых и временных показателей 
и селективной доставки лекарственных средств, ко-
торые способны сохранять свою активность на про-
тяжении всего курса лечения, не увеличивая токсич-
ность [18].

Таким образом, применение ФБ в комбинации 
с противоопухолевыми препаратами представляется 
перспективным, однако имеющиеся в литературе 
данные недостаточны или противоречивы и поэтому 
требуют дальнейшего изучения.

Цель данного исследования – изучить дозовую 
и временную зависимость противоопухолевой актив-
ности и переносимости при пролонгированном пе-
роральном введении ФБ в комбинации с 5-ФУ на мо-
дели солидной опухоли Эрлиха.

Материалы и методы
Исследование проводилось на 120 половозрелых 

самках беспородных мышей весом 25 ± 1,5 г, кото-
рым опухоль Эрлиха в виде суспензии, содержащей 
5 × 106 опухолевых клеток в 0,2 мл 0,9 % раствора 
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натрия хлорида, была перевита внутримышечно 
в бедренную часть задней лапы. Для исследования 
использовали препарат ФБ (производство Chemical-
Line) в виде порошка для приготовления водного 
раствора. 5-ФУ вводили внутрибрюшинно однократ-
но в дозах 200 и 100 мг/кг. Животные были разделены 
на 6 групп (по 20 особей): 1-я группа (контрольная) 
получала обычную питьевую воду ad libitum, 2-я груп-
па (опытная) – водный раствор ФБ в дозе 800 мг/кг/сут 
вместо питьевой воды (эта доза была нами определе-
на в предыдущем исследовании как оптимальная 
терапевтическая доза) [13], 3-я группа – 5-ФУ в дозе 
200 мг/кг, как максимально переносимая доза (МПД) 
[19], 4-я группа – ФБ + 5-ФУ 200 мг/кг, 5-я группа – 
5-ФУ в дозе 100 мг/кг, 6-я группа – ФБ + 5-ФУ 
100 мг/кг. Животные получали препараты через 48 ч 
после перевивки в течение 14 дней. Во время экспе-
римента также ежедневно оценивали объем выпитых 
растворов ФБ и сравнивали с данными контрольной 
группы. Средний объем выпитой каждой мышью 
жидкости был одинаков во всех группах и составил 
в среднем 2,5 мл. Критериями оценки противоопу-
холевого эффекта служили: процент торможения 
роста опухоли (ТРО,  %) = (Vk ‒ Vо)/Vk × 100 %, где 
Vk – объем опухоли в контроле, Vо – объем опухоли 
в опыте и увеличение продолжительности жизни 
(УПЖ, %) = (СПЖо – СПЖк)/СПЖк × 100 %, где 
СПЖк – средняя продолжительность жизни живот-
ных в контрольной руппе (дни), СПЖо – средняя 
продолжительность жизни животных в опытной 
группе (дни).

В период проведения опыта и по его завершении 
не отмечено каких-либо изменений в поведении 
животных и их отношении к корму. Наблюдение 
за животными продолжалось до их гибели. Токсич-
ность ФБ оценивалась по ранней гибели опытных 
мышей по сравнению с гибелью контрольных живот-
ных и изменению массы тела по сравнению с исход-
ной, а также по состоянию показателей перифериче-
ской крови. Полученные результаты подвергались 
статистической обработке с использованием крите-
рия t Стьюдента и точного метода Фишера. Различия 
между сравниваемыми группами считались статисти-
чески достоверными при р < 0,05. Все манипуляции 
на животных проводились под контролем этическо-
го комитета РНЦРХТ МЗ РФ.

Результаты и обсуждение
Сравнительный анализ динамики роста солид-

ной опухоли (рис. 1, табл. 1) показал статистически 
достоверный противоопухолевый эффект во всех 
группах на протяжении всего эксперимента.

Наиболее выраженное ингибирование опухоли 
наблюдалось на 7-е и 14-е сутки после перевивки 
в группах ФБ + 5-ФУ в дозах 200 и 100 мг/кг 

по критерию ТРО = 92–96 % и 83–90 % соответ-
ственно по отношению к контролю (p < 0,05). В груп-
пах, получавших ФБ и 5-ФУ в монорежиме, тормо-
жение роста опухолей было менее выраженным. 
Сравнение комбинированного лечения ФБ + 5-ФУ 
в дозах 200 и 100 мг/кг с мототерапией этими препа-
ратами на 14-й день эксперимента показало стати-
стически достоверное увеличение ТРО = 63–72 % 
по отношению к ФБ и на 54–57 % по отношению 
к 5-ФУ, что свидетельствует о наличии синергиче-
ского эффекта (p < 0,05).

Привлекает внимание отчетливое последействие 
используемых препаратов, особенно в их комбинации, 

рис. 1. Динамика роста опухоли в контроле и в группах 5-ФУ 200 мг/
кг и ФБ + 5-ФУ 200 мг/кг (а) и в группах 5-ФУ 100 мг/кг и ФБ + 5-ФУ 
100 мг/кг (б)
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что позволяет удерживать противоопухолевый эф-
фект на уровне ТРО = 72–87 % на 21-й день от на-
чала лечения, что, как известно, является важным 
моментом при снижении «клеточного возврата» 
между циклами химиотерапии и роли ФБ как диф-
ференцирующего агента [10]. Кроме того, сравне-
ние полученных данных не выявило существенных 
различий в эффективности между двумя комбинаци-
ями, из чего следует, что применение 5-ФУ в мень шей 
дозе наиболее перспективно для снижения токсич-
ности, о чем свидетельствуют данные, представлен-
ные на рис. 2.

Из рис. 2 следует, что на 14-й день после начала 
лечения достоверное снижение массы тела мышей 
наблюдалось только в группах 5-ФУ 200 мг/кг и ФБ + 
5-ФУ 200 мг/кг и составило 16 и 10 % соответственно. 

Гибель 2 мышей отмечена лишь в группе 5-ФУ 
200 мг/кг, при их вскрытии обнаружены явления 
интоксикации в виде умеренного венозного полно-
кровия паренхиматозных органов и кишечника, что 
указывает на гастроинтестинальную токсичность. 
При сочетанном применении исследуемых препара-
тов не наблюдалось гибели мышей, диареи и отказа 
от корма на протяжении всего опыта. В дальнейшем 
отмечался медленный прирост массы тела только 
в группе ФБ + 5-ФУ 200 мг/кг, который к окончанию 
опыта достигал контрольных значений. В группах 
ФБ + 5-ФУ 100 мг/кг масса тела мышей соответст-
вовала контролю на протяжении всего эксперимента 
(р < 0,05). К концу наблюдения отмечалось увеличение 
массы тела мышей, обусловленное ростом опухолевого 
узла, которое было наиболее выражено в контроле 

таблица 1. Влияние ФБ и 5-ФУ и их комбинации на торможение роста опухоли

Группа, доза ФБ, мг/кг

объем опухоли после перевивки, мм3 тро, %

7-е сутки 14-е сутки 21-е сутки 7-е сутки 14-е сутки 21-е сутки

Контроль 740,1 ± 107,0 2305 ± 261,8 3608,7 ± 232,8 ¬ ¬ ¬

ФБ 800 167,7 ± 31,0* 668,4 ± 86,5* 1284,8 ± 231,2* 77* 71* 64*

5-ФУ 200 63,9 ± 2,97* 446,6 ± 78,8* 1186 ± 232,02* 91* 81* 67*

ФБ + 5-ФУ 200 29,6 ± 6,75* 191,7 ± 58,5* 486,1 ± 108,8* 96* 92* 87*

5-ФУ 100 177,6 ± 32,6* 845,8 ± 151,6* 1820,4 ± 280,0* 76* 63* 50*

ФБ + 5-ФУ 100 74 ± 6,7* 385,4 ± 67,0* 995,8 ± 65,7* 90* 83* 72*

Примечание. Статистически достоверно по отношению к контролю, *р < 0,05.

рис. 2. Динамика изменения массы тела мышей в группах ФБ, 5-ФУ 200 мг/кг и ФБ + 5-ФУ 200 мг/кг (а) и в группах ФБ, 5-ФУ 100 мг/кг 
и ФБ + 5-ФУ 100 мг/кг (б)
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и в значительно меньшей степени – в опытных груп-
пах, кроме группы 5-ФУ 100.

Как следует из табл. 2, наибольший эффект по уве-
личению средней продолжительности жизни опыт-
ных животных был получен при комбинации ФБ + 
5-ФУ в дозе 200 и 100 мг/кг и составил 31–33 % со-
ответственно по сравнению с контролем (р < 0,05), 
а при монотерапии этими препаратами УПЖ был 
почти в 1,5 раза меньше, что подтверждалось при 
сравнении с 25 и 75 % процентилей с контролем.

таблица 2. Влияние ФБ и 5-ФУ и их комбинации на продолжитель-
ность жизни мышей

Группа, доза, 
мг/кг/сут

СПЖ, 
дни

УПЖ,  
%

выживаемость, дни

25-й  
процентиль

75-й 
процентиль

Контроль 27,3 ± 1 27 32

ФБ 34,8 ± 1,4 22 31 42

5-ФУ 200 34,2 ± 4,1 23* 34 43

ФБ + 5-ФУ 200 39,7 ± 3,4 31* 36 46

5-ФУ 100 34,1 ± 0,9 21* 33 42

ФБ + 5-ФУ 100 40,5 ± 2,2 33* 37 47

Примечание. УПЖ по отношению к контролю, * р < 0,05.

Сравнительный анализ показателей перифе-
рической крови (табл. 3) не выявил статистически 

значимых различий в группе, получавшей ФБ в мо-
норежиме, что свидетельствует о его низкой миэло-
токсичности, отмеченной нами ранее [13]. Применение 
5-ФУ 200 и 100 мг/кг в монотерапии и в комбинации 
на 7-е сутки после перевивки вызывало глубокую 
лейкопению. К 14-м суткам наблюдалась тенденция 
увеличения количества лейкоцитов только в группах 
с двукратным снижением 5-ФУ и составила 3,3 ± 0,4 
и 4,1 ± 0,9 × 109/л соответственно по сравнению с 1,2 ± 
0,1 × 109/л и 2,0 ± 1,2 × 109/л на 7-е сутки (р < 0,05). 
К концу наблюдения (30-е сутки) уровень лейкоци-
тов достигал исходных значений. Анализ показателей 
красной крови установил, что при монотерапии 
в группах 5-ФУ 200 и 100 мг/кг на 7-е и 14-е сутки 
после перевивки отмечалось достоверное снижение 
количества эритроцитов и концентрации гемоглоби-
на на 12–17 % соответственно по отношению к кон-
тролю. При комбинированном лечении показатели 
уровня эритроцитов и гемоглобина достоверно не от-
личались от исходных данных, и к концу экспери-
мента оставались в пределах физиологической нормы 
(р < 0,05). Оценка динамики изменения тромбоцитов 
у животных, получавших комбинированную тера-
пию, особенно в группе ФБ + 5-ФУ 100 мг/кг, пока-
зала, что их уровень был достоверно выше по срав-
нению с мототерапией и к концу эксперимента 
достигал исходных значений.

Из представленных данных следует, что включение 
в протокол комбинированной терапии ФБ не усугу-
бляло вызванную 5-ФУ гематотоксичность, при этом 
отмечена тенденция к снижению цитопении и ее 

таблица 3. Влияние ФБ и 5-ФУ и их комбинации на динамику состояния периферической крови

Группа,
доза
г/кг

7 дней 14 дней 30 дней

Эритро-
циты 

×10 12/л

лейко-
циты 

×10 9/л

Гемогло-
бин г/л

тром-
боциты 
×10 9/л

Эритро-
циты 

×10 12/л

лейкоци-
ты ×10 9/л

Гемоглобин 
г/л

тром-
боциты 
×10 9/л

Эритро-
циты 

×10 12/л

лейкоци-
ты ×10 9/л

Ге-
могло-
бин г/л

тром-
боциты 
×10 9/л

Кон-
троль

7,5 ± 0,3
10,4 ± 

1,1
152 ± 3,6

543 ± 
7,7

6,8 ± 
0,2

10,1 ± 
1,5

199,5 ± 
8,2

615,7 ± 
12,6

6,8 ± 
0,2

17,6 ± 
1,6

169 ± 
3,4

387 ± 
11,8

ФБ 800 7,3 ± 0,2
11,3 ± 

2,1
158 ± 3,6

525 ± 
6,7

7,2 ± 
0,2

10,7 ± 
0,3

174,5 ± 
5,9

575,7 ± 
7,3

6,7 ± 
0,2

9,4 ± 
1,8*

148 ± 
4,8*

555 ± 
12,2

5-ФУ 200 6,6 ± 0,6*
2,0 ± 
1,2**

146 ± 9,8
129 ± 
8,7**

6,4 ± 
0,1

1,9 ± 0,5 156 ± 6,3
303 ± 

15,6***
6,5 ± 
0,1**

12,7 ± 
2,6

146 ± 
4,8**

601 ± 
22,3

ФБ + 
5-ФУ 200

7,2 ± 0,4
1,2 ± 
0,1***

154 ± 8,7
163 ± 
6,2*

6,2 ± 
0,9

2,3 ± 0,3 157 ± 7,8
404 ± 
18,6**

7,2 ± 
0,2

12,5 ± 
1,9

165 ± 
12,0

591 ± 
19,8

5-ФУ 100
6,2 ± 
0,2**

1,6 ± 
0,1***

146 ± 6,2
254 ± 
10,6*

6,7 ± 0 3,3 ± 0,4
180,7 ± 

6,5
383 ± 

18,3***
6,6 ± 

0,1
19,4 ± 

2,6
144 ± 
9,5*

583 ± 
19,6

ФБ + 
5-ФУ 100

7,6 ± 0,5
1,5 ± 
0,1***

166 ± 5,9
273 ± 
13,6*

6,75 ± 0 4,1 ± 0,9
184,5 ± 

6,3
513 ± 
16,5**

7 ± 0,2
17,7 ± 

1,5
166 ± 

3,6
477 ± 
22,7

Примечание. Статистически достоверные различия с контролем, * р < 0,05; ** р< 0,01;*** р < 0,001.
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нормализации после окончания лечения, что согла-
суется с данными литературы [11, 20].

Заключение
Полученные результаты позволяют сделать вы-

вод, что пролонгированное пероральное введение 
ФБ в сочетании с 5-ФУ обладает выраженной проти-
воопухолевой активностью в отношении солидной 
карциномы Эрлиха. Терапевтический эффект реали-
зовался увеличением торможения роста опухоли 
благодаря способности ФБ подавлять TS – опосре-
дованную лекарственную устойчивость и тем самым 
привести к синергическому эффекту. Сравнительный 
анализ полученных данных показал, что профиль 
безопасности комбинации ФБ + 5-ФУ был более 
благоприятным, чем при монотерапии с 5-ФУ. Уста-
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новлено, что двукратное снижение дозы 5-ФУ не выя-
вило значимых различий ТРО между двумя комбина-
циями и достоверно увеличивало продолжительность 
жизни опытных животных и улучшало переноси-
мость химиотерапии. Важно отметить, что ФБ не усу-
гублял гематологическую токсичность, вызванную 
5-ФУ. Кроме того, у опытных животных, получавших 
комбинированную терапию, не наблюдалось явле-
ний гастроинтестинальной токсичности.

Таким образом, представленные данные согласу-
ются с исследованиями, свидетельствующими, что 
рациональное сочетание HDAC с цитотоксическими 
агентами способно преодолеть механизм устойчиво-
сти опухолевых клеток и привести к синергическому 
противоопухолевому эффекту, а также существенно 
снизить токсичность [1, 3, 16].
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воЗдейСтвие мУлЬтиФитоадаПтоГена в раннем 
ПоСтнаталЬном онтоГенеЗе, УлУчШаЮщее 

выЖиваемоСтЬ и СоматичеСкое СоСтояние 
мыШей выСокораковой линии

е. в. Бочаров1, р. в. карпова1, о. а. Бочарова1, в. Г. кучеряну2, З. С. Шпрах1

1 ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, 
Каширское шоссе, 24;  

2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии»;  
Россия, 125315 Москва, ул. Балтийская, 8

Контакты: Регина Васильевна Карпова planta39@rambler.ru

Цель исследования – изучение воздействия мультифитоадаптогена (МФА) на продолжительность жизни и соматическое 
состояние мышей-самцов высокораковой линии СВА при профилактическом применении в раннем постнатальном онтогенезе.
Материалы и методы. В работе исследовали стандартизованный препарат МФА, включающий компоненты 40 раститель-
ных экстрактов, в том числе адаптогенов женьшеня, элеутерококка, родиолы розовой. МФА оказывает иммуномодулирую-
щий, адгезиогенный, интерфероногенный, антимутагенный, антиоксидантный и радиопротекторный эффекты. В работе 
использовано 131 животное. Опытные животные получали 10 % раствор МФА с питьевой водой в течение 1-го месяца 
постнатального развития, включая завершающий период дифференцировки нормальной ткани печени. В позднем онтогенезе 
оценивали соматическое состояние животных (двигательную активность, массу тела, состояние шерстного покрова), 
среднюю продолжительность жизни (СПЖ) животных и медиану выживаемости. Двигательную активность определяли, 
используя тест «открытого поля» в автоматическом режиме, с помощью системы Opto-Varimex-3 (Columbus Instruments, 
США). Статистический анализ результатов проводили с использованием программы STATISTICA 6.0. Медиану выживаемо-
сти определяли методом Каплана–Мейера.
Результаты. Применение МФА способствовало увеличению СПЖ высокораковых мышей-самцов СВА на 17,1 % (р < 0,001), 
медианы выживаемости – на 25,6 % (р < 0,001). Повышение выживаемости сопровождалось сохранением двигательной 
активности животных без признаков похудания и алопеции.
Заключение. Нетоксичный иммуномодулятор МФА, применяемый в раннем постнатальном онтогенезе, повышал продолжи-
тельность жизни, сохранял удовлетворительное соматическое состояние высокораковых мышей-самцов линии СВА, вместе 
с тем подавляя развитие гепатокарцином.

Ключевые слова: продолжительность жизни, высокораковая линия мышей СВА, фитоадаптоген, женьшень, родиола розовая

DOI: 10.17650/1726-9784-2017-16-1-76-81

MuLTIPhyTOadaPTOGENE adMINISTRaTION IN EaRLy POSTNaTaL ONTOGENESIS IMPROVE LIFE-SPaN 
aNd PhySICaL STaTuS OF hIGh-CaNCER MICE

E. V. Bocharov1, R. V. Karpova1, O. A. Bocharova1, V. G. Kucheryanu2, Z. S. Shprakh2

1 N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe shosse, Moscow 115478, Russia; 
2 Institute of general pathology and pathophysiology; 8 Baltiyskaya St., Moscow 125315, Russia

The aim of this investigation was to evaluate the life-span and physical status (weight, hair character, motor activity) of CBA inbred 
mice with high frequency of spontaneous hepatocarcinomas using multiphytoadaptogene complex (MPAC) preventive administration 
in early postnatal ontogenesis.
Materials and method. MPAC is a herbal formula composed of forty plants water-ethanol extracts components including adaptogenes Pa-
nax ginseng, Eleutheroccosus senticosus, Rhodiola rosea. Anti-tumour, anti-oxidant, anti-mutagenic, immunomodifying activities 
of MPAC was demonstrated in previous studies. The study was carried out on 131 males of CBA mouse strain. The experimental mice re-
ceived 10 % MPAC solution in drinking water during the first month of life including the final time period of liver differentiation. Motor 
activity was determined by a test of the «open field» automatically using Opto-Varimex-3 (Columbus Instruments, USA). The average life-
span was evaluated. Statistical analysis was performed with the program STATISTICA 6.0. Survival median was determined by the Ka-
plan–Meier method.
Results. MPAC preventive use in early postnatal ontogenesis promotes mouse longevity increase for 17,1 % (p ≤ 0,001), longevity medi-
an – for 25,6 % (p ≤ 0,001). Physical status of experimental animals using MPAC administration had an advantage over control mice.
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Conclusion. So, data obtained demonstrate nontoxic MPAC administration in early ontogenesis promotes significant life-span increase, 
keeps the body weight, good coat state, motor activity as well as prevents hepatocarcinomas formation.

Key words: life-span, CBA high-canсer strain of mice, phytoadaptogene, Panax ginseng, Rhodiola rosea

Введение
Профилактические в отношении опухолей эф-

фекты препаратов принято оценивать, учитывая их 
превентивное действие на спонтанное опухолеобра-
зование у линейных мышей. Классической экспери-
ментальной моделью спонтанного канцерогенеза 
признана линия мышей СВА с высокой частотой 
возникновения гепатом. У мышей-самцов этой линии 
гепатомы наблюдают начиная с 6 мес, и в позднем 
онтогенезе (в возрасте 18–22 мес) определяют в 100 % 
случаев [1–4]. Вместе с тем выявление профилакти-
ческого эффекта препаратов становится возможным 
благодаря изучению роли иммунобиологических си-
стем в противоопухолевых реакциях организма.

В предыдущих исследованиях у 10 % мы-
шей-самцов линии СВА уже в возрасте 8 мес опреде-
ляли трабекулярные гепатокарциномы умеренной 
дифференцировки. В позднем онтогенезе (22 мес) 
у 100 % животных были выявлены низкодифферен-
цированные трабекулярно-ацинарные гепатокарци-
номы [5]. Опухолевая прогрессия сопровождалась 
снижением экспрессии лейкоцитарных интегринов 
LFA-1 и Mac-1 (которые могут обеспечивать кон-
тактные взаимодействия иммунных эффекторов 
и опухолевых клеток), что способствует экранирова-
нию опухоли от иммунологического надзора. Вместе 
с тем подавление иммунных реакций, вероятно, обес-
печено и возрастанием сывороточного уровня супрес-
сорных интерлейкинов-6 и -10 (ИЛ-6, ИЛ-10) [6]. 
Применение нетоксичного адгезиогенного мультифи-
тоадаптогена (МФА) в раннем постнатальном онтоге-
незе способствовало долговременному повышению 
экспрессии LFA-1 и Mac-1, подавлению сывороточно-
го уровня ИЛ-6 и ИЛ-10 [6], снижению уровня наслед-
ственного опухолеобразования (количества и размеров 
гепатокарцином по сравнению с контрольными живот-
ными) [7]. Вместе с тем при воздействии МФА выявле-
на лейкоцитарная, в основном с участием лимфоцитов, 
инфильтрация и деструкция гепатокарцином [5].

Целью настоящего исследования явилось изучение 
профилактического воздействия МФА в раннем пост-
натальном онтогенезе на продолжительность жизни 
и соматическое состояние мышей-самцов линии СВА 
с высокой частотой спонтанного опухолеобразования.

Материалы и методы
В исследование были включены опытная группа 

(n = 48) и 2 контрольные группы (1-я группа – 61, 
2-я группа – 22) мышей-самцов высокораковой 

линии СВА (сублиния СВА/Lac Y). Мыши были 
получены из отдела разведения лабораторных живот-
ных ФГБУ «Российский онкологический научный 
центр им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. Животных 
содержали в стандартных условиях вивария в соот-
ветствии с международными этическими нормами, 
мышам давали обычный пищевой рацион. Начиная 
с последних сроков беременности до отъема дете-
нышей в возрасте 3 нед самкам давали МФА. Затем 
в течение 1 нед детеныши-самцы пили воду с препа-
ратом самостоятельно. Таким образом, опытные 
животные получали 10 % раствор МФА с питьевой 
водой в течение 1-го месяца постнатального разви-
тия, включая период (5–15-й день) завершения 
дифференцировки нормальной ткани печени. В 1-й 
контрольной группе мыши получали воду в качестве 
питья. Поскольку препарат является водно-спирто-
вым экстрактом, во 2-й контрольной группе мыши 
получали 3 % раствор этанола в воде (что соответ-
ствует концентрации этанола в получаемом живот-
ными препарате). Результаты определения изучаемых 
параметров в обеих контрольных группах не имели 
достоверных различий, поэтому эти группы были 
объединены в одну контрольную группу (n = 83).

В позднем онтогенезе оценивали массу тела, дви-
гательную активность, состояние шерстного покрова 
и число животных с признаками алопеции. Двигатель-
ную активность определяли, используя тест «открыто-
го поля» в автоматическом режиме, с помощью систе-
мы Opto-Varimex-3 (Columbus Instruments, США).

Статистический анализ результатов проводили 
с использованием программы STATISTICA 6.0, при-
меняя дисперсионный анализ One-way ANOVA с оцен-
кой достоверности различий по критерию Newman–
Keuls в дальнейшем. Выживаемость жи вотных 
анализировали по методу Каплана–Майера с опре-
делением достоверности различий между группами 
по F-критерию Кокса.

МФА представляет собой нетоксичный препарат 
на основе компонентов экстрактов 40 растений, 
включенных в Госфармакопею РФ, в том числе из-
вестных адаптогенов женьшеня, родиолы розовой, 
элеутерококка, лимонника, аралии. В составе МФА 
определены гинзенозиды, аралозиды, элеутерозиды, 
флавоноиды, полифенолы, витамины, аминокислоты 
и др. Разработаны способы его биологической и хи-
мической стандартизации [8–11]. В ранее проведен-
ных исследованиях показаны иммуномодулирующие, 
в том числе интерфероногенные и адгезиогенные, 
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антиоксидантные, антимутагенные, радиопротектор-
ные, противоопухолевые свойства МФА [12–20].

Результаты и обсуждение
В табл. 1 представлены результаты определения 

СПЖ и медианы выживаемости мышей-самцов вы-
сокораковой линии СВА под воздействием МФА 
в раннем постнатальном онтогенезе. СПЖ мышей 
контрольной группы в среднем составила 662,0 ± 
16,5 дня (21,7 мес), едва не достигнув 2 лет. Исполь-
зование МФА способствовало продлению жизни 
опытных мышей на 17,1 % (до 775,1 ± 21,3 дня, или 
25,4 мес). На основании кривых выживаемости (рис. 1), 
построенных по методу Каплана–Майера, было вы-
явлено, что медиана выживаемости мышей опытной 
группы увеличилась на 25,6 % по сравнению с мыша-
ми контрольной группы и составила 26,0 мес (793 дня) 
и 20,7 мес (631,4 дня) соответственно. Полученные 
результаты, вероятно, имеют существенное значение, 
учитывая тот факт, что профилактическое воздей-
ствие МФА снижало уровень наследственного опу-
холеобразования, а именно количество мышей с опу-
холями, число и объем опухолей у 1 животного [7].

По соматическому состоянию опытные живот-
ные имели преимущество перед контрольными мы-
шами. В возрасте 22 мес среднее значение массы 
тела опытных животных было достоверно выше, чем 
контрольных (рис. 2). Полученные результаты могут 
свидетельствовать о том, что у контрольных живот-
ных в той или иной степени выражены кахектиче-
ские явления, очевидно, связанные как с возрастны-
ми изменениями, так и с опухолевым процессом. 
Вместе с тем в сыворотке крови мышей контрольной 
группы выявлена повышенная концентрация ИЛ-6 
и ИЛ-10, участвующих в патогенезе кахексии, в част-
ности способствующих повышению сывороточного 
уровня С-реактивного белка и расщеплению мышеч-
ных белков [21, 22]. У животных опытной группы 
сохранение массы тела и отсутствие кахектических 
явлений сочетались с уменьшением сывороточного 
уровня ИЛ-6 и ИЛ-10 [6]. Вероятно, снижая воспали-
тельную реакцию, МФА препятствует распаду белков 
и, соответственно, потере мышечной массы.

У мышей опытной группы шерстный покров был 
полноценным. У 5 (16,7 %) из 30 мышей контрольной 
группы мы наблюдали признаки алопеции (рис. 3). 
Полноценный шерстный покров мышей опытной 
группы сочетался со снижением сывороточного уров-
ня ИЛ-6. Последнее может препятствовать потере 
шерсти в результате стимуляции функциональной 

рис. 1. Кривые выживаемости мышей-самцов линии СВА при воздей-
ствии МФА в раннем постнатальном онтогенезе (р ≤ 0,001)

рис. 2. Масса тела мышей-самцов линии СВА в возрасте 22 мес при 
воздействии МФА в раннем постнатальном онтогенезе (*р < 0,01)

таблица 1. Средняя продолжительность жизни (СПЖ) и медиана выживаемости мышей-самцов линии СВА при воздействии МФА в ран-
нем постнатальном онтогенезе

Показатель
Группа

р

контрольная опытная

Количество животных 83 48

СПЖ (M ± m), день (мес) 662,0 ± 16,5 (21,7) 775,1 ± 21,3 (25,4) р
1–2

 < 0,001

Медиана выживаемости, день (мес) 631,4 (20,7) 793 (26,0) р
1–2 

< 0,001

Выживаемость > 1000 дней, % 0 4,2 ± 0,3 (n = 2) 
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активности волосяных фолликулов при подавлении 
воспалительного процесса в кожном покрове [23, 24].

На рис. 4 в качестве примера представлен самец 
контрольной группы в возрасте 23 мес. Как видно, 
шерстный покров имеет участки алопеции с призна-
ками седины. Кроме того, у животного снижен вес, 
что характерно при кахексии. Аналогичный внешний 
вид в позднем онтогенезе имели 16,7 % животных 
контрольной группы. На рис. 5 в качестве примера 
представлено животное опытной группы. Похожее 
состояние шерстного покрова без дефектов мы на-
блюдали и у других опытных мышей.

Показатели двигательной активности мышей- сам-
цов линии CBA представлены в табл. 2. Практически 
по всем изученным параметрам мы не получили до-
стоверных различий между группами, хотя на мо-
мент измерений средний возраст контрольных мышей 
(23,9 ± 0,1 мес) оказался на 6–7 мес меньше по срав-
нению с опытными животными (30,1 ± 0,3 мес). Иными 
словами, состояние двигательной активности срав-
нительно старых животных опытной группы, получав-
ших МФА в течение 1 мес постнатального онтогенеза, 
практически не уступало аналогичным показателям 
более молодых контрольных мышей. Вместе с тем, 
несмотря на более молодой возраст, в контрольной 
группе мы наблюдали мышей с признаками алопеции, 
с обесцвеченным шерстным покровом, чего не встре-
чалось у опытных животных.

В конечном итоге при профилактическом воз-
действии МФА хорошее соматическое состояние 

рис. 3. Характер шерстного покрова мышей-самцов СВА в возрасте 
22 мес при воздействии МФА в раннем постнатальном онтогенезе

рис. 4. Внешний вид самца контрольной группы в возрасте 23 мес 
(16,7 % мышей с признаками алопеции)

рис. 5. Внешний вид самца опытной группы в возрасте 33 мес (100 % 
животных без признаков алопеции)

таблица 2. Параметры двигательной активности в позднем онтогенезе у мышей линии CBA при профилактическом воздействии МФА

Показатель
Группа

p
1–2

контроль (n = 16) Прием мФа в течение 1 мес (n = 7) 

Возраст, мес 23,9 ± 0,1 30,1 ± 0,3 ≤ 0,001

Пройденный путь, см 1089,6 ± 74,8 933,7 ± 150,2 0,12

Время без движения, с 82,5 ± 7,6 109,3 ± 16,7 0,07

Число стоек 10,0 ± 1,8 5,5 ± 1,3 0,31

Число мелких движений 220,5 ± 21,0 195,5 ± 20,0 0,02
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мышей высокораковой линии сочеталось с увеличе-
нием продолжительности жизни по сравнению 
с контрольными животными.

Следует отметить, что в литературе отмечено уве-
личение продолжительности жизни мышей без опу-
холевых патологий до 1356 дней при использовании 
низкокалорийной диеты, снижающей массу тела 
животного, начиная с раннего онтогенеза [25]. Ме-
ханизм действия ограничения калорийности питания 
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включает в себя, например, подавление TOR-сиг-
нального пути регуляции роста и метаболизма, ассо-
циированного со старением.

Сопоставление с данными других исследователей 
показывает преимущество полученных нами резуль-
татов. Действительно, не обладая токсичностью 
и проявляя иммуномодулирующие свойства, МФА, 
применяемый в раннем постнатальном онтогенезе, 
увеличивал выживаемость мышей, сохраняя удовлет-
ворительный уровень их соматического статуса не-
смотря на возраст, в том числе без существенного 
снижения массы тела.

В связи с вышеизложенным полученные резуль-
таты значимы для обсуждения механизмов противо-

опухолевых и геропротекторных эффектов нетоксич-
ного препарата иммуномодулирующего действия.

Выводы
Воздействие МФА в раннем онтогенезе, включая 

завершающий период дифференцировки нормаль-
ной ткани печени, увеличивало СПЖ мышей-самцов 
высокораковой линии СВА на 17,1 % и медиану 
выживаемости на 25,6 % по сравнению с контроль-
ными животными.

Лучшую выживаемость мышей-самцов линии СВА, 
получавших МФА в качестве профилактики, сопро-
вождала удовлетворительная двигательная актив-
ность без признаков похудания и алопеции.
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Цель исследования – экспериментальное изучение возможности коррекции нарушений липидного обмена, системы перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ) и антиоксидантной защиты (АОЗ), структуры печени на модели алиментарной гиперлипиде-
мии фукоиданом.
Материалы и методы. Фукоидан, сульфатированный полисахарид с молекулярной массой 160 кДа, выделенный из бурой во-
доросли Fucus evanescens. Модель алиментарной гиперлипидемии воспроизводили у мышей. Исследовали биохимические пока-
затели липидного обмена, состояние системы ПОЛ-АОЗ и состояние печени методом магнитно-резонансной томографии.
Результаты. На фоне перорального приема фукоидана у животных наблюдалось снижение уровня общего холестерина и его 
фракций низкой плотности, восстановление сниженных показателей ПОЛ и увеличение показателей системы АОЗ крови, 
нормализация анатомо-топографических показателей печени.
Заключение. Способность фукоидана нормализовать ключевые показатели липидного обмена, показатели системы ПОЛ-АОЗ, 
оказывать гепатопротекторное действие позволяет рассматривать его в качестве основы при разработке новых биопре-
паратов для лечения атеросклеротических нарушений.
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Objective. The purpose of the research is the experimental study of the possibility of correction of disorders of lipid metabolism, lipid 
peroxi dation and antioxidant protection (POL-AOP), liver structure on the model of alimentary hyperlipidemia in mice.
Materials and methods. Fucoidan, a sulfated polysaccharide with a molecular weight of 160 kDa, derived from brown algae Fucus 
 evanescens. The alimentary hyperlipidemia model was reproduced in mice. The biochemical parameters of lipid metabolism, state 
of POL-AOP system and the liver structure by MRT were studied.
Results. We revealed the ability of fucoidan at per os administration to animals to normalize the key parameters of lipid metabolism, 
indicators of POL-AOP system, liver anatomic-topographic structure.
Conclusion. The ability of fucoidan to correct these parameters allows us to consider it as a basis for the development of new biological 
medicines for the treatment of atherosclerotic disorders.

Key words: fucoidans, sulfated polysaccharides, atherosclerosis, blood lipids, antioxidants
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Введение
Атеросклероз – хроническое системное забо-

левание, характеризующееся поражением крупных 
сосудов, образованием атеросклеротических бляшек, 
сужением просвета артерий и, как следствие, нару-
шением кровоснабжения органов и тканей. Согласно 
данным статистики атеросклероз – наиболее частая 
причина заболеваемости и общей смертности насе-
ления по всему миру. Одним из ключевых механизмов 
патогенеза атеросклероза является нарушение обме-
на липидов в организме, сопровождающееся отложе-
нием холестерина и некоторых фракций липопроте-
инов в интиме сосудов. Общепризнанной считается 
теория воспалительного генеза атеросклероза, в со-
ответствии с которой основным звеном его патоге-
неза выступает иммуноопосредованное повреждение 
артерий с аутоиммунным компонентом [1, 2].

Для медикаментозного лечения атеросклероза 
наиболее перспективными препаратами являются 
статины. Их действие заключается в угнетении функций 
печени по выработке холестерина. Особого внима-
ния заслуживают положительные эффекты статинов, 
не связанные с гиполипидемическим действием, 
определяющие во многом их антиатерогенную и анти-
ишемическую активность. Кроме того, лечение пред-
полагает назначение сосудорасширяющих препара-
тов, антиоксидантов, а также витаминотерапию.

Однако, несмотря на все положительные харак-
теристики статинов, эти препараты относятся к до-
рогостоящим и при длительном применении способ-
ны вызывать ряд достаточно серьезных побочных 
эффектов. В связи с этим актуальной проблемой 
остается разработка новых лекарственных препа-
ратов антидислипидемического и противовоспали-
тельного действия. Перспективными в этом плане 
являются препараты на основе биологически актив-
ных веществ, в том числе сульфатированные по-
лиса хариды морских бурых водорослей. К их числу 
относятся фукоиданы, несущие огромный потенци-
ал фармакологической активности, в том числе 
антидислипидемический, противовоспалительный 
и антиоксидантный, и характеризующиеся биосо-
вместимостью и отсутствием токсичности [3–5]. 
Отдельные участки полисульфатированных цепей 
фукоиданов могут выступать в качестве миметиков 
природных лигандов рецепторов и благодаря этому 
взаимодействовать с различными факторами роста, 
цитокинами, хемокинами, протеазами и др., тем са-
мым обеспечивая регуляцию функций разных си-
стем макроорганизма [4].

Цель настоящей работы – экспериментальное 
обоснование возможности коррекции нарушений 
липидного обмена, системы перекисного окисления 
липидов (ПОЛ) и антиоксидантной защиты (АОЗ), 
анатомо-топографического состояния печени на мо-

дели алиментарной гиперлипидемии у мышей фуко-
иданом из бурой водоросли Fucus evanescens.

Материалы и методы
В работе использовали фукоидан, сульфатирован-

ный полисахарид, выделенный в ТИБОХ ДВО РАН 
из бурой водоросли F. evanescens Охотского моря. 
По химической структуре это 1,3;1,4-α-L-фукан 
с молекулярной массой 160 кДа, его моносахаридный 
состав представлен фукозой, галактозой, ксилозой 
соответственно 88,4; 6,0; 1,8 моль  % [6].

Экспериментальные исследования проведены 
на 105 неинбредных белых мышах и 30 мышах (CBA × 
C57Bl/6) F1 массой 18–20 г. Работа выполнена с со-
блюдением правил и международных рекомендаций 
Европейской конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов или в иных 
научных целях. Выведение животных из опыта осу-
ществляли с использованием эфирного наркоза.

Животных рандомизировали на 3 группы: 
1-я группа – животные с экспериментальной гипер-
липидемией (атерогенный рацион); 2-я группа – 
мыши, получавшие per os фукоидан в дозе 50 мг/кг 
массы тела (5 мг на мышь) до и на фоне атерогенной 
диеты в течение 2 мес; 3-я группа – интактные мыши 
(контроль), которые находились на стандартном 
рационе вивария. Для воспроизведения модели али-
ментарной гиперхолестеринемии  мыши получали 
атерогенную диету и эмульсию холестерина в расти-
тельном масле в течение 30 дней. Диета включала 
пшеничную кашу, сливочное масло (5 %), свиное сало 
(25 % от веса суточного рациона). Эмульсию холе-
стерина вводили внутрижелудочно через зонд еже-
дневно из расчета 0,4 г/кг массы тела животного.

Показатели липидного обмена оценивали с помо-
щью автоматического анализатора ChemWell 2910 
(Combi, США). В сыворотке крови определяли со-
держание общего холестерина (ОХС), холестерина 
липопротеинов высокой плотности (ХС ЛПВП), 
триглицеридов (ТГ) с использованием наборов фир-
мы Analyticon (Германия). Содержание холестерина 
в липопротеинах низкой (ХС ЛПНП) и очень низкой 
плотности (ХС ЛПОНП) рассчитывали по формуле 
Фридвальда (1972) при концентрации триглицеридов 
не выше 4,5 ммоль/л: ХС ЛПНП = ОХС – ХС ЛПВП – 
ХС ЛПОНП, ммоль/л; ХС ЛПОНП = ТГ/2,2, ммоль/л. 
Коэффициент атерогенности (КА) рассчитывали 
по формуле: КА = (ОХС – ХС ЛПВП) / ХС ЛПВП.

Состояние системы Пол оценивали по содержанию 
в ткани печени животных продуктов пероксидации 
липидов – диеновых конъюгатов (ДК) и малонового 
диальдегида (МДА), систему АОЗ характеризовали 
по уровню активности ферментов – глутатионперок-
сидазы (ГП), глутатионредуктазы (ГР), каталазы и су-
пероксиддисмутазы (СОД). Исследования проводили 
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с использованием микропланшетного фотометра 
μQvant (Bio-Тek, США) и биохимического анализа-
тора Stat Fax 450 (Awareness Technology, США).

анатомо-топографическое исследование  печени 
проводили методом магнитно-резонансной томографии 
на базе ТИБОХ ДВО РАН с использованием томо-
графа высокого разрешения PharmaScan 70/16 US@ 
фирмы Bruker (Германия) с напряженностью магнит-
ного поля 7 Тл, частотой 300 МГц, программным 
обеспечением Para Vision 3.0.2, позволяющим полу-
чить прижизненную количественную и качественную 
оценку состояния органов у исследуемых животных. 
Для визуализации и идентификации патологических 
изменений использовали 2 основных режима: Т1-ВИ 
и Т2-ВИ, взвешенные послойные изображения пе-
чени в режиме RARE_8 FLFSH в аксиальной и коро-
нальной проекциях.

Цифровые данные подвергались статистической 
обработке с помощью пакета программы Statistica-7. 
Показатели представлены в виде M ± m. Крити-
ческое значение уровня значимости принималось 
равным 5 % (р < 0,05).

Результаты и обсуждение
При исследовании показателей липидного обме-

на у мышей 1-й группы с алиментарной гиперлипи-
демией выявлено нарушение липидного обмена. Так, 
в сыворотке уровни ОХС, ХС ЛПНП, ХС ЛПОНП 
и ТГ статистически значимо превышали таковые 
показатели в контрольной, 3-й группе, что приводи-
ло к увеличению КА до 1,9 ± 0,2 (p < 0,05). На фоне 
перорального приема фукоидана во 2-й группе у жи-
вотных наблюдалось статистически значимое сниже-
ние уровня ОХС, ХС ЛПНП, ХС ЛПОНП, ТГ и КА 
по сравнению с 1-й группой и повышение ЛПВП. 
При этом показатели ХС ЛПОНП и ТГ статистиче-
ски значимо не отличались от показателей у живот-
ных 3-й, контрольной группы (табл. 1).

Результаты исследования системы ПОЛ-АОЗ 
у животных 1-й группы с алиментарной гиперлипи-
демией свидетельствуют о развитии окислительного 
стресса с нарушением физиологического баланса 
между интенсивностью свободнорадикального окис-
ления липидов и функциональной активностью ан-
тиоксидантной системы, проявляющимся высокой 
активностью ПОЛ и сниженной активностью фер-
ментов АОЗ. Содержание ДК в ткани печени жи-
вотных возросло на 70,2 % (р < 0,01), уровень МДА – 
на 112 % (р < 0,01) по сравнению с таковыми 
показателями у мышей контрольной, 3-й группы. 
Под действием атерогенной диеты также отмечено 
статистически значимое снижение по сравнению 
с контролем показателей антиоксидантной защиты 
печени, о чем свидетельствует активность ферментов 
ГП, ГР, каталазы и СОД (табл. 2).

Под влиянием фукоидана у животных 2-й группы 
наблюдалось восстановление показателей ПОЛ: со-
держание ДК снижалось на 39,6 % (р < 0,01), МДА – 
на 48,3 % (р < 0,01), эти показатели значимо не от-
личались от таковых в группе контроля. Коррекция 
окислительного стресса фукоиданом сопровождалась 
увеличением уровня ГП на 28,5 % (р < 0,05) и ГР – 
на 59,7 % (р < 0,01), однако эти показатели не дости-
гали величин, характерных для животных контроль-
ной группы. Что касается каталазы и СОД, то их 
уровень восстанавливался под влиянием фукоидана 
до контрольных значений (см. табл. 2).

По данным МРТ у мышей 3-й (контрольной) 
группы не выявлено анатомо-топографических на-
рушений печени. Края обеих долей печени у всех 
животных просматривались четко (рис. а). У животных 
1-й группы с экспериментальной гиперлипидемией 
выявлено увеличение обеих долей печени. Края долей 
были неровными и просматривались нечетко. Строма 
и паренхима печени деформированы, в них преобла-
дали воспалительные изменения, что не позволяло 

таблица 1. Влияние фукоидана F. evanescens на показатели липидного обмена у мышей с экспериментальной гиперлипидемией

Показатели

Значения

1-я группа  (атерогенная диета), 
n = 20

2-я группа (атерогенная диета
на фоне фукоидана), n = 20

3-я группа (контроль – интактные), 
n = 20

ОХС, ммоль/л 5,0 ± 0,21## **3,7 ± 0,22* 2,9 ± 0,1

ЛПНП, ммоль/л 1,95 ± 0,27## *1,02 ± 0,1** 0,59 ± 0,06

ЛПОНП, 
ммоль/л

0,58 ± 0,03# *0,39 ± 0,04 0,39 ± 0,02

ЛПВП, ммоль/л 1,6 ± 0,12 2,20 ± 0,24* 1,69 ± 0,1

ТГ, ммоль/л 1,26 ± 0,06# *0,85 ± 0,24 0,83 ± 0,06

КА 1,9 ± 0,2# *1,2 ± 0,11 1,36 ± 0,09
#Значимость различий показателей 1-й группы по сравнению с 3-й группой, где: ##р < 0,01; #р < 0,05. *Значимость различий показателей 
2-й группы по сравнению с 1-й группой (слева), с 3-й группой (справа), где: **р < 0,01; *р < 0,05.
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таблица 2. Влияние фукоидана F. evanescens на систему ПОЛ-АОЗ в печени мышей с экспериментальной гиперлипидемией

Показатель

Значения

1-я группа
(атерогенная диета), n = 15

2-я группа (атерогенная диета  
на фоне фукоидана), n = 15

3-я группа (контроль –   
интактные), n = 15

Содержание ДК, нмоль/мг белка 8,31 ± 0,23## **5,02 ± 0,2 4,88 ± 0,07

Содержание МДА, нмоль/мг белка, 
мкмоль/л

4,22 ± 0,2## **2,04 ± 0,2 1,99 ± 0,08

Активность ГП, нмоль/л /  
(мин × мг белка) мкмоль*мин/мл

0,85 ± 0,02## *1,09 ± 0,01* 1,18 ± 0,01

Активность ГР, нмоль НАДФН /  
(мин × мг белка) 

0,65 ± 0,04## **1,03 ± 0,02* 1,68 ± 0,11

Каталаза, ммоль/ мг белка мин,  
моль/ (мин × л) 

8,4 ± 1,3# *16,6 ± 1,2 16,2 ± 1,8

СОД, у. е. / мг белка % торможения 0,43 ± 0,26# *0,71 ± 0,03 0,75 ± 0,16

#Значимость различий показателей 1-й группы по сравнению с 3-й группой, где: ##р < 0,01; #р < 0,05. *Значимость различий показателей 
2-й группы по сравнению с 1-й группой (слева), с 3-й группой (справа), где: **р < 0,01; *р < 0,05.

четко выделить структурно-функциональную единицу 
печени – печеночную дольку (рис. б). О воспалитель-
ных изменениях в паренхиме печени свидетельству-
ет гипоинтенсивность при Т1-ВИ (149 относитель-
ных единиц (отн. ед.)) по сравнению с интактным 
контролем – 225 отн. ед. (рис. а), и гиперинтенсив-
ность сигнала от паренхимы при Т2-ВИ составляет 
105 отн. ед. по сравнению с 52 отн. ед. в интактном 
контроле (рис. б).

На фоне применения фукоидана у животных 
2-й группы отмечена тенденция к нормализации ли-
нейных размеров печени (рис. в, г). На рис. (а–г) 
показана нормализация интенсивности сигнала от па-
 ренхимы печени при Т1-ВИ и Т2-ВИ, при этом лечеб-
ный эффект фукоидана составил 26 %. У живот ных 
этой группы структура печени частично восстанов-
лена. Большая часть гепатоцитов формировала нор-
мальные печеночные дольки. Печеночная долька, 
основная структурно-функциональная единица пе-
чени, мало отличалась по форме и размерам от таковой 
у интактных мышей, на изображении просматрива-
ется четко. Паренхима и строма печени не деформи-
рованы, желчные протоки не изменены (рис. в, г).

Таким образом, на модели алиментарной гипер-
липидемии нами выявлена способность фукоидана 
при пероральном применении корригировать основ-
ные показатели липидного обмена, оказывать стаби-
лизирующее действие на состояние окислительного 
метаболизма и активность ферментов антиоксидант-
ной защиты, а также нормализующее влияние на 
анатомо-топографическую структуру печени.

Способность сульфатированных полисахаридов 
снижать интенсивность гиперлипидемии показана 
в ряде работ [7, 8]. Учитывая полученные нами све-
дения и данные литературы по механизмам гиполи-

пидемического действия фукоиданов, можно пред-
полагать их способность ингибировать аккумуляцию 
липидов путем стимуляции липолиза в клетках жи-
ровой ткани адипоцитах, ингибировать адипогенез 
и дифференцировку адипоцитов, либо стимулировать 
внутриклеточный транспорт липопротеин липазы 
и уменьшать деградацию этого фермента в адипо-
цитах [8, 9]. Возможно, имеет место способность фу-
коиданов связывать холестерин и желчные кислоты, 
участвующие в транспорте жиров из кишечника 
в кровь [7, 8]. Следует отметить снижение уровня ТГ 

Томограммы печени мышей (CBA × C57Bl/6) F
1
: а ‒ 3-я группа (кон-

трольная); б ‒ 1-я группа (атерогенная диета); в, г ‒ 2-я группа (ате-
рогенная диета на фоне фукоидана)

а

в

б

г
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под влиянием фукоидана, поскольку, как известно, 
при жировой инфильтрации печени макровезикуляр-
ного типа ТГ обычно выступают в качестве аккуму-
лируемых липидов. Можно предположить, что этот 
эффект фукоидана реализуется путем влияния на ак-
тивность фермента триглицеридсинтетазы, участву-
ющего в синтезе ТГ.

Установлено, что при атеросклерозе на фоне дис-
липидемии наблюдается снижение активности есте-
ственных антиоксидантных ферментов, дефицит 
эн догенных антиоксидантов, при котором содержа-
щиеся в крови атерогенные липиды служат легким 
субстратом для перекисного окисления [10]. В связи 
с этим в комплексе его лечения показано примене-
ние антиоксидантных препаратов. Антиоксидантное 
действие сульфатированных полисахаридов описано 
в работах [11–14].

С учетом представленных и полученных нами ра-
нее результатов фукоидан из бурой водоросли F. eva-
n escens, как и статины, не только обладает липидкор-
ригирующим действием, но и оказывает плейо тропные 
эффекты, непосредственно связанные с печенью, 
играющей центральную роль в метаболических про-
цессах организма. В частности, этот полисахарид 
уменьшает интенсивность воспалительного процес-
са [15], повышает антиоксидантный потенциал крови 
[13, 16], оказывает гепатопротекторное [17], гипо гли-
кемическое [16], детоксикационное [18], противо-
опухолевое [19] действие и другие эффекты.

К сожалению, пока не разработаны лекарствен-
ные препараты на основе этих соединений в связи 
с трудностями, связанными с получением стандарт-
ных образцов полисахарида. Однако за рубежом для 
коррекции липидного обмена активно используют 
экстракты водорослей, содержащие комплекс био-
логически активных добавок, а также фукоиданы 
с определенной структурой. Такие экстракты и по-
лисахариды в настоящее время позиционируются 
в качестве основы для создания биологически актив-
ных добавок к пище, продуктов функционального 
питания, а в дальнейшем – лекарственных препара-
тов нового поколения для нормализации липидного 
профиля крови, предотвращения развития ожирения, 

улучшения состояния сердечно-сосудистой системы, 
а также в качестве антигипертензивных, противовос-
палительных, гепатопротекторных, иммуномодули-
рующих средств, антиоксидантов, антикоагулянтов 
и спазмолитиков.

К настоящему времени фукоидан из водоросли 
F. evanescens стандартизован, получен в достаточном 
количестве для производства биологически активных 
добавок, научных исследований и предклинических 
испытаний. Следует отметить, что бурая водоросль 
F. evanescens имеет широкий ареал распространения 
на Дальнем Востоке России и содержит наибольшее 
количество фукоидана при практически полном от-
сутствии ламинарана, что значительно упрощает 
процедуру его выделения и стандартизации. Поли-
сахарид обладает низкой токсичностью, хорошей 
растворимостью в воде и кислых растворах. В экспе-
риментальных и клинических условиях проведено 
изучение его противовирусной, антикоагулянтной, 
тромболитической, гепатопротекторной, иммуномо-
дулирующей, антиоксидантной, противоопухолевой 
активности [13, 16–20]. Представляет интерес даль-
нейшее исследование этого полисахарида.

Заключение
На модели алиментарной дислипидемии у мы-

шей выявлена способность фукоидана из бурой во-
доросли F. evanescens при пероральном применении 
нормализовать основные показатели липидного об-
мена, показатели системы ПОЛ-АОЗ, анатомо-топо-
графическую структуру печени.

Выявленные в экспериментах эффекты фукои-
дана позволяют рассматривать этот полисахарид 
в качестве основы при разработке новых биопрепа-
ратов для лечения атеросклеротических нарушений 
и рекомендовать его к дальнейшему изучению в экс-
периментальных и клинических условиях.
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