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Обзоры литературы

оСоБенноСти ЭкСПреССии микрорнк в меланоЦитаХ 
и клеткаХ меланомы человека

а. а. Петкевич1, и. Ж. Шубина1, а. а. абрамов2, л. т. мамедова1, и. в. Самойленко1, м. в. киселевский1

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24;  
2ГБУЗ «Научно-практический центр специализированной медицинской помощи детям им. В. Ф. Войно-Ясенецкого ДЗМ»; 

Россия, 119620 Москва, ул. Авиаторов, 38

Контакты: Алиса Антоновна Петкевич gluksworld@gmail.com

Поиск маркеров ранней, по возможности доклинической диагностики онкологических заболеваний остается актуальным 
вопросом современной медицины. Одними из кандидатных молекул на роль подобных маркеров являются микроРНК. МикроРНК 
представляют собой короткие некодирующие нуклеотидные последовательности, играющие роль эпигенетического регуля-
тора экспрессии генов. В статье освещаются основные особенности биологии и функционирования микроРНК. Особое вни-
мание уделено роли микроРНК в нормальных меланоцитах и в биологическом материале при меланоме.

Ключевые слова: микроРНК, меланома, меланоциты, диагностический маркер

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-3-6-11

MicroRNa EXPRESSION IN MElaNOCyTES aNd MElaNOMa CEllS

A. A. Petkevich1, I. Zh. Shubina1, A. A. Abramov2, L. T. Mamedova1, I. V. Samoilenko1, M. V. Kiselevsky1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse,  
Moscow 115478, Russia; 

2SBIH “NPC specialized medical help for children, Moscow Healthcare Department”; 39 Aviatorov St., Moscow 119620, Russia

Diagnostic biomarkers cancer diagnostics at preclinical stage seem to be a very promising strategy to increase effectiveness of anti-can-
cer treatment. Currently there are no such biomarkers available for daily routine practice. However, there are some candidate molecules 
in research that possibly can be used as biomarkers for early diagnosis, one of them is microRNA. MicroRNA is a small, 20–25 bp, 
non-coding RNA that is highly involved into epigenetic regulation of gene expression. These molecules participate in malignant transfor-
mation of normal cells into cancer cells including melanoma. And moreover, definite expression level of some microRNAs are essential 
for normal differentiation and function of human cells. Changes in microRNA profile are one of the reasons for malignant tumor devel-
opment. Identification of these changes may help to develop diagnostic systems to start anti-cancer treatment at early stages.

Key words: microRNA, melanocytes, melanoma, diagnostic markers

Введение
МикроРНК (miRNA, miR, microRNA) представ-

ляют собой малые некодирующие последовательно-
сти (в среднем 18–25 нуклеотидов), которые являют-
ся одним из механизмов эпигенетической регуляции, 
в частности на транскрипционном и посттранскрип-
ционном уровнях. Они известны с 1993 г., когда 
впервые были обнаружены при исследовании му-
тантных линий нематод C. elegans [1]. Последователь-
ности, кодирующие микроРНК, по разным данным, 
занимают от 1 до 3 % генома млекопитающих, при 
этом большая часть находится в интронных областях 
генов [2]. Эти молекулы регулируют экспрессию как 
минимум половины транскриптома человека путем 
ингибирования трансляции или запуская процессы 
деградации микроРНК [3]. В 2005 г. группа ученых 
во главе с J. Lu [4] выдвинула смелое предположение, 

что исследование профиля микроРНК может по-
зволить получить больше информации о состоянии 
опухолевых клеток, чем выделение значительных 
участков микроРНК.

По данным базы mirBase [5], сегодня известны 
более 2000 различных микроРНК, функциональное 
назначение большинства из которых остается неяс-
ным. Было совершено множество попыток найти 
практическое применение микроРНК: как молеку-
лярный параметр для определения последствий ин-
сульта и последующей тактики ведения больного [6], 
в качестве терапевтических препаратов [7], в качестве 
прогностических маркеров или маркеров для ранней 
доклинической диагностики в онкологии [8, 9]. Од-
нако на данный момент ни один из предложенных 
вариантов диагностики не дошел до рутинной кли-
нической практики.
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Особенно много исследований посвящено воз-
можности применения микроРНК при постановке 
диагноза или определении тактики лечения мелано-
мы. Меланома является относительно редким типом 
рака кожи (около 1 %), наряду с этим обладая самы-
ми высокими показателями летальности – до 75 % 
всех смертельных случаев из-за рака кожи [10]. По-
казатели заболеваемости меланомой возрастают в те-
чение последних 40 лет, и предполагается, что будут 
увеличиваться как минимум до 2022 г. [11].

Биология микроРНК
МикроРНК в основном кодируются на интрон-

ном или интергенном участках дезоксирибонуклеи-
новой кислоты (ДНК) [12]. Они транскрибируются 
в более крупные при-микроРНК (pri-miRNA) фер-
ментом РНК полимеразой II, затем с помощью РНК 
полимеразы III совместно с ферментами Drosha 
и DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8) – во 
внутриядерные предшественники микроРНК пре- 
микроРНК (pre-miRNA), имеющие форму шпильки 
и состоящие из 70 нуклеотидов. Далее происходит 
транспорт пре-микроРНК в цитоплазму экспорти-
ном-5, где эта молекула превращается в зрелые двойные 
структуры микроРНК (duplexesRNA, dsRNA) посред-
ством действия ферментного комплекса, включа-
ющего белки Дайсер, AGO (argonaute 2) и RBP (trans-
activation-responsive RNA-binding protein). Механизм 
действия полученной структуры микроРНК следую-
щий: одна цепочка дуплексной рибонуклеиновой 
кислоты (РНК) взаимодействует с RISC (RNA-induc-
ing silencing complex), где микроРНК играет роль 
негативного регулятора трансляции мРНК (матрич-
ной РНК). Это осуществляется путем взаимодей-
ствия 3’UTR участка или кодирующей последова-
тельности таргетного транскрипта с 2–8 нуклеотидами 
последовательности зрелой микроРНК. Есть данные 
[13] о способности микроРНК связываться также 
и с 5’UTR областью мРНК, при этом может менять-
ся и функция микроРНК: например, микроРНК-10 
участвует в повышении уровня трансляции мРНК 
рибосомального белка, связываясь именно с 5’UTR 
участком гена. При этом варианты ключевых после-
довательностей, которые служат для связи микроРНК 
с мРНК, довольно консервативны, в связи с чем их 
также используют как критерий для деления микроРНК 
на различные категории. A. Helwak и др. в 2013 г. 
показали, что процесс взаимодействия микроРНК 
с мРНК не так прост и включает не только образование 
связей с 2–8 нуклеотидами [14]. Более того, минимум 
35 % образующихся связей между микроРНК и мРНК 
происходит без участия 2–8 нуклеотидов, что, воз-
можно, повышает специфичность воздействия ми-
кроРНК. Вторая нить дуплексной микроРНК дегра-
дирует, хотя уже с 2011 г. появляются данные о том, 

что пассажирская цепочка микроРНК также несет 
ряд функций [15]. Интересен также и тот факт, что 
микроРНК могут действовать как внутри ядра (при-
веденный выше пример взаимодействия с RISC), так 
и в цитоплазме. При этом их роли могут быть различ-
ными и не зависеть от локации: микроРНК-9 играет 
роль супрессора для длинной некодирующей цепоч-
ки РНК MALAT1, также внутриядерные микроРНК 
могут связываться с пре-мРНК и ДНК, участвуя 
и в какой-то степени благоприятствуя процессам 
альтернативного сплайсинга [16].

Особенности генетической регуляции меланоцитов
В настоящее время известно около 200 генов, 

задействованных только в созревании и функциони-
ровании меланоцитов. К ключевым относятся гены 
MITF, SOX10 (SRY-box containing gene 10) и PAX3. Ген 
MITF (melanogenesis associated transcription factor) 
отвечает за экспрессию транскрипционного фактора, 
необходимого для продукции меланина и за экспрес-
сию в меланоцитах фермента DICER, участвующего 
в формировании молекул микроРНК. К факторам, 
влияющим на активацию транскрипции данного 
гена, относят PAX3 (paired box 3) и SOX-10 (SRY-box 
containing gene-10) [17]. PAX3 также влияет на под-
держание стволовых клеток – предшественников 
меланоцитов [18]. SOX-10 регулирует дифференциа-
цию мигрирующих из нервного гребня клеток, в том 
числе меланоцитов, нейронов и клеток глии. Кроме 
того, данный ген задействован в экспрессии мелано-
генных ферментов наряду с тем, что может прини-
мать участие в активации экспрессии гена MITF [19, 
20]. В свою очередь, на каждый из этих генов тем или 
иным образом могут воздействовать, помимо иных 
факторов, молекулы микроРНК. Сегодня известно 
несколько микроРНК, участвующих в миграции, 
специализации и дифференцировке клеток – пред-
шественников меланоцитов. К известным микро- 
РНК с подобными функциями относятся: микро-
РНК-140 (участвует в клеточной дисперсии клеток 
нервного гребня); микроРНК-143 и микроРНК-145 
(участвуют в переходе эмбриональной стволовой 
клетки из состояния плюрипотентности путем взаи-
модействия с генами KLF4 (Kruppel-like factor 4), 
SOX2 и OCT4 (octamer binding transcription factor 4)). 
МикроРНК-145 является одной из значимых регуля-
торных молекул, ответственных за формирование 
ответа меланоцитов на внешние стимулы: при воз-
действии на клетки форсколином и ультрафиолетовым 
излучением исследователи группы P. Dynoodt и др. 
(2013) [21] обнаружили изменение в уровне экспрес-
сии 16 различных микроРНК. При этом повышение 
или понижение уровня экспрессии микроРНК-145 
в клетках по сравнению с контролем вызывали по-
вышение или снижение уровня экспрессии генов 
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SOX9, MITF, TYR, TRP1, MYO5a, RAB27a и FSCN1. 
Предполагается, что микроРНК-125b является регу-
лятором устойчивого меланогенеза. Среди целевых 
молекул ее воздействия – ферменты Tyr и DCT, яв-
ляющиеся ключевыми в продукции меланина, при 
этом обнаружен обратный характер зависимости меж-
ду концентрациями пигмента и микроРНК-125b [22]. 
Промоторный участок данной микроРНК метили-
рован в значительно пигментированных клетках. 
МикроРНК-145 играет одну из ведущих ролей в ре-
гуляции меланогенеза в ответ на внешние стимулы 
[23]. Также обнаружена зависимость выраженности 
пигментации от концентрации микроРНК-137, вли-
яющей на уровень экспрессии гена MITF, нокаут 
которого, в свою очередь, оказывается летальным 
для меланоцитов [24, 25]. Высокий уровень экспрес-
сии микроРНК-192 и микроРНК-194 отмечается 
в нормальных меланоцитах в сравнении с клетками 
других типов [26]. Наряду с этим высокий уровень 
экспрессии в нормальных меланоцитах в сравнении 
с другими эпителиальными клетками характерен 
для следующих микроРНК: let-7 (let-7a-i), микро-
РНК-219a, микроРНК-320a и микроРНК-378, однако 
их функция на данный момент остается неясной [27].

Возможности применения микроРНК в качестве 
диагностических, прогностических и предиктивных 
маркеров при онкологических заболеваниях
В число обязательных качеств любого маркера 

наряду с другими входят неинвазивность, специфич-
ность и чувствительность, однозначность и адекват-
ная стоимость [28]. В 2007 г. С. H. Lawrie и др. [29] 
одними из первых предложили использовать микроР-
НК как диагностический маркер при В-клеточной 
лимфоме. В многочисленных работах показана ста-
бильность молекул микроРНК в парафиновых бло-
ках при исследовании гепатоцеллюлярной карциномы 
[30], рака легкого и меланомы [31–33], рака подже-
лудочной железы [34], папиллярной карциномы щи-
товидной железы [35] и опухоли почек [36]. Микро РНК 
определяются также и в плазме, соскобе с щеки 
и слюне пациентов, причем ряд микроРНК опреде-
ляется во всех обозначенных биологических мате-
риалах. Это может свидетельствовать о том, что 
циркулирующие в крови микроРНК происходят из 
опухолевой ткани и не подвергаются воздействию 
эндогенных рибонуклеаз [37]. Также плазменные 
микроРНК стабильны при воздействии определен-
ных внешних факторов (высокое или низкое значе-
ние рН, кипячение, разморозка/заморозка, длитель-
ное хранение при комнатной температуре) [38]. 
В свою очередь, молекулы микроРНК могут как сво-
бодно находиться в плазме крови, так и быть в соста-
ве экзосом, микровезикул размерами 30–120 нм, 
участвующих в межклеточном взаимодействии. 

В ряде исследований было доказано содержание 
микроРНК в экзосомах, а также их способность 
при такой форме доставки влиять на фи зиологию 
клеток – реципиентов экзосом [39].

Особенности экспрессии микроРНК при меланоме
По данным группы исследователей M. S. Stark 

и др. (2015), в меланомных линиях клеток (n = 55) 
в сравнении с клеточными линиями солидных опу-
холей (n = 34) изменяется уровень экспрессии 233 
из 1898 исследованных микроРНК [40]. Таргетные 
гены микроРНК при меланоме функционально от-
носятся прежде всего к группам, влияющим на уровень 
экспрессии, клеточный цикл, репликацию и проли-
ферацию ДНК. Показано, что при меланоме отме-
чается повышенный уровень экспрессии минимум 
519 генов в клетках метастатических линий и клеточных 
культурах меланомы человека, среди которых экспрес-
сия гена ANPEP значительно повышена (в ~5 раз), 
тогда как уровень экспрессии генов CFL1 и MTA2, 
наоборот, снижен (первого – до ~0,8 раза) [41]. Оба 
последних указанных гена участвуют в регуляции 
морфологии клеток, что может обусловливать их спо-
собность к метастазированию [40]. Впервые влияние 
микроРНК на процесс канцерогенеза при меланоме 
было отмечено при изучении функции уже упомяну-
того белка Dicer, функционирование которого необ-
ходимо для выживания дифференцированных кле-
ток, мигрировавших с нервного гребня [20]. В сети 
взаимодействующих генов, являющихся таргетными 
для микроРНК, уровень экспрессии которых изме-
нен при меланоме, N. Ding и др. [42] выделяет не-
сколько ключевых, которые взаимодействуют с еще 
5 аналогичными генами: AGO2, AKT1, APP, STAT1, 
KRAS, AHR, BAK1 и PARP1. При этом гены AKT1, KRAS 
и PARP1 регулируются рядом мо лекул микроРНК, 
включающим микроРНК-148а-3р, -129-5p, -34a-5p, 
- 363-3p и -374b-5p.

Уровень экспрессии основных представителей 
семейства микроРНК-34 (-34a, -34b, -34c) при мела-
номе изменяется по сравнению с группой контроля. 
В свою очередь, экспрессия этих микроРНК регули-
руется геном p53. Известно, что микроРНК-34a, са-
мая изученная среди всех представителей семейства, 
участвует в апоптозе, индуцированном р53. Данная 
микроРНК напрямую ингибирует антиапоптотиче-
ский белок сиртулин 1 (SIRT1). Другой механизм 
действия микроРНК-34c, способствующий ингиби-
рованию роста опухоли, заключается в воздействии 
через мРНК на экспрессию ряда генов, в числе кото-
рых циклинзависимая киназа 4 (cyclin-dependent 
kinase, CDK4) и CDK6, антиапоптотические белки, 
такие как BCL2, и белки, ассоциированные с метаста-
зами (MET, Notch, MYC и AXL) [43]. В последнее 
время появляются данные о корреляции между 
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экспрессией микро РНК-34а и рецепторами PDL1 
(programmed cell death ligand 1). Высокий уровень 
экспрессии последнего на мембранах иммунокомпе-
тентных клеток онкологических больных в сравне-
нии со здоровыми пациентами имеет негативное 
прогностическое значение. Характер зависимости 
экспрессии обратный: при высоких значениях экс-
прессии микроРНК-34а наблюдается низкое значе-
ние экспрессии рецептора PDL1 и наоборот [44]. 
Уровень экспрессии микроРНК-10b изменяется при 
меланоме, а также при раке молочной железы и глио-
бластоме. Изменение уровня экспрессии данной 
микроРНК может быть обусловлено взаимодейст-
вием с ее промотором транскрипционного фактора 
TWIST 1 (twist related protein 1), в свою очередь, задей-
ствованного в формировании фенотипа клеток, 
свойственного эпителиально-мезенхимальному пе-
реходу. МикроРНК-10b также подавляет экспрессию 
HOXD10, что способствует развитию метастатической 
активности клеток [45]. При меланоме изменяется 
экспрессия микроРНК-15-16, таргетными генами 
которой являются BCL2 (B-cell lymphoma 2), CDK1, 
ETS1 (26 transformation-specific or E-twenty-six) 
и JUN, которые вовлечены в процесс опухолевого 
прогрессирования [46]. На мышиной модели было 
продемонстрировано, что удаление локуса 13q14.3, 
который содержит кластер опухолевых супрессоров 
микроРНК-15-16, приводит к развитию автономных 
лимфопролиферативных заболеваний. У человека 
течение хронической лимфоцитарной лейкемии 
часто сопровождается частичной делецией данного 
локуса [47]. Одновременно при меланоме наблюда-
ется снижение уровня экспрессии микроРНК-125b 
по сравнению со здоровыми пациентами, при этом 
никакой ассоциации между уровнем экспрессии дан-
ной микроРНК и содержанием пигмента в опухоле-
вых клетках не обнаруживается [23].

МикроРНК – основа нового класса  
терапевтических препаратов
В 2013 г. компания Mirna Therapeutics начала 

I фазу клинических испытаний препарата MRX34, 
представляющего собой аналог микроРНК-34, ин-
капсулированный в липидные частицы NOV40. Эти 
частицы способны адгезироваться на поверхности 
опухолевых клеток за счет способности приобретать 
положительный заряд поверхности при попадании 
в среду с низким значением pH, что свойственно 
опухолевому микроокружению. В экспериментах 
на мышах были показаны значительное аккумулиро-
вание молекул микроРНК-34 в опухолевой ткани 
и значительный регресс опухолевого процесса. Пер-
вая фаза многоцентрового клинического испытания 
была начата с участием пациентов с первичным раком 
печени, мелкоклеточным раком легкого, лимфомой, 

меланомой, множественной миеломой и раком поч-
ки [48]. Исследование включало изучение повыше-
ния дозы препарата по определенной схеме, MRX34 
вводился в форме внутривенных инъекций. К июню 
2016 г. около 99 пациентов с гепатоцеллюлярной 
карциномой, немелкоклеточным раком легкого и ра-
ком предстательной железы также были включены 
в исследование. К концу испытания 3 пациента, в том 
числе пациент с акральной меланомой, достигли про-
должительного терапевтического ответа, у 14 паци-
ентов наблюдалась стабилизация онкологического 
процесса (средняя продолжительность 136 дней, диа-
пазон значений 79–386 дней). Первая стадия клини-
ческих испытаний была прекращена по причине 
смерти пациентов от возникших побочных иммунных 
реакций [49]. Многообещающие результаты на мы-
шиной модели были показаны при воздействии на 
метастическую меланому молекулами микроРНК-26а 
и микроРНК-let-7a, при этом микроРНК-26а значи-
тельно замедлила рост опухолевых клеток in vivo, 
отчасти посредством воздействия на уровень экспрес-
сии MITF [50]. Также перспективными в ка честве те-
рапевтических молекул являются микроРНК-200с 
и микроРНК-579-3р, которые обладают функциями 
онкосупрессоров и могут усиливать действие пре-
паратов, ингибирующих MAPK-сигнальный путь, 
а также противодействуют развитию лекарственной 
резистентности клеток меланомы [51].

Заключение
МикроРНК, являясь структурами с высокой 

функциональной и информационной нагрузкой, от-
ражают некоторые генетические изменения в клет-
ках организма. Таким образом, они теоретически 
могут выполнять роль биомаркеров злокачественных 
заболеваний, в том числе меланомы, еще на докли-
ническом этапе [50]. К одним из наиболее перспек-
тивных в качестве диагностических маркеров микро-
РНК при меланоме, определяемым в сыворотке крови, 
можно отнести микроРНК-211-5р, - 204-5р, -145-5р, 
-146а-5р, - 34а-5р, -514а-3р и-129а-5р. Разумеется, 
в данном случае речь может идти только об исполь-
зовании панели нескольких микроРНК и изменении 
их соотношения в сравнении с данными, получен-
ными в контрольной группе. В качестве диагности-
ческих маркеров у микроРНК есть определенные 
преимущества – молекула ввиду своего строения 
довольно стабильна, что позволяет выделять ее из всех 
биологических жидкостей, в том числе после замо-
розки (соскоб со щеки, слюна, плазма, кровь, моча 
и т. д.), причем молекулы микроРНК могут содер-
жаться в двух формах – в качестве свободных микро-
РНК и в составе экзосом. Для обоих случаев сущест-
вуют стандартные протоколы исследований. Однако 
ввиду проблем специфичности и некоторых трудно-
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стей аналитического этапа (вопрос нормализации 
полученных данных полимеразной цепной реак-
ции) стремление к использованию микроРНК в ка-
честве инструмента первичной диагностики в по-

следнее время снизилось, но одновременно с этим 
для микроРНК открываются другие, более реаль-
ные перспективы – мониторинг проводимой тера-
пии и использование в качестве терапевтических 
молекул.
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метФормин: новые ПерСПективы 
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Согласно современным данным метформин (МФ) является уникальным лекарственным средством, в котором сочетаются 
сахароснижающий и антипролиферативный эффекты. В последние десятилетия появляется все больше новых исследований 
на тему механизмов действия МФ и его эффективности у онкологических больных. Многие исследователи говорят о МФ 
как о потенциальном препарате для химиопрофилактики и адъювантной терапии разных типов рака. В данном обзоре рас-
смотрены актуальные исследования данного препарата в контексте его возможных антинеопластических эффектов.
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METFORMIN: NEw PERSPECTIVES IN ChEMOPREVENTION aNd ThERaPy OF CaNCER
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According to modern data, metformin is a unique drug, which can act not only as sugar-reducing medicine, but also as an antiprolifer-
ative element. More and more new researches about metformin effects in oncologic patients appear during last decades. A lot of re-
searchers suppose that metformin is a new promising medicine for chemopreventive and neoadjuvant cancer therapy. This literature re-
view covers current researches of metformin in context of it»s possible antiproliferative effects.

Key words: metformin, methylation, AMPK, diabetes mellitus

Введение
Сахароснижающий бигуанид метформин (МФ) 

является наиболее часто назначаемым лекарствен-
ным средством при сахарном диабете 2-го типа 
(СД2). Современные представления о данном препа-
рате расширяются его влиянием на процессы мети-
лирования дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК), 
снижением риска канцерогенеза, улучшением про-
гноза у пациентов с разными формами рака [1]. 
Многие исследования показывают, что МФ обладает 
потенциалом использования в качестве нового пре-
парата для химиопрофилактики и адъювантной те-
рапии рака, особенно у пациентов с СД2 [1–3].

Механизмы действия МФ разнонаправленны 
и не до конца изучены. Однако ведущей концепцией 
является его воздействие на активность аденозинмо-
нофосфаткиназы (AMPK) с последующим измене-
нием выраженности каскада реакций мишени рапа-
мицина млекопитающих (mTOR) [4]. Кроме того, 
в последние годы было обнаружено влияние МФ на 

реализацию эпигенетического контроля наслед-
ственной информации, в частности на процессы 
метилирования ДНК [3, 4]. Это открывает новые 
перспективы в изучении молекулы МФ в качестве 
препарата противоопухолевой терапии.

Молекулярные механизмы действия  
метформина на канцерогенез
Выделяют 2 основных молекулярных механизма 

действия МФ на опухолевые клетки: прямой и опо-
средованный.

Опосредованный механизм действия МФ осу-
ществляется в первую очередь за счет формирования 
нормогликемии и повышения чувствительности 
тканей к инсулину. Данные эффекты препарата сни-
жают риск возникновения СД2 и ассоциированного 
с ним ожирения, которые, в свою очередь, являются 
факторами риска развития разных вариантов неопла-
зий [4]. В комплексном обзоре 27 тематических ме-
таанализов было показано наличие достоверной 
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взаимосвязи СД2 с разными формами рака, в боль-
шей степени с раком молочной железы (РМЖ), ра-
ком эндометрия (РЭ), внутрипеченочной холангио-
карциномой и колоректальным раком [5]. Кроме 
того, в эксперименте in vitro было показано, что по-
ниженное количество поступающей в клетку глюко-
зы при определенных условиях вызывает эффект 
пониженного количества в ней ростовых факторов, 
снижая тем самым процессы пролиферации [3]. До сих 
пор нет ответа на вопрос, осуществляется ли подоб-
ный механизм непрямого воздействия на опухолевые 
клетки у людей без диабета, так как данный эффект 
продемонстрирован in vitro и только у пациентов с СД2.

Реализация опосредованного пути также может 
происходить за счет снижения МФ уровней инсули-
на и инсулиноподобного фактора роста (IGF) в кро-
ви. Раковые клетки обладают повышенной экспрес-
сией рецепторов IGF, в связи с чем ранее выдвигалась 
гипотеза о возможном антипролиферативном эффек-
те их блокаторов. Этот механизм не был подтвержден 
клиническими испытаниями из-за предполагаемых 
перекрестных взаимодействий с рецепторами IGF 

и инсулина [6]. В экспериментах in vivo и in vitro МФ 
снижал опухолевый рост при раке предстательной 
железы за счет отрицательного воздействия на реали-
зацию IGF- опосредованной сигнальной системы [7]. 
Влияние на IGF-1 также прослеживается и у группы 
тиазо лидиндионов. Данный эффект, вероятно, не свя-
зан с влиянием на PPARγ. Действие тиазолидиндионов 
обусловлено снижением экспрессии IGF-1 и отрица-
тельным влиянием на гиперинсулинемию, а также 
ингибированием IGF-1-опосредованных сигналов [8].

Прямой механизм действия на опухолевые клетки 
осуществляется главным образом через влияние МФ 
на AMPK [4]. Доказано, что во многих типах опухоле-
вых клеток имеется высокая степень активности 
mTOR [9]. Активированная AMPK фосфорилирует 
молекулы TSC2 и Raptor, что в конечном счете приво-
дит к снижению активности C1-фрагмента молекулы 
mTOR (mTORC1). Так, происходит снижение проми-
тотической активности, а также активация апоптоза 
опухолевых клеток (см. рисунок) [3, 10].

Одним из AMPK-зависимых антипролифератив-
ных механизмов МФ является ингибирование синтеза 

Схема действия метформина на аденозинмонофосфаткиназу (адаптировано из [3]). После проникновения в клетку через катионный транс-
портер (КТ) метформин вызывает снижение количества аденозинмонофосфаткиназы через ингибирование митохондриального дыхательного 
комплекса 1, что приводит к активации аденозинмонофосфаткиназы. Активированная аденозинмонофосфаткиназа вызывает снижение экспрес-
сии генов, принимающих участие в глюконеогенезе, липогенезе, синтезе протеинов и ангиогенезе. АСС – ацетил-КоА-карбоксилаза; F-1,6-B – 
фруктозо-1,6-бисфосфатаза; FAS – синтетаза жирных кислот; Инс – инсулин; ИР – инсулиновый рецептор; ИФР – инсулиноподобный фактор 
роста; ИФРрец – рецептор ИФР; LKB1 – серин-треонин печеночная киназа В1; mTOR – мишень рапамицина млекопитающих; PAI-1 – ингибитор-1 
активатора плазминогена; PI3K – фосфоинозитид-3-киназа; TORC2 – кофактор транскрипции CREB-связанного белка 2; TSC1 – комплекс 
туберозного склероза 1; TSC2 – комплекс туберозного склероза 2; VEGF – сосудисто-эндотелиальный фактор роста.
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жирных кислот. Синтетаза жирных кислот (FAS) 
является ключевым ферментом биосинтеза послед-
них, при этом во многих типах опухолей обнаружено 
повышение активности FAS, в большей степени при 
РМЖ и колоректальном раке. [11]. Метформин in vitro 
показал снижение экспрессии FAS с последующим 
снижением роста рака предстательной железы [3].

В процессе развития многих неоплазий важную 
роль играет хроническое воспаление, в частности через 
путь ядерного фактора κB (NF-κB). Установлено, что 
активация NF-κB приводит к увеличению степени 
пролиферации и инвазии раковых клеток [12]. МФ 
уменьшает экспрессию NF-κB опосредованно через 
AMPK-зависимое снижение активности фактора не-
кроза опухоли альфа, а также фосфорилирования 
МАР-киназ (p38, JNK и Erk) и протеинкиназы B [3].

Важно отметить, что при ожирении у пациентов 
наблюдается повышение уровней следующих про-
воспалительных цитокинов, ассоциированных с кан-
церогенезом: лептина, адипонектина, интерлейки-
нов 1-β и 6, ингибитора активации плазминогена 1 
и фактора некроза опухоли альфа [13, 14]. При актива-
ции AMPK происходит снижение выделения провос-
палительных цитокинов из макрофагов и адипоцитов, 
что означает возможное влияние МФ на выражен-
ность хронического воспаления в микроокружении 
опухолевых клеток [15].

Эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП) 
предполагает приобретение эпителиальноклеточны-
ми формами рака высокой инвазивности и высокого 
риска метастазирования, характерных для мезен-
химальных клеток. Метформин способен влиять на 
данный процесс через AMPK-опосредованный ме-
ханизм при РМЖ, яичников, простаты [16–18].

В эксперименте на мышах было показано, что те-
рапия МФ и ингибиторами трансформирующего 
ростового фактора бета-1 (TGF-β1) в значительной 
степени снижают степень ЭМП и метастазирования 
при РМЖ. Обращает на себя внимание, что моноте-
рапия как МФ, так и ингибиторами TGF-β1 показа-
ла значительно меньшую эффективность в рамках 
снижения уровня ЭМП, нежели совместное приме-
нение данных средств [19].

Одним из вариантов оценки степени ЭМП явля-
ется измерение уровней эпителиальных и мезенхи-
мальных биомаркеров, а также их соотношения. На 
фоне применения МФ установлено достоверное сни-
жение уровня мезенхимальных биомаркеров (N-cad-
he rin, Vimentin и TWIST) с одновременным повышени-
ем уровня эпителиальных биомаркеров (E-cadherin), 
что свидетельствует об обратном развитии ЭМП. По-
добные результаты были получены в недавнем экс-
перименте на мышах при анализе эффективности 
терапии рака предстательной железы ингибитором 
андрогенных рецепторов энзалутамидом с использо-

ванием МФ в качестве дополнительной терапии. 
Известно, что препарат энзалутамид, используемый 
при лечении пациентов с раком предстательной же-
лезы, с одной стороны, достоверно снижает степень 
прогрессии опухоли, а с другой – повышает степень 
ЭМП раковых клеток и таким образом значительно 
увеличивает риск метастазирования. В данном экс-
перименте показано, что применение МФ ассоци-
ировано с названным изменением соотношения 
биомаркеров ЭМП (снижением уровня мезенхималь-
ных и повышением уровня эпителиальных биомар-
керов); кроме того, энзалутамид-индуцированное 
ме та ста зирование также было значительно ниже на 
фоне применения МФ. Данные воздействия объяс-
няются ингибированием МФ оси TGF-β1/STAT3 [20]. 
Также МФ ингибирует ось циклооксигеназа-2/про-
стагландин Е2, что снижает активность сигнального 
белка STAT3 и тем самым уменьшает степень ЭМП 
при раке предстательной железы [21].

Помимо прочего важным механизмом действия 
МФ на опухолевые клетки, в частности при РМЖ 
и РЭ, является его способность оказывать влияние 
на эстрогеновые рецепторы. Еще в 2013 г. было отме-
чено, что у пациенток с РЭ, которые принимали МФ 
в связи с СД2, была значительно снижена степень 
экспрессии эстрогеновых рецепторов [22]. Выделяют 
2 типа эстрогеновых рецепторов: альфа (ЭРα) и бета 
(ЭРβ). С активацией ЭРα связаны процессы актива-
ции клеточной пролиферации, в то время как ЭРβ 
выполняет важную роль антагониста ЭРα и ингиби-
рует эстрадиолзависимую пролиферацию клеток [23]. 
Недавно было обнаружено, что во многих типах 
опухолей МФ способен оказывать активирующее 
влияние на ЭРβ и блокировать ЭРα [24]. Кроме того, 
в эксперименте было также установлено, что при-
менение МФ (особенно в сочетании с протопанак-
садиолом, биологически активным веществом, вы-
деленным из растений рода женьшень) способно 
ингибировать экспрессию также и ЭРα в некоторых 
типах клеток (Ishikawa, RL95-2) [25].

Все описанные выше механизмы могут оказывать 
разный вклад в суммарный эффект возможного вли-
яния МФ на канцерогенез, при этом не до конца 
изучено, какой из механизмов является ведущим 
в тех или иных условиях.

Метформин и метилирование 
дезоксирибонуклеиновой кислоты
Механизмы эпигенетического контроля экспрес-

сии ДНК не связаны с изменением непосредственно 
нуклеотидной последовательности и представляют 
собой перспективную основу для разработки проти-
воопухолевых препаратов. К одному из подобных 
механизмов относится метилирование ДНК – пере-
нос метильной группы с S-аденилметионина (SAM) 
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на С5-позицию цитозина в нуклеотидной паре цито-
зин-гуанин (CpG) посредством ферментов группы 
ДНК-метилтрансфераз (DNMT) с образованием 5-ме-
тилцитозина (5mC) и S-аденозилгомоцистеина (SAH) 
[26, 27]. CpG-участки распространены по всему ге-
ному, при этом появление тотального гипометили-
рования ДНК характерно как для нормальных клеток 
в процессе старения организма, так и для опухолевых 
клеток [28]. Основная часть ДНК-метилирования 
сконцентрирована в CpG-островках – участках 
со значительно повышенной частотой встречаемости 
CpG динуклеотидов, которые находятся в промото-
рах не менее половины белок-кодирующих генов 
организма млекопитающего. Таким образом, проис-
ходит регуляция экспрессии многих генов [29]. 
На современном этапе показана связь развития нео-
пластических процессов с тотальным гипометилиро-
ванием генома (повышающего экспрессию онкогенов 
и геномную нестабильность) в сочетании с локальным 
ген-специфическим гиперметилированием промотор-
ных областей (снижающих репарацию ДНК и другие 
онкосупрессивные функции) [30].

В современных исследованиях отмечается влия-
ние МФ на уровень глобального метилирования 
ДНК. При исследовании колоний опухолевых клеток 
под воздействием МФ было обнаружено увеличение 
концентрации SAM при уменьшении SAH, что сви-
детельствует об ингибировании активности DNMT. 
В то же время количество метилированных фрагмен-
тов ДНК 5mC было повышено, а значит, процесс 
глобального метилирования ДНК был простимули-
рован. Это объясняется опосредованным воздейст-
вием МФ на метилирование ДНК через AMPK-
зависимую активацию SAH-гидролазы [31].

Эндогенные ретротранспозоны группы LINE за-
нимают около 16,9 % генома человека, поэтому уро-
вень их метилирования делает значительный вклад 
в уровень глобального метилирования ДНК [29, 30]. 
Систематический обзор метаанализов показал, что 
состояние гипометилирования ДНК по LINE-фраг-
ментам ассоциировано с увеличением риска возник-
новения и степени злокачественности ряда опухолей 
[32]. На фоне приема МФ было отмечено увеличение 
степени метилирования LINE-фрагментов опухоле-
вых клеток при РМЖ [31].

Определенную роль в стимулировании развития 
неопластических процессов занимает гиперметили-
рование промоторных участков онкогенов. Установ-
лено, что повышенная экспрессия РНК Н19 ингиби-
рует активность микро-РНК let-7, что, в свою очередь, 
ассоциировано с увеличением риска метастазирова-
ния и неблагоприятным прогнозом практически всех 
видов рака [33]. Метформин влияет на сайт-специ-
фичное гиперметилирование определенных генов, 
в частности гена синтеза Н19, что опосредованно 

снижает степень экспрессии последнего и, следова-
тельно, повышает активность let-7, уменьшая опухо-
левую прогрессию. Подобный механизм был описан 
при РМЖ, РЭ, раке яичников [33, 34].

Изучение влияния МФ на процессы метилиро-
вания ДНК уже выявило ряд механизмов и законо-
мерностей, но данная область знаний до сих пор 
остается малоизученной и открытой для научного 
поиска.

Метформин в клинических исследованиях
В последнее десятилетие было проведено боль-

шое количество клинических исследований по вли-
янию МФ на риск развития разных форм рака. Мета-
анализ 18 обзорных исследований (561 836 пациента) 
показал снижение заболеваемости всеми видами 
онкологических заболеваний на 27 % среди пациен-
тов, получающих МФ [2]. Многие эпидемиологиче-
ские исследования обнаружили положительное вли-
яние МФ на профилактику и лечение рака [1, 3].

Известно, что РМЖ, РЭ, рак поджелудочной же-
лезы и колоректальный рак ассоциированы с СД2 
и ожирением. Установлено, что пациенты с СД2, по-
лучавшие МФ, имели меньший риск развития рака 
различных локализаций, нежели пациенты без лече-
ния МФ [36].

В ходе ретроспективного исследования было вы-
явлено, что женщины с неэндометриоидным типом 
РЭ, страдающие СД2 и принимавшие МФ, имели 
лучшую общую выживаемость, чем пациентки сопо-
ставимой группы без лечения МФ [37]. Кроме того, 
проведены работы, доказывающие, что на фоне при-
менения МФ у пациенток с РЭ обнаруживается ин-
гибирование клеточной пролиферации [38].

Проведенный в 2017 г. метаанализ продемон-
стрировал, что вспомогательная терапия МФ может 
стимулировать обратное развитие атипичной гипер-
плазии эндометрия в клетки с нормальной гистоло-
гической характеристикой, тем самым предотвращая 
развитие РЭ. В этом же исследовании было показано 
снижение клеточной пролиферации и улучшение 
общей выживаемости у женщин с РЭ на фоне при-
менения МФ [39].

Метаанализ 10 обзорных исследований показал 
наличие связи между применением МФ и увеличе-
нием общей выживаемости, а также снижение уров-
ня прогрессии у пациентов с РЭ. В том же исследо-
вании было показано отсутствие подобных эффектов 
у других сахароснижающих препаратов [35].

Установлено, что МФ улучшает прогноз у паци-
енток с HER2-позитивным типом РМЖ [40]. Круп-
ное исследование выявило, что у пациенток, прини-
мавших МФ до появления РМЖ и продолжавших 
в дальнейшем прием препарата, были снижены ри-
ски проявления рака второй молочной железы 
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на 28 %, рецидива РМЖ – на 31 %, смертности от 
РМЖ – на 49 % [41]. Также в метаанализе 2015 г. 
исследователи обнаружили значительно более низ-
кий уровень как общей, так и онкоспецифической 
смертности среди пациенток с РМЖ, получавших 
дополнительную терапию МФ [42].

Современные молекулярно-биологические тех-
нологии позволяют использовать параметр метили-
рования ДНК в качестве диагностического признака 
для разных видов неоплазий. В частности, разрабо-
тана компьютерная программа на базе метода ампли-
фикации интерметилированных сайтов AIMS in silico, 
с помощью которой установлены ассоциации между 
рядом метилированных генов и фактом наличия 
РМЖ, РЭ, рака шейки матки, а также многих других 
онкологических заболеваний [43].

Генетическая предрасположенность  
к эффектам метформина
Большой интерес представляет поиск маркеров 

потенциальной чувствительности пациентов к раз-
ного рода эффектам бигуанида, а также последующая 
разработка методик и алгоритмов по оценке предпо-
лагаемого ответа.

В работе Ю. А. Сорокиной отмечены эффекты 
МФ в зависимости от полиморфизмов некоторых 
генов, среди которых гены эндотелиальной синтазы 
оксида азота (NOS), 8-оксогуанин-ДНК-гликозила-
зы (OGG1), белка p53. Выяснено, что за 3 мес тера-
пии МФ СС- и СТ-аллели NOS дают больший мета-
болический эффект, значимую положительную 
динамику активности антиоксидантных ферментов, 
показателей перекисного окисления липидов; в то же 
время ТТ-аллель оказывает лучшее влияние на тече-
ние системного воспаления, показатели окислитель-
ной модификации белков (маркеры ранней деструкции 
белка). СС-полиморфизм OGG1 в ответ на терапию 
МФ показывает лучшие данные в отношении липид-
ного спектра, перекисного окисления липидов по 
сравнению с CG-аллелью, которая связана с увеличе-
нием С-пептида; обе аллели показывают положи-
тельное влияние на антиоксидантную активность. 
СС-полиморфизм гена p53 ассоциирован с более 
выраженным гипогликемическим действием МФ, 
более сильное увеличение антиоксидантной актив-
ности, CG-аллель связана с уменьшением показате-
лей окислительной модификации белков [44].

Л. М. Берштейн установил, что носительницы 
генотипа CC транспортера органических катионов 1 
(OCT1_R61C, rs12208357) в 87,5 % отвечают на тера-
пию МФ в рамках его антипролиферативного эффек-
та, который оценивался по следующим суррогатным 
параметрам: уменьшение толщины эндометрия (сиг-
нал М-эхо) при РЭ, снижение маммографической 
плотности молочных желез при их изначальном 

уплотнении. В этой же работе отмечено, что гормо-
нально-метаболическая эффективность приема МФ 
составляла 61,8 % наблюдений группы в целом, в то 
время как антинеопластический эффект данного би-
гуанида составлял 33,3 %. Наличие метаболического 
ответа на прием МФ у носительниц определенных 
полиморфных вариантов генов не всегда сочеталось 
с антинеопластическим действием препарата [45]. 
Обобщая вышесказанное, можно предположить, что 
метаболически позитивные полиморфизмы ге нов 
ответа на МФ могут не быть связанными с его анти-
неоплаcтическим действием.

Важным направлением изучения действия би-
гуанида является поиск генетически обусловленных 
механизмов предрасположенности пациентов к его 
нежелательным эффектам со стороны желудочно- 
кишечного тракта. Установлено, что полиморфизмы 
органи ческого транспортера катионов 1 (OCT1), 
а именно на личие А-аллели и/или 8bp вставки в гене 
OCT1, а также его аллели R61C и M420del, связаны 
с более высоким риском возникновения кишечных 
эффектов МФ [46, 47]. Также было обнаружено, что 
более высокая частота возникновения нежелатель-
ных эффектов ассоциирована со снижением экспрес-
сии S-аллели в гене транспортера обратного захвата 
серотонина [48].

Уже найдены первые генные детерминанты эф-
фективности МФ, а также риска возникновения его 
нежелательных эффектов. Но данное направление 
все еще остается малоизученным, а также возникает 
логичный вопрос о взаимосвязи разных эффектов 
бигуанида, например, может ли быть, что у пациен-
тов с кишечными проявлениями наиболее выражен 
антипролиферативный эффект?

Возможные направления изучения 
антипролиферативных эффектов метформина
Метформин привлекает все большее внимание 

исследователей своими противоопухолевыми эффек-
тами, сочетая в себе дешевизну и небольшое количе-
ство побочных эффектов. Однако существует ряд 
проблем и вопросов относительно данного препара-
та, требующих дальнейшего изучения.

Во-первых, большинство исследований пред-
ставляют собой ретроспективный анализ информа-
ции о поводившемся лечении разных типов рака 
у пациентов с СД2. Требуется более тщательное изу-
чение влияния МФ на риски и прогноз у пациентов 
без СД2 для подтверждения или опровержения эф-
фективности препарата у данной группы пациентов, 
а также уточнения эффективной дозы МФ.

Во-вторых, неоднозначен вопрос об уровне плаз-
менной концентрации МФ и ее эффективности. 
Концентрация МФ в плазме при назначении макси-
мально допустимой терапевтической дозы составляет 
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около 11 мкмоль/л, при этом большинство лабо-
раторных результатов, свидетельствующих об эф-
фективности МФ получены in vitro в условиях его 
концентрации, почти в 50 раз превышающей плаз-
менную (5–10 ммоль/л). Кроме того, в эксперимен-
те также используются высокоуглеводистые среды 
(17,5 или 24 ммоль/л), притом что нормальная гли-
кемия человека составляет менее 7 ммоль/л [49].

В-третьих, на современном этапе до конца не из-
учены механизмы действия МФ в организме человека. 
При этом важно определить основной путь антинео-
пластического действия МФ для дальнейшего поиска 
клинических маркеров эффективности препарата.

В-четвертых, МФ рассматривается как препарат 
адъювантной терапии, однако проведено недостаточ-
ное количество исследований его взаимодействия 
с химиопрепаратами для терапии рака, а также соче-
тания МФ и лучевой терапии.

В-пятых, существует ряд гормонально-метаболи-
ческих и генетических маркеров предполагаемого 
ответа на терапию МФ, которые требуют дополни-

тельного изучения (в особенности генетические) 
в качестве потенциального метода отбора пациентов 
для адъювантной химиотерапии МФ.

Заключение
Метформин уже давно применяется у пациентов 

с СД2 в качестве сахароснижающего лекарственного 
средства, однако в последние годы стали очевидны 
широчайшие перспективы для его использования 
в качестве препарата адъювантной терапии и химио-
профилактики рака. Оказывая влияние главным 
образом на активность AMPK-зависимого каскада, 
а также на степень глобального и локального мети-
лирования ДНК, МФ способен снижать степень 
агрессивности опухолей разных видов, уменьшать 
риск метастазирования, улучшать прогноз пациентов 
с онкологическими заболеваниями.

Несмотря на большое количество данных об эф-
фективности действия МФ на опухолевые процессы, 
остается большое количество нерешенных вопросов, 
которые требуют дальнейшего изучения.
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математичеСкие модели  
ПроЦеССа СУБлимаЦии  

и оПтимиЗаЦия реЖимов лиоФилиЗаЦии

е. в. Блынская1, С. в. тишков1, к. в. алексеев2, С. в. минаев1

1ФГБНУ «НИИ фармакологии им. В. В. Закусова»; Россия, 125315 Москва, ул. Балтийская, 8; 
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Цель статьи – рассмотреть методы математического моделирования для расчета этапа первичной сублимации как само-
го важного этапа в технологии лиофилизации. Представлены математические формулы, уравнения для расчета тепло- 
и массообменных процессов во время удаления 90 % всей влаги в лиофилизате. Продемонстрирована модель, в которой учтен 
вклад всех тепловых воздействий, в том числе переходный энергетический баланс, учитывающий перенос тепла через боко-
вую стенку флакона и излучения, даже если они присутствуют в незначительном количестве. Математическая модель 
может быть использована для оптимизации цикла лиофилизации, а также в качестве инструмента технологического мо-
ниторинга (с применением датчиков на основе моделей). Модель, рассматриваемая в статье, является одномерной неста-
ционарной моделью состояния, в которую введен правильный всеобъемлющий переходный баланс энергии, чтобы описать 
передачу тепла через стекло флакона. Результаты оценены с помощью экспериментальных данных. Уравнения, используемые 
в моделировании, описывают массовый и энергетический балансы в высушенном слое с учетом скорости адсорбции/десорбции 
воды на границе раздела фаз, массо- и теплопередачу на сублимационной границе раздела фаз, а также энергетический баланс 
передачи тепла в стенке флаконов с учетом расположения флаконов на полке и других факторов, влияющих на процесс су-
блимации. Сделаны выводы по представленным математическим моделям и дана характеристика направления процесса 
оптимизации первичной сублимации в технологии лиофилизации.

Ключевые слова: первичная сублимация, технология лиофилизации, математическое моделирование первичной сублимации, 
мономерная нестационарная модель состояния
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MaThEMaTICal MOdElS OF ThE PROCESS OF SuBMlIMaTION  
aNd OPTIMIZaTION OF lyOPhIlIZaTION MOdES

E. V. Blynskaya1, S. V. Tishkov1, K. V. Alekseyev2, S. V. Minaev1

1V.V. Zakusov Institute of Pharmacology; 8 Baltiyskaya St., Moscow 125315, Russia; 
2Moscow medical university “REAVIZ”; Bldg. 2, 2 Krasnobogatyrskaya St., Moscow 107564, Russia

The purpose of this study is to analyze methods of mathematical modeling for calculating the stage of primary sublimation, as the most 
important stage in lyophilization technology. Presented are mathematical formulas, equations for the calculation of heat and mass 
transfer processes, during the removal of 90 % of all frozen ice. A model is considered that takes into account the contribution of all 
thermal effects, including the transient energy balance, taking into account the heat transfer through the side wall of the vial and radia-
tion, even if they are present in a small amount. The mathematical model can be used to optimize the lyophilization cycle, and also as 
tools for technological monitoring (using sensors based on models). The model considered in the article is a one-dimensional nonsta-
tionary state model in which the correct comprehensive transient energy balance has been introduced to describe the heat transfer 
through the glass of the vial, and the results are estimated using experimental data. The equations used in the simulation describe 
the mass and energy balances in the dried layer, taking into account the rate of adsorption/desorption of water at the interface, mass and 
heat transfer at the sublimation interface, as well as the energy balance of heat transfer in the wall of vials, shelf and other factors affect-
ing the process of sublimation. Conclusions are made on the presented mathematical models and the characteristic of the direction 
of the process of optimization of primary sublimation in lyophilization technology is given.

Key words: primary sublimation, lyophilization technology, mathematical modeling of primary sublimation, monomeric nonstationary 
state model
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Введение
Лиофилизация – сложный поэтапный процесс, 

представляющий собой удаление воды и других рас-
творителей из замороженного состояния путем соз-
дания вакуума. Данный метод приготовления лекар-
ственных форм незаменим для термолабильных 
и конформационно неустойчивых субстанций. Также 
благодаря этому способу подготовки субстанций по-
вышается их растворимость. Лиофилизация приме-
няется для создания большого спектра лекарствен-
ных препаратов, пробиотиков, вакцин, ферментов, 
липосом [1–3] и многих других препаратов, в том 
числе пептидной и белковой природы. Лиофилиза-
ты – перспективная лекарственная форма, области 
применения которой активно расширяются. При 
этом их изготовление энергозатратно и трудоемко, 
а технология чувствительна ко многим факторам, 
влияющим на качество получаемого продукта [4]. 
Выделяют 3 стадии технологического процесса лио-
филизации: этап замораживания, этап первичной 
сублимации и этап досушивания. Во время замора-
живания происходит переохлаждение раствора с об-
разованием кристаллов льда и дальнейшим затвер-
деванием жидкой фазы. Первичная сублимация – это 
этап лиофилизации, в течение которого из заморо-
женного раствора под воздействием вакуума удаля-
ется 90 % влаги. На этапе досушивания удаляется 
до значения, необходимого в конечном продукте, 
связанная влага.

Самым продолжительным, сложным и имеющим 
наибольшее количество критических значений явля-
ется этап первичной сублимации [5]. Поэтому особое 
внимание следует уделить математическому модели-
рованию процесса сублимации, так как это позволит 
детально рассчитать все параметры лиофилизации 
еще до экспериментального цикла.

Математические модели могут быть использова-
ны для оптимизации цикла лиофилизации, а также 
в качестве инструментов технологического монито-
ринга (с применением датчиков на основе моделей) 
[6–8]. Модели для процессов первичной сублимации 
в технологии лиофилизации разрабатывались перво-
начально как многомерные уравнения.

Многомерные модели для лиофилизации во фла-
конах довольно сложны, и их решение оказалось 
весьма трудоемким и не подходящим для приложе-
ния в реальном времени. Различные мономерные 
модели позже предлагались в литературе неоднократ-
но [9–11], но ни одна из них не описала влияние 
передачи тепла в стенке флакона, хотя есть сведения, 
что это может иметь большое значение для лиофи-
лизата во флаконе [12, 13]. На самом деле теплопро-
водность в стеклянной стенке редко принималась 
во внимание и в многомерных моделях, даже когда 
учитывалось излучение из внешней среды [14]. Не-

которые исследователи включили его с помощью 
метода конечных элементов для решения двумерной 
модели. Однако, несмотря на двумерный подход, 
для дальнейшей работы должны быть приняты мно-
гие упрощения. Например, молекулярная диффузия 
продумывается только в контексте массопереноса; 
парциальный градиент давления воды в высушенном 
слое предполагается линейным, и приемлемы нес-
колько параметров установки [15, 16]. Конечно, позже 
разработали теоретическую двумерную модель, изу-
чающую влияние нагрева излучением, но только для 
сублимации чистого льда, пренебрегая наличием слоя 
сухого продукта.

По этим причинам была разработана новая од-
номерная нестационарная модель состояния, в ко-
торую введен правильный всеобъемлющий переход-
ный баланс энергии, чтобы описать передачу тепла 
через стекло флакона, а результаты оценены с помо-
щью экспериментальных данных [17].

Подробная одномерная модель
Модель разработана на основе ранее опублико-

ванных работ, касающихся многомерного моделиро-
вания сублимации при типичном цикле лиофилиза-
ции в условиях радиальных тепловых градиентов, 
обычно небольших, даже когда берется в расчет из-
лучение от окружающей среды, а также сильно огра-
ничено межфазное искривление [18]. Это согласует-
ся с результатами, полученными [19] в серии 
экспериментов, когда температура в нижней цен-
тральной части флакона была равна температуре 
нижнего края в пределах неопределенности измере-
ний температуры (±0,5 °C). Конечно, многомерная 
модель для лиофилизации во флаконах является 
сложной и имеет очень трудоемкое численное решение. 
К тому же в последующих работах упущены радиаль-
ные градиенты, которые приняли сосредоточенный 
подход параметров вдоль радиальной координаты 
флакона. Позже были предложены различные моно-
мерные модели, но ни одна из них не включала ни 
теплообмена с окружающей средой из-за излучения, 
ни теплопередачи через боковую стенку. Однако но-
вая мономерная модель в этом разделе вводит пол-
ный энергетический баланс, описывая передачу 
тепла через стекло флакона в присутствии излучения 
из камеры лиофилизации. Схема флакона представ-
лена на рис. 1. Перемещающаяся граница раздела 
фаз, обозначаемая H(t), считается плоской. Начало 
оси z задается на крышке флакона. В энергетическом 
балансе значение верхней секции усреднено <Т>, 
это же применяется для температуры, и соответству-
ющее сопротивление теплопередаче должно исполь-
зоваться для продукта в радиальном направлении. 
Это довольно трудоемко, но с учетом того, что ради-
альные градиенты сильно лимитированы, <Т> можно 



22

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  3'2018  ТОм 17    vol. 17

Обзоры литературы

заменить значением на оси с температурой с незна-
чительной ошибкой.

Это позволит основывать модель температур 
на оси и на наружной поверхности флакона, для то-
го чтобы просчитать полное радиальное сопротивле-
ние передаче тепла, используя «линейный закон» 
для значений температуры между стеклом и продук-
том на границе раздела фаз как в сухом, так и в замо-
роженном слое.

Массовый баланс в высушенном слое
Далее представлено уравнение для водяного пара 

w, текущего непрерывно через высушенный слой:

∂
∂t

( p
w

T
i

) = ( R
ε

p
M

w

) 
∂N

w

∂z
 – ( R

ε
p
M

w

)
∂p

sw

∂t
, (1)

где t – время, с; p
w
 – давление водяного пара, Па; 

T
I
 – температура высушенного слоя, К; R – констан-

та идеального газа, Дж∙кмоль−1∙К−1; ε
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 – пористость 

высушенного слоя; M
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 – молекулярная масса водя-

ного пара, кг∙кмоль−1; N
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 – поток массы водяного 

пара, кг∙м−2∙с−1; z – осевая координата, м; p
sw

 – массо-
вая концентрация сорбируемой воды, с 0 < z < H (t), 
где H (t) – положение раздела фаз между высушен-
ными и замороженными слоями (см. рис. 1) и плот-
ность газа выражена с использованием закона об 
идеальном газе (так как процесс осуществляется при 
очень низком давлении).

Аналогичный баланс может быть записан для 
инертного компонента с индексом «in», где, конечно, 
нет процессов адсорбции/десорбции:
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где 0 < z < H(t). Выражения для потоков материала 
изнутри через поры высушенного слоя задаются 
следующими уравнениями согласно модели газа 
со взвешенными частицами [20, 21]:
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где N – поток массы, кг∙м−2∙с−1; M – молекулярная 
масса, кг∙кмоль−1, k

a
, k

b
, k

c
 – коэффициенты диффу-

зии; K – кнудсеновская диффузия, м2∙с−1; C
1
 – по-

стоянная, зависящая только от структуры пористой 
среды и обозначающая проницаемость относитель-
ного потока Кнудсена, м; D

w,in
 – эффективный коэф-

фициент бинарной диффузии, м2∙с−1; δ
w,in

 – свобод-
ный коэффициент бинарной диффузии, м2∙с−1; 
τ

p
 – коэффициент извитости.

Скорость адсорбции/десорбции воды на грани-
це раздела фаз между поверхностными порами 
и газовой фазой можно описать следующим уравне-
нием:
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 представляет собой массовую концентрацию 
сорбируемой воды, чтобы водяной пар находился 
в равновесии в порах на границе раздела фаз. Значе-
ния k

sw,1
 и k

sw,2
 соответственно описывают адсорбцию 

и механизмы десорбции. Если десорбция преоблада-
ет, т. е. для k

sw,1 
p

w 
(p*

sw
 – p

sw
) << k

sw,2 
p

w 
(p

sw
 – p*

sw
), урав-

нение (6) можно упростить с учетом только скорости 
десорбции. Другие законы, описывающие механизм 
десорбции, были предложены A. I. Liapis и R. Bruttini 
(1995) [22].

рис. 1. Схема геометрии флакона, построенная с помощью мерной 
системы координат и безразмерной системы координат, после осевой 
иммобилизации движущейся границы раздела фаз

z              0                                                                                                    0         ξI

                 1
       H(t)    

                                                                                                                     0        ξII

              L                                                                                                                        1

Высушенный слой I 

Замороженный слой II
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При времени t = 0 высушенный слой отсутствует, 
а парциальное давление воды p

w
0 и инертного газа p

in
0  

обнаруживаются в камере лиофильной сушки. 
Для времени t > 0 перемещение границы фаз присут-
ствует в осевом положении по z = H(t), где функция 
p

w
(T

i
) представляет термодинамическое равновесие 

между замерзшей водой и паром. В последнем случае 
T

i
 – температура движущегося фронта. Пока отсту-

пает граница раздела фаз во время сублимации, она 
оставляет пористый слой с начальной концентраци-
ей связанной воды p

s w
0. Начальные и граничные усло-

вия для уравнений равновесия математически выра-
жены следующим образом:

t = 0, z = 0, p
w
 = p

w
0     (7)

t = 0, z = 0, p
in
 = p

i n
0      (8)

t > 0, z = 0, p
w
 = p

w,
  
0
     (9)

t > 0, z = 0, p
in

 = p
0
     (10)

t > 0, z = H(t), p
w
 = p

w
(T

i
)     (11)

t > 0, z = H(t), 
∂P

in

∂Z
 |z = H(t)     (12)

t > 0, z = H(t), p
sw

 |z = H(t) = p
s
.      (13)

Энергетический баланс в высушенном слое
Энергетический баланс в высушенном слое учи-

тывает пористость продукта и газ, протекающий 
через него как псевдогомогенную систему. Таким 
образом, используют эффективные свойства, учиты-
вая вклад 2 различных фаз:

∂c

∂t
(k

I,e

p
i,b 

c
p,I,e

) 
∂2T

I

∂z2  – (
H

I,int

p
I,e 

C
p,I,e

 
2

R
gl,int

) (T
I
 – T

I,gl
) – 

– ( C
p,g

p
I,e 

C
p,I,e

) ∂
∂z

 (T
I
N

tot
) + ( ΔH

w

p
I,e 

C
p,I,e

) ∂p
sw

∂t
 (14)

с 0 < z < H(t), где общая масса потока N
tot

 дается 
как сумма потока пара N

w
 и инертного потока N

in
; 

k – теплопроводность, Дж∙м−1∙с−1∙К−1. Тепло сопро-
тивления переносу в радиальном направлении мож-
но отнести к теплопроводности флакона и продукта 
в объединенном уравнении, пренебрегая кривизной 
стенки флакона:

1
H

I,int

 = d
λ

gl

 + 
R

gl,int

k
I,e

, (15)

где h – коэффициент теплопередачи, Дж∙м2∙с−1∙К−1; 
d – толщина стекла флакона, м; λ

gl
 – теплопро-

водность стекла флакона, Дж−1∙с−1∙К; R
gl
 – радиус 

фла кона, м.
Как уже обсуждалось, для учета всех сопротивле-

ний продукта и стенки флакона необходимо прини-
мать в расчет возможную усадку продукта, которая 
создаст дополнительное сопротивление. По мере 
того как температура на оси и на внешней стенке, 
которая используется для расчета вклада излучения, 
появляется в предыдущих уравнениях, дополнитель-
ные сопротивления могут быть вставлены в уравне-
ние (15), как предложили некоторые исследователи 
[23, 24].

Начальные условия и условия на границе для 
уравнения (14):

t = 0, z = 0, T
I 
= T0,    (16)

t > 0, z = 0, – k
I,e 

∂T
I

∂z
 |z = 0 = σ F(T4

shelf – T4
I | z = 0 ),    (17)

t > 0, z = H(t), TI | z = 0 = Ti,    (18)

где F – форм-фактор для теплообмена излучением; 
σ – постоянная Больцмана, Вт∙м−2∙К−4.

Граничное условие (17) описывает теплообмен 
излучения на верхней высушенной поверхности. 
Если резиновая пробка, которая служит относитель-
но плохим проводником тепла, помещается в про-
бирку, то высохший слой можно считать практически 
изолированным в верхней части. В соответствии 
с этим предположением условие (17) станет Dz | z = 0.

Энергетический баланс в замороженном слое
Теплопроводность в замерзшей массе и накопле-

ние тепла, так же как и теплообмен со стороны фла-
кона, рассматриваются в уравнении энергетического 
баланса для замороженного продукта

∂T
II

∂t
= ( k

II

p
II 

c
p,II

) 
∂2T

II

∂z2  – (
h

II,int

p
II 

c
p,II

 
2

R
gl,int

) (T
II
 – T

II,gl
) (19)

с H(t) < z < L. Аналогично отношению (15) внутрен-
него тепла коэффициенту передачи h

II,int
 задаются 

значения

1
h

II,int

 = 
d

λ
gl

 + 
R

gl,int

k
II

. (20)

Заключения, сделанные для уравнения (15), 
справедливы и в данном случае; влияние усушки 
может быть уместно в случае чистого льда, но для 
замороженного раствора должно быть незначитель-
но. Начальные и граничные условия для уравнения 
(19):
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t = 0, 0 < z < L, T
II
 = T0,    (21)

t > 0, z = H(t), T
II|z = H(t) 

 = T
i
,    (22)

t > 0, z = L, k
II 

∂T
II

∂z
 |z = L = Kv(Tshelf – TII | z = L ),    (23)

1
K

v

 = 
d

B

λ
gl

 + 1
h

v

,    (24)

где K
v
 – общий коэффициент теплопередачи,  

Дж∙м−2∙с−1∙К−1; d
B
 – толщина стеклянного дна фла-

кона, м.
Можно рассмотреть 2 разных случая:
1) если ампулы расположены непосредственно 

на полке, в состоянии (23) соприкосновения полки 
с флаконом, коэффициент теплопередачи K

v
 можно 

рассчитать как сопротивление стекла на дне флакона 
в сочетании с внешним сопротивлением теплопере-
даче 1/h

v
, что может быть обозначено как сумма 

вкладов конвективного тепла и излучения [15, 16]:

hv = 
k

a 0  
p(273,15/T

g
)1/2

k + l
a 0  

p(273,15/T
g
)1/2

 + 

+ 
σ(T 2shelf + T 2gl) (Tshelf + Tgl)

1 + ((eshelf + 1)/eshelf ) + ((egl + 1)/egl)
, (25)

где 
0 

– свободная молекулярная теплопроводность 
газа при 273,15 К; T

g
 равно среднему значению тем-

пературы между нижней поверхностью флакона 
и поверхностью полки; Т

gl
 – температура нижней 

поверхности флакона; α − коэффициент размещения 
с учетом эффективности передачи энергии между 
молекулами газа и эффективной поверхностью стек-
ла и полки; k – средняя теплопроводность газа в тем-
пературном интервале T

shelf
 – T

gl
.

В уравнении (25) прямое проведение от полки 
к стеклу в точках контакта не учитывается. Если этим 
вкладом нельзя пренебречь, дополнительный коэф-
фициент тепла h

dc
 должен быть добавлен к h

v
;

2) если пробирки помещаются в лоток, который 
затем выгружается на полку, это дополнительное 
сопротивление должно быть рассмотрено в уравне-
нии (24). Уравнение (25) будет использовано для ко-
эффициента теплопередачи флакона/подноса, заме-
няя T

tray
 на T

shelf
.

Массо- и теплоперенос  
на сублимационной границе раздела фаз
Скорость продвижения сублимационной грани-

цы фаз v
z
 связана со скоростью сублимации и может 

быть определена через материальный баланс прохож-
дения пара через границу раздела фаз:

N
w|z = H 

S = –p
II
v

z
S + p

I,e
v

z
S. (26)

Уравнение (26) указывает, что разница между 
скоростью исчезновения массы замороженного слоя 
и скоростью образования массы высушенного слоя 
равна скорости потока пара на границе раздела фаз. 
Если скорость передвижения границы раздела фаз 
выражается как v

z 
= dH/dt, динамический рост гра-

ницы раздела фаз во время сублимации можно запи-
сать как

∂H
∂t

 = 
–1

p
II
 – p

I,e

 N
w
|z = H (27)

при z = H(t) и начальном условии h = 0, когда t = 0.
Тепловые балансы в замороженном продукте 

и в пористом слое соединяются в движущемся фрон-
те границы раздела фаз уравнением, которое дает 
изменение энтальпии через представленную границу:

c
p,g

T
i
N

w|z = H
 S + ∆H

s
N

w|z=H
 S = –k

II
 
∂T

II

∂z
 | 

z = H
 S +

+ k
I,e

 
∂T

I

∂z
 | 

z = H
 S – p

II
 c

p,II
 v

z
 T

i
S + p

I,e
 c

p,I,e
v

z
 T

i
S (28),

где С
p
 – удельная теплоемкость.

При разработке уравнения (28) учитывалось вли-
яние разных факторов: физическое тепло водяного 
пара, покидающего границу раздела фаз, и скрытое 
тепло, связанное с изменением проводимости фазы 
в слоях I и II и изменениями в теплоемкости продук-
та из-за конвертации бесконечной части заморожен-
ной массы до высушенной. Получено объединяющее 
уравнение (26)–(28) с окончательной формой энер-
гетического баланса при движении границы фаз:

Дверь

1 3 5

2 4 6

рис. 2. Схема расположения флаконов. Термопары, вставленные 
во флаконы, закрашены черным цветом. Пунктирными кругами обо-
значены флаконы, находящиеся на границе
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–k
II
 
∂T

II

 ∂z
 |z = H + k

I,e
 
∂T

I

∂z
 |z =

H – N
w|z = H

 [∆c
p 
T

i
 + ∆H

s 
] = 0 (29)

с z = H(t), где T
i
 = T

I|z = H(t)
 = T

II|z = H(t)

 
и ∆c

p
 = c

p,g 
– ((p

II
 c

p,II
 – p

I
 c

p,I e
) / (p

II 
– p

I,e
)).

Энергетический баланс во флаконе
Теплообмен во флаконе моделируется с учетом 

условий накопления и проводимости. Передача теп-
ла излучением от окружающей среды камеры и вну-
тренний теплообмен с продуктом учитываются 
в разработке уравнений баланса. Для части флакона, 
находящегося в контакте с высушенным продуктом, 
мы получаем

∂T
I,gl

∂t
 = (

λ
gl

p
gl 

c
p,gl

) 
∂T

I,gl

∂z2  + (
h

I,int

p
gl 

c
p,gl

 
2R

gl,int

R2
gl,ext

 – R2
gl,int

) + 

(
1

p
gl 

c
p,gl

 
2R

gl, ext

R2
gl,ext

 – R2
gl,int

) σF (T4
I,gl

 – T4
w
, (30)

при 0 < z < H(t). В то время как часть флакона кон-
тактирует с замороженным слоем, уравнение тепло-
вого баланса достигается отношением

∂T
I,gl

∂t
 = (

λ
gl

p
gl 

c
p,gl

) 
∂2T

II,gl

∂z2  + (
h

II,int

p
gl 

c
p,gl

 
2R

gl,int

R2
gl,ext

 – R2
gl,int

) × 

× (T
II
 – T

II,gl
) + (

1

p
gl 

c
p,gl

 
2R

gl,ext

R2
gl,ext

 – R2
gl,int

) σF (T4
II,gl

 – T4
w
 (31)

при H(t) < z < L. Для флаконов, расположенных в цент-
ре полки предполагается, что они полностью окру-
жены соседними флаконами (рис. 2), поэтому хоро-
шо защищены от теплообмена с окружающей средой. 
В этом случае значениями теплового излучения 
в уравнениях (30) и (31) можно пренебречь, что при-
водит к совершенно изолированной системе, отда-
ленной от бортика камеры. И наоборот, значения, 
показывающие излучение, нужно принять во внима-
ние, имитируя флаконы, находящиеся на краю пол-
ки, которые не экранируются соседними флаконами.

В начале фазы высушивания предполагается, что 
продукт находится в тепловом равновесии, т. е. при 
такой же начальной температуре T0. В верхней 
и в нижней частях флакона граничные условия ана-
логичны условиям, заданным для достижения энер-
гетического баланса в замороженном слое. В соот-
ветствии с движущейся границей раздела фаз z = H (t) 
температура в боковой стенке флакона и ее первая 
производная вводятся как непрерывная функция 

от z. Начальные и граничные условия могут быть 
записаны следующим образом:

t = 0, 0< z < L, T
I, gl

 = T
II, gl 

= T0, (32)

t > 0, z = 0, λ
gl
 
∂T

I,gl

∂z
 |

z = 0
 = σF(T4

shelf
 – T4

I,gl
 
| z = 0

), (33)

t > 0, z = H(t), T
II | z = H(t)

 = T
II,gl | z = H(t)

, (34)

t > 0, z = H(t), 
∂T

I,gl

∂z
 | z = H(t) = 

∂T
II,gl

∂z
 | z = H(t), (35)

t > 0, z = L, λ
gl
 
∂T

II,gl

∂z
 |
z = L

 = K
v
(T

shelf
 – T

II,gl
 
| z = L

), (36)

Расчет результирующего уравнения
Уравнения модели определяют проблему движу-

щейся границы, также известную как проблема Сте-
фана. Решение результирующей системы уравнений 
будет подразумевать использование пространствен-
ной сетки, развивающейся во времени, поскольку 
положение сублимационной границы раздела фаз 
не фиксировано. Чтобы преодолеть эту проблему, 
можно использовать математический метод, состоя-
щий в осевой иммобилизации подвижной межфаз-
ной границы. После процедуры, предложенной 
P. Sheehan и A. I. Liapis (1998) [16], иммобилизацию 
можно выполнить путем введения 2 осевых перемен-
ных − ξI, ξII ϵ[0, 1], получая таким образом фиксиро-
ванную во времени пространственную сетку:

ξI = 
z

H(t)
,0 < z < H(t), (37)

ξII = 
z – H(t)
L – H(t)

, H(t) < z < L, (38)

где L – общая толщина продукта, м.
Для решения задачи каждая функция (z, t), 

а именно температуры, давления и т. д. и их произ-
водные преобразуются соответственно изменению 
координат по уравнениям (37) и (38).

Численное решение задачи можно выполнить, 
дискретизируя пространственные области системы 
и преобразуя таким образом систему PDE в систему 
ODE. Ортогональный метод коллокаций был исполь-
зован для вычисления решения в узлах дискретизи-
рованной области: неизвестное решение дифферен-
циального уравнения расширяется как глобальный 
интерполятор, такой как тригонометрическая или 
полиномиальная функция [22, 23]:

f(x)  ∑
 j = 0

 f(x
j
)l

j
(x)n + 1 , (39)

где x
0
 и x

n + 1
 – точки, где граничные условия опреде-

лены; {x
j
} − набор из n различных интерполяционных 

узлов; l
j
 – лагранжевы интерполяционные многочле-

ны степени n, удовлетворяющие условию
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l
j
 (x

j
) = δ

ij
, (40)

и, следовательно, определяющиеся как

l
j
 (x) = ∏n

i = 1, i ≠ j
 

x –x
i

x
j
 – x

i
. (41)

Наилучшим выбором для интерполяции узлов 
являются корни ортогональных многочленов, такие 
как многочлены Якоби, Лагерра и Эрмита. Для ко-
нечной области, как и в случае переменных для на-
шей задачи, подходящий выбор – многочлены Яко-
би P

N
(A,B) (A > –1, B > –1). В результате предыдущих 

рассуждений пространственная область описывается 
координатами (37) и (38), они дискретизированы 
следующим образом:

− домен I (0 < ξI <):NI осевые узлы, {ξI
k
}

k = 1
, задан-

ные корнем P (1, 1);

− домен II (0 < ξII <):NII осевые узлы, NII

{ξI
k
}

k = 1
, 

заданные корнем P (1, 1) .

Найдено, что ряд узлов NI = NII = 8, что дает не-
зависимые сетки, тогда как выбор параметров (a, b) 
выполнен в соответствии с геометрическими сооб-
ражениями [9]. Что касается временной интеграции 
дискретизированной системы ODE, были использо-
ваны формулы многоэтапного метода, основанного 
на обратном дифференцировании.

Результаты сравнения моделей с эксперимен-
тальными результатами, полученными с помощью 
серии циклов лиофилизации, проведенной в Labora-
toire d’Automa tique et de Génie des Procédés (LAGEP), 
CPE Lyon (Франция) в пилотном блоке Usifroid, под-
тверждают математические уравнения, обоснования 
и допущения, используемые при выведении пред-
ставленных моделей [25].

Оптимизация процесса
Давление в камере и температура нагрева полки 

сублимационной сушки являются двумя наиболее 
важными рабочими переменными процесса, а масса 
и теплопередача строго зависят от этих переменных. 
Кроме того, изменение действующих условий для 
улучшения теплообмена может препятствовать мас-
сопереносу, так как давление оказывает противопо-
ложное влияние на эти два явления. Тем не менее 
оно должно быть оптимальным в рабочих условиях, 
чтобы минимизировать время первичной сушки. 

С этой целью принята детальная мономерная модель 
для теоретического исследования влияния основных 
рабочих переменных во время сушки, чтобы опреде-
лить условия, которые минимизируют время высы-
хания. Можно заметить, что для температуры полки 
T

shelf
 может быть найдено условие оптимального 

давления, которое обеспечивает минимальное время 
высыхания. Если лиофилизация проходит при очень 
глубоком вакууме, то увеличение давления приводит 
к уменьшению времени высыхания, поскольку улуч-
шается теплопередача. Однако когда давление под-
нимается выше определенного значения, время 
сушки начинает увеличиваться, поскольку прижим-
ное давление для массопереноса становится слиш-
ком слабым и сублимация происходит медленно. 
Неконтролируемое увеличение температуры опасно 
тем, что продукт может подвергаться денатурации 
в местах, где проходит граница раздела фаз [25–27].

Заключение
Математическое моделирование этапа первичной 

сушки процесса лиофилизации имеет основополага-
ющее значение для оптимизации и теоретического 
расчета основных параметров (в частности рассмотре-
на одномерная модель нестационарного состояния).

Предложено ввести в модель переходный энерге-
тический баланс, не учтенный ранее, который опи-
сывает передачу тепла вдоль стенок флакона. Оце-
нены экспериментальные данные по этой модели, 
полученные во время пилотной лиофилизации [27].

Показана важность таких температурных вкла-
дов, как перенос тепла через боковую стенку флакона 
и излучение, даже если они присутствуют в незначи-
тельном количестве, поскольку при моделировании 
процессов сушки сокращается время сушки и дости-
гается более высокая температура продукта.

Подробная модель лучше подходит для предска-
зания динамики фазы процесса первичной сушки, 
позволяет исследовать условия эксплуатации, а имен-
но температуры полки и давления в камере, чтобы 
свести к минимуму продолжительность первичного 
этапа сублимации.

Число переменных, участвующих в подробной 
модели, и сложность математической формулировки 
не позволяют использовать ее для контроля лиофи-
лизации непосредственно во время процесса. Поэ-
тому в дальнейшем для контроля и мониторинга 
процессов в реальном времени должны быть разра-
ботаны переходная и упрощенные модели.
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диалоГ меЖдУ аУтоФаГией и ЖелеЗом 
При ПроГреССии меланомы

а. а. вартанян, о. С. Бурова, Ю. а. Хоченкова, м. а. Барышникова
ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24

Контакты: Амалия Арташевна Вартанян zhivotov57@mail.ru

Введение. Аутофагия – катаболический процесс удаления отработанных органелл, долгоживущих белков и продуктов рас-
пада с помощью двухмембранных фагосом – в опухолевых клетках имеет патологически повышенную активность, и неэф-
фективность химио- и радиотерапии во многом связывают с активацией аутофагии. Среди металлов, необходимых живому 
организму, железо занимает особое место. Стремительный рост злокачественной опухоли требует значительно большего 
расхода железа, нежели метаболизм нормальных клеток.
Цель исследования – выявление взаимосвязи между аутофагией и железом в прогрессии опухоли.
Материалы и методы. В работе были использованы 2D- и 3D-культивирование клеток меланомы c высокой экспрессией CD71 (mel 
P and mel Z) и с низкой экспрессией CD71 (mel Gus and mel Ibr), проточная цитофлуориметрия, флуоресцентная микроскопия.
Результаты. Захват железа опухолевой клеткой происходит посредством транслокации комплекса «трансферрин/CD71» 
в цитоплазму с последующей диссоциацией железа из комплекса. Хелатор железа в клетках меланомы с высокой экспресси-
ей CD71 снижал базовый уровень аутофагии, в то время как донор железа повышал базовый уровень аутофагии. В присутствии 
донора железа клетки меланомы формировали в 3D-культуре сосудистоподобные структуры с многочисленными разрывами 
в сети. Хелатор железа сохранял способность клеток меланомы мигрировать и узнавать друг друга, формирование сосу-
дистоподобных структур не наблюдалось. Аналогичная закономерность сохранялась и в клетках меланомы с низкой экспрес-
сией CD71. В контрольных клетках меланомы экспрессия CD105 была значительно выше в клетках меланомы с высокой 
экспрессией CD71. В таких клетках хелатор железа повышал экспрессию CD105 на 50 ± 5 %, в клетках меланомы с низкой 
экспрессией CD71 хелатор железа повышал в 8 раз число клеток, экспрессирующих CD105. Донор железа также повышал 
экспрессию CD105 на 35 ± 4 % в клетках меланомы с высокой экспрессией CD71. В клетках меланомы с низкой экспрессией 
CD71 донор железа снижал экспрессию CD105 на 300 ± 3 %.
Заключение. Активация аутофагии способствует выживанию опухолевых клеток при генотоксическом стрессе, запуская 
ряд метаболически важных функций клетки с участием железа.

Ключевые слова: аутофагия, железо, меланома, CD71, CD105

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-3-29-35

CROSSTalK BETwEEN auTOPhaGy aNd IRON IN MElaNOMa PROGRESSION

A. A. Vartanian, O. S. Burova, Yu. A. Khochenkova, M. A. Baryshnikova

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Introduction. Autophagy, a catabolic process of protein and organelle recycling by transferring defective cytoplasm and organelles into 
double-membraned vesicles to degrade and regenerate materials, plays a critical role in maintaining energy homeostasis. Inefficiency 
chemo-and radiotherapy is largely associated with the activation of autophagy. Among the metals needed by the living organism, iron 
occupies a special place. The rapid growth of malignant tumors requires much more iron than the metabolism of normal cells.
Objective. To elucidate the relationship between autophagy and iron in melanoma progression.
Materials and methods. In this study we used 2D- and 3D-culturing of melanoma cells with high expression of CD71 (mel P and mel Z) 
and low expression of CD71 (mel Gus and mel Ibr), flow cytometry and fluorescence microscopy.
Results. The uptake of iron in cancer cells occurs through translocation of the complex of transferrin/receptor (CD71) in the cytoplasm 
with subsequent dissociation of iron from the complex. Chelation of iron by deferroxamine in melanoma cells mel P and mel Z reduced 
the level of autophagy about 2-fold. In the presence of an iron donor ferrum ammonium citrate the level of autophagy increased 2.5-
fold. The same correlation was observed in melanoma cells with low expression of CD71. Chelation of iron in melanoma cells with high 
CD71 expression blocked the formation of capillary-like structures. In the presence of an iron donor the formation of capillary-like 
structures was also not observed. The same correlation was observed in melanoma cells with low expression of CD71. There was an in-
crease in CD105 expression about 50 ± 5 % and 800 ± 50 % under the condition of iron chelation in melanoma cells with high and low 
expression of CD71, respectively. Quite unexpectably, iron donor also increased expression of CD105 about 35 ± 4 % and 300 ± 3 % 
in melanoma cells with high and low expression of CD71, respectively.
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Conclusions. The activation of autophagy promotes the survival of tumor cells by triggering a number of metabolic functions with the par-
ticipation of iron.

Key words: autophagy, iron, melanoma, CD71, CD105

Введение
Аутофагия – древнейший механизмам регуляции 

клеточного гомеостаза. Посредством аутофагии клет-
ка избавляется от поврежденных органелл и долго-
живущих белков, регулируя состав цитозоля и разме-
ры эндоплазматической сети. Благодаря аутофагии 
становятся возможны расщепление собственных 
макромолекул и повторное их использование для 
поддержания нормальной жизнедеятельности клет-
ки [1]. Непрерывно работающая система аутофагии 
поддерживает также концентрацию токсичных мета-
болитов клетки на безопасном уровне [2]. Аутофа-
гия – процесс избирательный и строго регулируемый. 
Нарушенная регуляция или сниженная активность 
аутофагии приводят к неизбежным ошибкам, по-
следствиями которых могут быть самые разнообраз-
ные патологии – от злокачественных заболеваний 
до нейродегенеративных расстройств [3]. При злока-
чественных заболеваниях на ранних стадиях опухо-
левой трансформации клетки активация аутофагии 
проявляет противоопухолевый эффект, способствуя 
развитию защитного механизма. На поздних стадиях 
заболевания, при гипоксии, лучевой терапии или 
действии цитотоксических противоопухолевых пре-
паратов аутофагия используется опухолевой клеткой 
как механизм выживания и может стать причиной 
лекарственной устойчивости и быстрой прогрессии 
опухоли [4]. Результаты, полученные в нашей лабо-
ратории, позволили идентифицировать ранее не опи-
санную в литературе функцию аутофагии – участие 
в сигнальных путях, вовлекающихся в формирование 
сети васкулярных каналов опухолевыми клетками, 
васкулогенной мимикрии (ВМ), которая может ча-
стично компенсировать недостаточно быстрое раз-
витие в опухоли кровеносной микроциркуляторной 
сети [5–7].

Стремительный рост злокачественной опухоли 
требует значительно большего расхода железа, нежели 
метаболизм нормальных клеток. У онкологических 
больных дефицит железа обнаруживается постоянно. 
Опухолевые клетки активно «изымают» из крови 
трансферрин (Tf), переносчик железа [8]. CD71 – 
рецептор трансферрина, практически единственный 
белок, участвующий в транспорте железа в клетку. 
Взаимодействие комплекса железо–трансферрин 
с рецептором приводит к интернализации комплек-
са CD71/Tf/Fe3+ в клетку. В клетке железо диссоци-
ирует из комплекса, а рецептор и трансферрин неза-
висимо возвращаются на поверхность клетки. Захват 

железа тем значительнее, чем больше масса самой 
опухоли и чем более она злокачественна. Одной из 
причин такого активного поглощения железа опухоле-
выми клетками может стать необходимость этого ме-
талла как кофактора рибонуклеотид редуктазы, фер-
мента, конвертирующего рибонуклеотид трифосфаты 
в дезоксирибонуклеотид трифосфаты, необходимые для 
биосинтеза дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) 
[9]. Железо является также активной частью дыхатель-
ных ферментов (при его недостатке ткани не могут 
усваивать кислород [10]) и участвует в генерации аде-
нозинтрифосфата – источника биологической энер-
гии в живых организмах [11]. Реалистичным выглядит 
сценарий, согласно которому одной из основных при-
чин смертности от рака являются расстройства, вы-
званные нарушением обмена железа в организме [12].

Целью нашей работы стало получение экспери-
ментального подтверждения существования взаи-
мосвязи между аутофагией и железом при меланоме.

Материалы
Цитрат железа (II) аммония (FAC) (#F5879), де-

фероксамин мезилат (DFO) (#D9533) и монодансил-
кадаверин (monodansylcadaverine, MDC #D4008) были 
приобретены у Sigma-Aldrich Corporation (США). 
Антитела к CD105 FITC- или PE-конъюгированные 
были получены от Miltenui Biotec (Германия) и анти-
тела к CD71 FITC-конъюгированные были получены 
от NOVUS Biological, LLC (США).

Методы
Культура клеток
В работе использованы клеточные линии мела-

номы mel Z, mel Р, mel Gus и mel Ibr, выведенные 
из опухолевого материала пациентов, находившихся 
на лечении в НИИ клинической онкологии ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России [13]. Клетки культивировали в полной среде 
RPMI-1640, содержащей 10 % телячьей эмбриональ-
ной сыворотки, 2 ммоль/мл глутамина и 0,1 мг/мл 
гентамицина. Клетки поддерживали в логарифмиче-
ской фазе роста постоянным пересевом культуры 
через 2–3 дня. Жизнеспособность клеток определяли 
методом МТТ. В экспериментах использовали клетки 
70–75 % конфлюентности.

3D-культура
На дно 24-луночного планшета на льду быстро 

наносили 100 мкл матригеля (8,7 мг/мл), планшет 
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оставляли при комнатной температуре на 1 ч и затем 
помещали в CO

2
 инкубатор на 30 мин. Клетки с не-

цитотоксическими концентрациями донора или хе-
латора железа добавляли в количестве 2 × 105 в полной 
среде RPMI-1640 на гелевую матрицу и продолжали 
инкубировать при 37 °C в СО

2
 инкубаторе. Форми-

рование сосудистоподобных структур (СПС) наблю-
далось через 14–16 ч роста клеток на матригеле.

Окрашивание клеток MDC
Клетки меланомы в течение ночи инкубировали 

с донором (FAC) или хелатором железа (DFO). Утром 
среду замещали свежей и добавляли 0,05 ммоль MDC 
в RPMI-1640 без сыворотки, инкубировали 20–30 мин 
при 37 °С в СО

2 
инкубаторе. Далее клетки 3 раза про-

мывали ледяным натрий-фосфатным буфером и не-
медленно определяли флуоресценцию на флуорес-
центном микроскопе IN Cell Analyzer (GE Healthcare, 
США).

Определение экспрессии CD105 и CD71
Фенотипирование антигенов клеточной поверх-

ности проводили в реакции прямой иммунофлуорес-
ценции. 1 × 105 клеток трижды промывали PBS pH = 
7,5 и ресуспендировали в PBS. В каждую пробирку 
с клетками добавляли моноклональные антитела, 
меченные FITC или PE, и инкубировали в течение 
30 мин при +4 °С. Клетки дважды промывали PBS от 
несвязавшихся антител и ресуспендировали в 200 мкл 
PBS, содержащем 1 % формалин. Экспрессию анти-
генов CD105 и CD71 на клеточной поверхности 
оценивали на проточном цитофлуориметре FACS 
CantoII (Becton Dickinson, США). В каждой пробе 
анализировали до 10 тыс. событий. Анализируемый 
гейт устанавливали на основании комбинации све-
торассеивания и размера клеток.

Результаты и обсуждение
В работе были использованы клеточные линии 

меланомы кожи mel P и mel Z с высокой экспресси-
ей CD71, а также mel Ibr и mel Gus с низкой экспрес-
сией CD71.

Об уровне аутофагии в клетках меланомы судили 
по изменениям, происходящим в необратимой ста-
дии аутофагии. Активация аутофагии сопровождает-
ся протеолитическим расщеплением белка LC-3 
(Atg8) в изоформу LC-3A. Его конъюгация с фосфа-
тидилэтаноламином приводит к образованию LC-3B 
формы, которая и встраивается в мембрану аутофа-
госомы. В процессе сборки аутофагосомы участвует 
только LC-3В изоформа белка. Недавно был предложен 
другой метод для мониторинга аутофагии – окра-
шивание аутофагосом флуоресцентным красителем 
монодансилкадаверином (MDC). Избирательное 
аккумулирование MDC в аутофагосомах посредст-

вом специфического взаимодействия с липидами 
мембран аутофагосом свидетельствует о переходе 
аутофагии в необратимую фазу. Ранее нами было 
показано, что экспрессия LC-3B в клетках мелано-
мы, определенная методом иммунофлуоресценции 
на проточном цитофлуориметре, строго коррелирует 
с флуоресценцией MDC [5]. И потому в этом иссле-
довании за базовым уровнем аутофагии мы следили 
по флуоресценции MDC. В предварительных иссле-
дованиях были подобраны концентрации донора 
железа, FAC и хелатора железа, DFO, не индуциру-
ющие гибель клеток. На рис. 1 представлены резуль-
таты, свидетельствующие о влиянии не цитотокси-
ческих концентраций донора железа (100 мкг/мл) 
и хелатора железа (100 мкМ) на базовый уровень 
аутофагии в клетках меланомы, использованных 
в данном исследовании. Базовый уровень аутофагии 
в клеточных линиях mel P и mel Z с высокой экспрес-
сией СD71 (50 ± 3 и 64 ± 3 % соответственно) был 
значительно выше, чем в клеточных линиях mel Gus 
и mel Ibr с низкой экспрессией CD71 (2,8 ± 0,05 
и 5,3 ± 1 % соответственно). Поскольку высокозло-
качественный фенотип коррелирует с высоким уров-
нем аутофагии в клетках меланомы [5], полученные 
нами результаты позволяют предположить, что ионы 
железа вовлекаются в процессы, поддерживающие 
агрессивность клеток меланомы. Подтвердить это 
нам удалось исследованием вклада донора и хелато-
ра железа в базовый уровень аутофагии. Донор желе-
за в клетках меланомы с высокой экспрессией CD71 
mel P и mel Z повышал базовый уровень аутофагии 
в 2,5 раза, а хелатор железа понижал его в 2 раза (рис. 
1а–в). Аналогичная закономерность наблюдалась 
и на 2 других клеточных линиях меланомы Mel Gus 
и Mel Ibr с низкой экспрессией CD71 (рис. 1г–е). 
Полученные нами данные о снижении базового 
уровня аутофагии хелатором железа в клетках мелано-
мы как с высокой, так и с низкой экспрессией CD71 
указывают на то, что железо является необходимым 
компонентом поддержания высокоагрессивного фе-
нотипа клеток меланомы. Подтверждением нашей 
гипотезы послужили опубликованные недавно дан-
ные о том, что в экспериментальной модели рака 
легкого на C57/Black-мышах рост рост опухоли за-
метно снижался в ответ на бевацизумаб у мышей 
с низким содер жанием сывороточного железа [14]. 
Низкий уровень железа в крови С57/Black-мышей 
поддерживали железодефицитной диетой.

По данным иммуногистохимического анализа, 
низкая экспрессия CD71 на опухолевых клетках 
коррелирует с меньшей частотой выявления мета-
стазов и более высокой общей и безрецидивной вы-
живаемостью больных [15]. Для выяснения роли 
железа в прогрессии меланомы, в частности при пе-
реходе опухоли в фазу более агрессивного роста, 
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нами была использована способность клеток мела-
номы формировать васкулярную сеть в опухоли. 
На сегодняшний день получены убедительные дока-
зательства, подтверждающие, что васкулярные кана-
лы формируют опухолевые клетки с высоко злокаче-
ственным фенотипом, слабоагрессивные опухолевые 
клетки таких структур не образуют [16]. В качестве 
in vitro теста ВМ используется формирование СПС 
в 3D-культуре, на гелевой матрице. Поведение кле-
ток меланомы с высокой экспрессией CD71 и низкой 
экспрессией CD71 в 3D-культуре заметно отлича-
лось. Mel P- и mel Z-клетки формировали СПС к 5–6 ч 
роста на матригеле, и эти структуры были стабильны 
в течение 20–24 ч. Mel Gus и mel Ibr формировали 
СПС к 3–4 ч роста на матригеле, к 6–7 ч роста клеток 
на матригеле наблюдался спонтанный распад СПС. 
По всей видимости, концентрация железа в среде 
(3 мкМ) при культивировании клеток полностью 
покрывает необходимость этого металла для проли-
ферации опухолевых клеток с низкой экспрессией 
CD71, но не обеспечивает достаточного поступления 
железа в клетку, необходимого для поддержания ста-
бильности СПС. Донор железа изменял геометрию 
СПС, сформированных клетками меланомы с высо-
кой экспрессией CD71 mel Z (рис. 2а, б). Когда mel 
Z росли в присутствии хелатора железа, клетки не-
нормально вытягивались, формирование СПС 
в 3D-культуре не наблюдалось (рис. 2в). Представ-
ленные результаты были воспроизведены на другой 
клеточной линии меланомы, активно экспрессиру-
ющей CD71, – mel Р (данные не приводятся) и под-
твердили выявленную закономерность: хелатор же-

леза и в несколько меньшей степени донор железа 
блокируют формирование СПС. Клетки меланомы 
с низкой экспрессией CD71 mel Gus и mel Ibr в при-
сутствии хелатора железа полностью теряли способ-
ность к коммуникации, необходимую для форми-
рования СПС. Донор железа не восстанавливал 
способность этих клеток формировать СПС (рис. 2г–е). 
Формирование СПС в 3D-культуре происходит пу-
тем последовательных событий. Клетки останавли-
вают пролиферацию, мигрируют, узнают друг друга, 
формируя контакты посредством VE-кадгерина, уд-
линяются, прикрепляются к внеклеточному матрик-
су и формируют СПС. Нами и другими исследовате-
лями было показано, что становление ВМ зависит 
от Са2+-чувствительной перестройки актинового 
цитоскелета, включая как изменение формы клетки, 
так и создание адгезивных сайтов, необходимых для 
подвижности клетки, ее удлинения и формирования 
контактов между клеткой и внеклеточным матриксом 
[16, 17]. По всей видимости, дефицит железа отража-
ется на доступности Са2+, необходимой для реорга-
низации актина и формирования васкулярной сети 
опухолевыми клетками. Полученные нами данные 
о блокировании формирования СПС хелатировани-
ем железа открывают новые возможности ингибиро-
вания кровоснабжения опухоли.

Было также изучено влияние железа на экспрес-
сию эндоглина (CD105). CD105 является белком- 
рецептором суперсемейства TGF-β, регулирующим 
процессы ангиогенеза, независимые от VEGF. CD105 
с высокой плотностью экспрессирован на эндотелии 
сосудов растущих опухолей и служит ключевым 

рис. 1. Влияние хелатора железа, DFO, 100 мкМ (а, б, д), и донора железа FAC, 100 мкг/мл (в, е), на базовый уровень аутофагии в клетках 
меланомы с высокой экспрессией СD71 – mel Z и с низкой экспрессией СD71 – mel Gus. Контроль – а, г. Базовый уровень аутофагии опреде-
ляли интенсивностью флуоресценции красителя MDC × 20. Представленные данные отражают результаты 3 независимых экспериментов
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элементом механизмов, определяющих состояния 
покоя или активации клеток эндотелия [18]. Наряду 
с эндотелием CD105 присутствует на мембранах кле-
ток стромы опухолей и самих опухолевых клеток [19]. 
Было показано, что высокая экспрессия CD105 
на клетках меланомы коррелирует с агрессивностью 
новообразований и неблагоприятным прогнозом [20]. 

Экспрессия CD105 была значительно выше в клетках 
меланомы с высокой экспрессией CD71, чем в клет-
ках с низкой экспрессией CD71. В этих клетках хе-
латор железа повышал экспрессию CD105 на 50 ± 4 % 
(рис. 3а, б). В клетках меланомы с низкой экспрес-
сией CD71 хелатор железа активировал экспрес-
сию CD105, в 8 раз увеличивалось число клеток 

рис. 2. Влияние донора железа FAC, 100 мкг/мл (а, б), и хелатора железа DFO, 100 мкМ (а, в), на формирование сосудистоподобных струк-
тур на матригеле клетками меланомы mel Z и mel Gus (г, д) и (г, е), ×20

рис. 3. Влияние донора железа FAC, 100 мкг/мл (а, б и г, д), и хелатора железа DFO, 100 мкМ (а, в и г, е), на уровень экспрессии CD105 
в клетках меланомы mel Z и mel Gus. Экспрессию CD105 определяли проточной цитофлуориметрией с использованием антител к CD105. 
В каждой пробе анализировали до 10 тыс. событий. Анализируемый гейт устанавливали на основании комбинации светорассеивания и раз-
мера клеток. Представленные данные отражают результаты 3 независимых экспериментов
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с экспрессией CD105. Следует отметить, что высокая 
экспрессия CD105 характерна для клеток меланомы, 
метастазирующих в мозг [20]. Несколько неожидан-
ным оказалось поведение клеток меланомы в при-
сутствии донора железа. Донор железа в клетках 
меланомы с низкой экспрессией CD71 снижал экс-
прессию CD105 на 300 ± 20 %, в клетках же мелано-
мы с высокой экспрессией CD71 наблюдалось повы-
шение экспрессии CD105 на 60 ± 2 %. Мы 
предполагаем, что дефицит железа в клетках мелано-
мы активирует ряд сигнальных путей, под контролем 
которых находится экспрессия CD105.

Заключение
В последние годы с развитием молекулярно-био-

логических технологий понимание метаболизма 
железа значительно расширилось. Выяснилось, что 
опухолевые клетки репрограммируют метаболизм 
железа, активируя экспрессию рецептора трансфер-
рина (CD71) и подавляя экспрессию ферритина, 
депонирующего железо в клетке. С другой стороны, 
одной из составляющих лекарственной резистентно-
сти является активация аутофагии. Для выяснения 
взаимосвязи между аутофагией и железом в прогрес-

сии меланомы мы использовали 2 типа клеток мела-
номы – с высокой и низкой экспрессией CD71. Мы 
показали:

 – что высокая экспрессия CD71 коррелирует с вы-
соким базовым уровнем аутофагии;

 – хелатирование железа изменяет цитоскелет клетки;
 – дефицит железа в клетках меланомы сопровожда-
ется повышением экспрессии CD105.
Полученные нами результаты согласуются с ре-

зультатами ранее опубликованных работ о роли же-
леза в метаболизме опухолевых клеток. Было пока-
зано, что использование терапевтических антител 
к CD71 или конъюгатов трансферрина, которые 
связывались с CD71 и интернализовались в клетку, 
способствовало повышению эффективности цито-
токсической химиотерапии [21]. Другим подтверж-
дением по лученных нами результатов являются 
данные о том, что захват железа посредством ком-
плекса CD71/трансферрин был заметно повышен 
у стволовых клеток глиобластомы по сравнению 
с нестволовыми клетками [22]. Все это подводит нас 
к идее, что железо, по всей видимости, может стать 
еще одной мишенью для терапии злокачественных 
заболеваний.
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иммУниЗаЦия рекомБинантным Белком PRaME 
Замедляет роСт PRaME-ЭкСПреССирУЮщей 

оПУХоли У мыШей

Ю. П. Финашутина1, н. а. лыжко1, н. н. касаткина1, л. а. кесаева1, в. в. тихонова1,  
в. а. мисюрин1, м. а. Барышникова1, а. в. мисюрин1, 2

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24; 
2ООО «ГеноТехнология»; Россия, 117485 Москва, ул. Профсоюзная, 104

Контакты: Юлия Павловна Финашутина j_finashutina@mail.ru

Введение. Белок PRAME, экспрессирующийся во многих опухолях и практически отсутствующий в нормальных тканях, 
может быть подходящей мишенью для иммунотерапии рака, так как способен вызывать иммунный ответ.
Цель исследования – изучение противоопухолевого эффекта профилактической иммунизации рекомбинантным человеческим 
белком PRAME на иммунокомпетентных мышах.
Материалы и методы. В работе были использованы культура клеток меланомы мыши B16F10, мыши линии С57BL/6, кло-
нирование, трансфекция, полимеразная цепная реакция в реальном времени, анализ вестерн-блот, проточная цитофлуори-
метрия и иммуноферментный анализ.
Результаты. Были получены клетки меланомы мыши, трансфицированные плазмидой с вставкой гена PRAME человека 
и экспрессирующие соответствующий белок на высоком уровне. После нескольких предварительных иммунизаций компози-
цией, содержащей рекомбинантный белок PRAME и адъювант, у мышей значительно замедлялся рост меланомы B16F10, 
экспрессирующей человеческий антиген PRAME (торможение роста опухоли – 98,41 %), и у животных данной группы де-
тектировался высокий титр (6,14 × 10 5) специфических антител в сыворотке.
Заключение. Полученные данные позволяют предположить, что рекомбинантный белок PRAME можно рассматривать 
как перспективный антиген для противоопухолевой иммунотерапии.

Ключевые слова: рекомбинантный антиген, PRAME, иммунизация, трансфекция, меланома мыши B16F10

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-3-36-42

RECOMBINaNT huMaN PRaME IMMuNIZaTION REduCES  
PRaME-EXPRESSING TuMOR GROwTh IN MICE

Yu. P. Finashutina1, N. A. Lyzhko1, N. N. Kasatkina1, L. A. Kesaeva1, V. V. Tikhonova1,  
V. A. Misyurin1, M. A. Baryshnikova1, A. V. Misyurin1, 2

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2GeneTechnology LLC; 104 Profsoyuznaya St., Moscow 117485, Russia

Intrоduction. Human antigen PRAME is preferentially expressed in a number of different tumor types and may be a potent target for 
anti-tumor immunotherapy.
Purpose. To study anti-tumor action of immunogenic mix recombinant PRAME protein and adjuvant in mice with innate immunity.
Materials and methods. C57BL/6 female mice were used for immunization with purified human recombinant protein PRAME. Human 
PRAME gene coding sequence was cloned in mammalian expressing vector pCEP4 and resulting plasmid was introduced in mouse mel-
anoma B16F10 cells by transfection followed by RQ-PCR, Western blot and flow-cytometry analysis. Then stably PRAME-transfected 
melanoma cells were injected in mice.
Results. The mouse melanoma B16F10 cells stably expressing human PRAME protein were obtained. We demonstrate the 10-fold de-
creased tumor volume in mice with melanoma B16F10 expressing human PRAME after preventive immunization series with recombi-
nant PRAME protein. The tumor volume reducing was correlated with high titer (6.14 × 10 5) of anti-PRAME antibodies in mice sera.
Conclusion. These data indicate that recombinant protein PRAME is immunogenic and may be a potent antigen for immunotherapuet-
ics studies.

Key words: recombinant antigen, PRAME, immunization, mouse B16F10 melanoma
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Введение
В настоящее время традиционные методы лече-

ния рака увеличивают выживаемость пациентов, но 
они часто ассоциированы с побочными эффектами 
и далеко не всегда позволяют достичь полной ремис-
сии. Кроме того, часть пациентов с опухолями ока-
зываются резистентными к стандартной противо-
опухолевой терапии. Проблема ранних рецидивов 
также остается значимой. Ряд опухолей, такие как 
меланома и гепатоцеллюлярная карцинома, облада-
ют незначительной чувствительностью к противо-
опухолевой терапии. Таким образом, существует 
необходимость в разработке новых методов лечения 
рака, более специфичных и менее токсичных.

Исследования последних десятилетий в области 
иммунологии, а также понимание клеточных и мо-
лекулярных путей при канцерогенезе привели к раз-
работке различных иммунотерапевтических подхо-
дов для лечения опухолей [1].

В связи с открытием различных опухолевых ан-
тигенов, способных вызывать специфический иммун-
ный ответ, иммунотерапевтические методы лечения 
включают также противоопухолевую вакцинацию 
[2]. Потенциальными преимуществами иммунотера-
пии являются специфичность против опухолевых 
клеток, сниженный риск повреждения нормальных 
тканей и вероятный пролонгированный эффект. 
Ограничением такого вида терапии может быть сла-
бый иммунный ответ против антигенов опухоли. 
Соответственно, для усиления противоопухолевого 
иммунного ответа необходимо применять также 
иммуностимулирующие вещества и тщательно по-
дойти к выбору мишени для иммунотерапии.

Антиген PRAME может быть перспективной ми-
шенью для иммунотерапии, так как экспрессируется 
в различных опухолях, например, при меланоме, 
немелкоклеточном раке легкого и гемобластозах [3, 4] 
и практически не экспрессируется в нормальных 
тканях. Белки с такими характеристиками относят 
к группе раково-тестикулярных антигенов [5]. Ряд ис-
следований подтверждает его иммуногенность и спо-
собность индуцировать цитотоксический Т-клеточ-
ный иммунный ответ [6–8].

Таким образом, разработка новых подходов для 
оценки иммунотерапевтического потенциала белка 
PRAME является перспективной. Исследование про-
тивоопухолевых вакцин на животных моделях опухо-
лей, экспрессирующих человеческие опухолевые ан-
тигены, часто используется в рамках предварительных 
доклинических исследований [9, 10]. Кроме того, 
используются модели опухолей с иммунизацией соб-
ственными мышиными опухолевыми антигенами [11].

В данной работе оценивается эффект иммуниза-
ции рекомбинантным белком PRAME на модели 
PRAME-экспрессирующей опухоли у мышей.

Материалы и методы
Бактериальные штаммы и клеточные линии
Использовались штаммы E. coli DH-5α, линия 

эритромиелоидного лейкоза K562, линия меланомы 
мыши B16F10.

Получение рекомбинантного белка PRAME
Рекомбинантный человеческий белок PRAME 

очищали хроматографически из клеток штамма-про-
дуцента E. coli [12] и стерилизовали фильтрацией. 
Концентрацию белка измеряли методом Брэдфорд. 
Очищенный белок сорбировали на суспензии гидро-
окиси алюминия (Brenntag Biosector) в течение 24 ч 
перед инъекцией.

Получение экспрессионного вектора
Кодирующую последовательность гена PRAME 

получали при помощи полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) с праймерами prmF и prmR (табл. 1) 
с комплементарной дезоксирибонуклеиновой кис-
лотой (ДНК), выделенной из линии клеток К562. 
ПЦР-фрагмент был клонирован в промежуточную 
плазмиду pGEM-T Easy, а затем переклонирован 
в плазмиду pCEP4 (Invitrogen) по сайтам рестрикции 
NotI. Плазмидную ДНК для последующей трансфек-
ции выделяли набором Wizard® MagneSil (Promega).

таблица 1. Последовательности праймеров, использованных в дан-
ной работе

название 5’–3’- последовательность

prmF ATGGAACGAAGGCGTTTGTGG

prmR GCACCCAGCTAGTTAGGCATGAAA

mactF (β-актин) AAGTGTGACGTTGACATCCGTAA

mactR (β-актин) TGCCTGGGTACATGGTGGTA

prmFb GACTCTTTATTTTTTCCTTAGA

prmRb CGAAAGCCGGCAGTTAGTTATT

Трансфекция клеток меланомы
Клетки меланомы мыши B16F10 выращивали 

в среде RPMI-1640, содержащей 2 мМ глутамина, 10 мМ 
HEPES, 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
при 5 % CO

2
. Трансфекцию проводили с помощью 

набора TransFast (Promega) по инструкции произво-
дителя; для 5 × 104 клеток брали 500 нг очищенной 
от эндотоксинов плазмидной ДНК pCEP4-PRAME. 
Методом лимитирующих разведений на селективной 
среде при концентрации гигромицина 50 мкг/мл 
отбирались клетки с максимальной и стабильной 
экспрессией гена PRAME.

Полимеразная цепная реакция в реальном времени
Экспрессию гена PRAME определяли методом 

ПЦР в реальном времени. Комплементарную ДНК 



38 Оригинальные статьи

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  3'2018  ТОм 17    vol. 17

гена PRAME и референсного гена (бета-актин) ам-
плифицировали при помощи специфических прай-
меров prmFb и prmRb (см. табл. 1) в присутствии 
красителя SYBR Green. Реакция проводилась на обо-
рудовании Roche LightCycler® 96 System. Для оценки 
уровня экспрессии вычисляли соотношение относи-
тельных количеств копий комплементарной ДНК 
гена и референсного гена, данные значения опреде-
ляли при помощи построения стандартных кривых.

Иммуноблоттинг
Экспрессию белка определяли в лизатах клеток 

B16F10, трансфицированных плазмидой с геном PRAME. 
Лизаты приготовляли при помощи RIPA-буфера 
с ингибиторами протеаз (Thermo Scientific Pierce, США). 
Электрофорез в 10 % полиакриламидном геле про-
водили по стандартной методике Laemmli [13], на 1 
дорожку наносили 50 мкг тотального белка. После 
электрофореза перенос белков из геля на Amer sham 
Hybond-P PVDF мембрану (GE Healthcare, Велико-
британия) осуществляли методом полусухого элек-
троблоттинга. В качестве первичных антител исполь-
зовали моноклональные антитела к белку PRAME, 
полученные нами ранее [12]; вторичных – антитела 
козы против антител мыши, конъюгированных с пе-
роксидазой хрена (Dako Research, США). Для визу-
ализации белка, связавшегося с антителами, исполь-
зовали двухкомпонентную систему Clarity Western 
ECL (Bio-Rad).

Проточная цитометрия
Эффективность трансфекции клеток B16F10 

оценивали на проточном цитометре ACEA NovoCyte 
(ACEA Biosciences, США). Перед окрашиванием 
белка PRAME проводилась пермеабилизация клеток 
реактивами Fixation Buffer и Intracellular Staining 
Permeabilization Wash Buffer (SONY biotechnology, 
Япония) согласно протоколу, предложенному произ-
водителем. Для окрашивания клеток использовались 
моноклональные антитела к белку PRAME [12] 
и вторичные FITC-меченные антимышиные антите-
ла (Becton Dickinson, США). В качестве контроля 
использовались B16F10, трансфицированные пустым 
вектором.

Иммунизация животных  
рекомбинантным белком
Для трансплантации опухолевых клеток исполь-

зовали иммунокомпетентных мышей-самок линии 
C57BL/6J массой тела не менее 18 г из питомника 
ООО «Столбовая, питомник лабораторных живот-
ных». Группы по 5 мышей были четырежды иммуни-
зированы внутрибрюшинно с двухнедельными ин-
тервалами рекомбинантным белком PRAME в дозе 
50 мкг на мышь с 300 мкг гидроксида алюминия 
в качестве адъюванта. Титр антител в сыворотке кро-

ви оценивался методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа перед введением животным клеток 
опухоли, а также на 14-й и 21-й день после транс-
плантации опухолевых клеток.

Измерение опухолей
Клетки опухоли B16F10-PRAME были подкожно 

трансплантированы в дозе 2 × 105 клеток на мышь 
через 14 дней после последней иммунизации. Разме-
ры опухолей измерялись на 14, 18 и 21-й дни после 
введения клеток. Пальпируемые узлы измеряли 
и рассчитывали объем по формуле V = 0,5 × длина × 
ширина2, торможение роста опухоли (ТРО) – по фор-
муле ТРО = (V

к 
– V

о
) / V

к
 × 100 % [14], где V

к
 – средний 

объем опухоли у животных контрольной группы, по-
лучавших инъекции адъюванта; V

о
 – средний объем 

опухоли у животных контрольной группы, получав-
ших инъекции рекомбинантного белка с адъювантом 
либо без адъюванта. При статистической обработке 
применяли метод Манна–Уитни.

Иммуноферментный анализ
В лунку планшета наносили рекомбинантный 

белок PRAME в концентрации 2 мкг/мл. Затем после 
отмывания вносили образцы сывороток крови мы-
шей в двукратных разведениях. В качестве вторичных 
антител использовали конъюгат антител козы с пе-
роксидазой хрена против IgG мыши (Dako Research, 
США). Проявляли реакцию раствором тетраметил-
бензидина и после остановки реакции измеряли 
оптическую плотность (ОП) при 450 нм. Титром 
сыворотки считали ее разведение, при котором зна-
чения ОП вдвое превышали контрольные значения.

Результаты и обсуждение
Получение клеток мышиной меланомы, 
экспрессирующих белок PRAME человека
Полноразмерный ген PRAME (NM_006115.4) был 

заклонирован в вектор pCEP4 для экспрессии в эука-
риотических клетках под контролем CMV-промотора. 
Методом прямого секвенирования подтверждено, 
что все составные части плазмиды и последователь-
ность, кодирующая белок PRAME, полностью соот-
ветствуют оригинальной схеме конструирования. 
После трансфекции плазмидой pCEP4-PRAME линии 
мышиной меланомы B16F10 были получены клетки, 
стабильно экспрессирующие человеческий белок 
PRAME, и определена прививочная доза 2 × 105 кле-
ток на мышь, обеспечивающая 100 % прививаемость 
для этих клеток. В полученной трансфицированной 
линии клеток мышиной меланомы B16F10 по дан-
ным ПЦР в реальном времени уровень экспрессии 
человеческого гена PRAME составлял 27,4 ± 1,6 % 
относительно референс-гена (β-актин) по результа-
там 3 измерений в течение 1 мес культивирования.
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Экспрессия человеческого белка PRAME в дан-
ной трансфицированной линии подтверждена мето-
дом иммуноблоттинга (рис. 1) и методом проточной 
цитометрии (рис. 2).

Развитие гуморального ответа
На момент трансплантации клеток опухоли, экс-

прессирующих белок PRAME, мыши были проим-
мунизированы 4 раза с двухнедельными интервалами 
рекомбинантным человеческим белком PRAME 
в растворе 0,9 % NaCl либо тем же белком в смеси 
с адъювантом. Схема эксперимента представлена 
на рис. 3. Мыши контрольной группы получали в том 
же режиме инъекции адъюванта или раствора 0,9 % 
NaCl. Таким образом, через 42 дня после первой им-
мунизации и перед прививанием опухоли в сыворотке 
мышей обнаруживался высокий титр специфических 
антител: 1,76 × 105 у мышей, иммунизированных бел-
ком, и 2,89 × 105 у мышей, иммунизированных сме-
сью белка с адъювантом (рис. 4). У животных конт-
рольных групп детектировался очень низкий уровень 
антител, сравнимый с фоновым сигналом, так как 

они не получили инъекций антигена. По мере роста 
опухоли титр антител повысился до 6,14 × 105 у жи-
вотных, иммунизированных рекомбинантным белком 
с адъювантом, и 3,07 × 105 у животных, иммунизиро-
ванных только рекомбинантным белком; разница 
между этими величинами была статистически незна-
чимой (р = 0,108). При этом у неиммунизированных 
животных контрольных групп детектировалось лишь 
небольшое увеличение титра антител, до 840, что зна-
чительно ниже, чем в опытных группах (р = 0,025). 
Появление антител к белку в сыворотке неиммуни-
зированных животных на момент завершения экспе-
римента объясняется слабым эффектом иммуниза-
ции белком, присутствующим в привитой опухоли.

Рост PRAME-экспрессирующей меланомы 
B16F10 после профилактической иммунизации 
рекомбинантным белком PRAME
Мышам, иммунизированным антигеном PRAME 

с адъювантом или изотоническим раствором NaCl, 
подкожно были трансплантированы клетки PRAME-
экспрессирующей меланомы B16F10. На рис. 5 и табл. 2 
показано, что опухоль растет быстрее у животных 
контрольных групп, иммунизированных адъювантом 
или раствором 0,9 % NaCl.

По окончании эксперимента (на 21-й день) 
в контрольных группах средний размер опухоли до-
стигал 700 мм3. Как следует из данных, представленных 
на рис. 6, на 21-й день размеры опухолей были зна-
чительно меньше у мышей, иммунизированных реком-
бинантным белком PRAME (p = 0,1113) или реком-
бинантным белком PRAME с адъювантом (p = 0,0864) 
по сравнению с группой, получившей только адъювант. 
При этом присутствие адъюванта при иммунизации 

рис. 1. Анализ экспрессии белка PRAME в культуре клеток методом 
иммуноблоттинга: 1 – К562 клетки хронического миелолейкоза (че-
ловек); 2 – меланома мыши B16F10; 3 – клетки B16F10, трансфи-
цированные контрольной плазмидой; 4 – клетки B16F10, трансфи-
цированные плазмидой с геном PRAME

1                               2                            3                                 4

рис. 2. Определение уровня экспрессии белка PRAME методом проточной цитометрии: а – клетки B16F10, трансфицированные контроль-
ной плазмидой, б – клетки B16F10, трансфицированные плазмидой с геном PRAME
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рекомбинантным белком PRAME не влияло на раз-
мер опухолей в опытных группах (p  = 1). Также за-
метно не различались контрольные группы, получив-
шие адъювант и раствор 0,9 % NaCl (p = 0,8852). 
Торможение роста опухоли рассчитывалось на мо-
мент окончания эксперимента относительно контроль-
ной группы, получавшей только адъювант, и состав-

таблица 2. Размеры меланомы B16F10-PRAME в контрольных и опытных группах мышей

иммуноген

Срок измерения, сут. день

14 18 21 18-й 21-й

объем опухоли, мм3 тро, %

Адъювант+рекPRAME 0 0,02 ± 0,003 11,2 ± 2,5 99,97 98,41

рекPRAME 0 1,0 ± 0,4 9,6 ± 2,1 98,74 98,64

Адъювант 0 79,5 ± 20,5 703,9 ± 123,8 – –

0,9 % NaCl 19,25 ± 7,3 199,7 ± 31,2 547,1 ± 110,2 – –

рис. 4. Титр специфических антител к рекомбинантному белку 
PRAME в сыворотке мышей с меланомой B16F10-PRAME

рис. 5. Влияние профилактической иммунизации рекомбинант-
ным белком PRAME на рост PRAME-экспрессирующей меланомы 
B16F10

рис. 3. Схема профилактической иммунизации рекомбинантным 
белком PRAME. Р – иммунизация антигеном либо контрольным рас-
твором; М – введение PRAME-экспрессирующей меланомы B16F10. 
Треугольники обозначают временные точки получения результатов 
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ляло 98,41 и 98,64 % для групп, иммунизированных 
белком с адъювантом и чистым белком соответственно.

Таким образом, предварительная иммунизация мы-
шей рекомбинантным человеческим белком PRAME 
значительно замедляет развитие меланомы B16F10, 
экспрессирующей человеческий антиген PRAME.

Поскольку уровень антител у предварительно им-
мунизированных белком мышей относительно значимо 
повысился за 21 день роста PRAME-экспрессирующей 
опухоли (р = 0,745), вероятно, контакт иммунной 
системы с опухолью, несущей антиген, усиливает 
специфический гуморальный ответ. Известно, что 
клетки мышиной меланомы B16 способны вызывать 
преимущественно гуморальный и антителозависи-
мый клеточный иммунный ответ [15], так как на их 
поверхности снижена экспрессия молекул главного 
комплекса гистосовместимости [16]. Гуморальный 
ответ на антиген PRAME является важным показате-
лем, отражающим общую активацию иммунной си-
стемы, притом что в данном исследовании наиболь-
шие титры антител наблюдались в группе животных 
с самой низкой скоростью развития опухоли, несу-
щей специфический антиген. Определяет ли такой 
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рис. 6. Размеры меланомы B16F10-PRAME у мышей на 21-й день: 1 – 
рекPRAME + адъювант; 2 – рекPRAME; 3 – адъювант; 4 – физио-
логический раствор

0               2                  3                     4
Группа

иммунный ответ противоопухолевый эффект, можно 
будет узнать, проведя дополнительные экспери-
менты in vitro по изучению механизма действия 
специфических антител в отношении опухолевых 
клеток, экспрессирующих антиген PRAME.

Похожие данные были получены на модели кле-
ток карциномы кишечника CT26, стабильно транс-
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фицированной PRAME-экспрессирующей плазмидой 
[17], где также использовалась схема четырехразовой 
иммунизации животных рекомбинантным белком 
PRAME внутримышечно перед введением опухо-
левых клеток. При этом был достигнут значитель-
ный противоопухолевый эффект иммунизации 
при тех же порядках титров антител в сыворотке 
животных, что и в представленной работе. В дру-
гом исследовании [9] подобные результаты, 
но в отношении раково-тестикулярного антигена 
NY-ESO-1, были достигнуты и при двукратной 
подкожной иммунизации животных. Очевидно, 
схему иммунизации, дозу антигена и способ вве-
дения требуется подбирать экспериментально 
для каждого белка.

Раково-тестикулярный человеческий антиген 
PRAME интенсивно исследуется в качестве компо-
нента противоопухолевых вакцин как в виде реком-
бинантного белка [18, 19], где у пациентов после 
иммунизации был получен стойкий специфический 
гуморальный ответ, так и в виде синтетических 
пептидов, распознаваемых иммунной системой че-
ловека [20].

Заключение
Представленные результаты свидетельствуют 

о возможном противоопухолевом потенциале полу-
ченного рекомбинантного белка PRAME как анти-
гена для иммунизации. В дальнейшем предстоит 
продолжить детальное изучение иммунного ответа, 
в том числе Т-клеточного, на рекомбинантный белок 
PRAME на различных моделях опухолей.
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ЭкСПреССия ЭПителиалЬноГо маркера 
Цитокератина CK19 У мыШей С аденокарЦиномой 

молочной ЖелеЗы Под дейСтвием 
ФитоантиЭСтроГена СекоиЗолариЦиреЗинола

и. Ж. Шубина, е. м. трещалина, С. а. кузнецов, Г. Б. Смирнова, Ю. а. Борисова, 
С. м. Ситдикова, м. в. киселевский, З. С. Шпрах

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24

Контакты: Ирина Жановна Шубина irinashubina@mail.ru

Введение. Эффективность фитоантиэстрогена секоизоларицирезинола (СЕКО) из группы лигнанов аналогична эффектив-
ности селективного модулятора экстрогенных рецепторов тамоксифену (ТАМ) на эстрогенпозитивных моделях рака мо-
лочной железы (РМЖ) мышей и человека in vivo. Тамоксифен в силу антагонистических и агонистических свойств одновре-
менно с эффективной профилактикой метастазирования РМЖ увеличивает риск развития аденокарциномы матки. Влияние 
СЕКО на пролиферативную активность циркулирующих опухолевых клеток, а также их способность к прогрессии (образо-
вание скрытых метастазов) не изучена.
Цель исследования – оценка риска диссеминации опухолевых клеток у мышей с перевиваемой аденокарциномой молочной 
железы под действием СЕКО в сравнении с ТАМ.
Материалы и методы. Исследование проводили на мышах линии BDF

1
 [C

57
Bl

6j
 × DBA

2
] c подкожно привитой карциномой 

молочной железы Са755. Для выявления диссеминированных опухолевых клеток использовали эпителиальный маркер – 
внутриклеточный цитокератин CK19. Оценку содержания CK19-положительных клеток в циркуляции и костном мозге 
животных проводили методом проточной цитометрии и иммунофлуоресцентной микроскопии через 24 ч после 10-дневного 
введения СЕКО (в эффективной разовой дозе 250 мг/кг) или ТАМ (в разовой дозе 50 мг/кг).
Результаты. В группах мышей, получавших СЕКО и ТАМ, величины среднего геометрического интенсивности флуоресценции 
(GMFI) для экспрессии CK19 в крови составили 28,87 ± 13,70 и 28,02 ± 9,50 соответственно; в контрольной группе роста 
опухоли (КРО) без лечения – 31,94 ± 5,02. Показатель GMFI экспрессии СK19 в костном мозге в группах СЕКО, ТАМ и КРО 
составил 30,14 ± 2,33; 39,07 ± 2,30 и 32,48 ± 3,75 соответственно.
Заключение. В результате установлено, что у мышей с аденокарциномой молочной железы Са755, чувствительной к СЕКО 
или ТАМ, показатели экспрессии СK19 в клетках периферической крови имеют близкие значения и недостоверно 
отличаются от такового в контрольной группе животных. В костном мозге мышей-опухоленосителей показатель GMFI 
экспрессии СK19 в группе СЕКО был достоверно ниже по сравнению с этим показателем в группе ТАМ (р = 0,0003). Данные, 
полученные на мышиной модели, свидетельствуют в пользу низкого риска потенцирования диссеминации клеток 
аденокарциномы молочной железы при применении фитоантиэстрогена СЕКО по терапевтической схеме.

Ключевые слова: фитоантиэстроген, секоизоларицирезинол, CK19, опухолевая диссеминация

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-3-43-49

EXPRESSION OF EPIThElIal MaRKER CK19 IN MICE wITh MaMMaRy adENOCaRCINOMa aFTER 
EXPOSuRE TO FITO-aNTI-ESTROGEN SECOISOlaRICIRESINOl

I. Zh. Shubina, E. M. Treshalina, S. A. Kuznetsov, G. B. Smirnova, Yu. A. Borisova, S. M. Sitdikova, M.V. Kiselevsky, Z.S. Shprakh

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Introduction. Phyto-anti-estrogen secoisolariciresinol (SECO) has similar effectiveness to that of Tamoxifen (TAM), a member of selec-
tion estrogen receptor modulators, in estrogen-positive models of murine mammary adenocarcinoma and human breast cancer in vivo. 
Due to its antagonistic and agonistic functions Tamoxifen may enhance risk of development of uterine adenocarcinoma while providing 
effective prophylactics of breast cancer metastases. SECO effect on proliferative activity of circulating or disseminating tumor cells (oc-
cult metastases) is still unclear. We used epithelial cell marker – intracellular cytokeratin 19 (CK19) to study SECO function in terms 
of possible metastatic process, since prognostic significance of CK19 is well established for identifying occult metastases and breast can-
cer dissemination.
Objective. To evaluate risk of tumor cell dissemination in mice with transplanted mammary adenocarcinoma after exposure to SECO 
and TAM.
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Materials and methods. Mice BDF
1
 [C

57
Bl

6j
 × DBA

2
] bearing Са755 of the 3rd passage were used for the experiments. CK19 expression 

was evaluated 24 hours after 10-day course of SECO in the effective single doses of 250 mg/kg or ТАM 50 mg/kg. Flow cytometry, im-
munofluorescence with light and luminescence microscopy were performed to evaluate CK19 expression.
Results. Parameter GMFI ± SD (geometric mean fluorescence intensity ± SD) for CK19 expression in SECO and TAM groups in blood 
accounted for 28.87 ± 13.70 and 28.02 ± 9.50 and in control tumor growth (CTG) group GMFI ± SD was 31.94 ± 5.02; while in bone 
marrow it was 30.14 ± 2.33, 39.07 ± 2.30 and 32.48 ± 3.75, respectively.
Conclusion. The results of the study showed similar expression of epithelial intracellular marker CK19 in blood in the studied groups 
of mice bearing mammary adenocarcinoma Ca755 sensitive to SECO and TAM exposure. GMFI for CK19 expression in bone marrow 
was lower in SECO group than in TAM (р = 0.0003). The data obtained in the murine model demonstrated no enhanced risk of tumor 
cell dissemination while performing treatment by phyto-anti-estrogen SECO in therapeutic regimen.

Key words: phyto-anti-estrogen, secoisolariciresinol, СK19, tumor dissemination

Введение
Новый пероральный фитоантиэстроген из груп-

пы лигнанов (полифенольные соединения) секоизо-
ларицирезинол (СЕКО) со свойствами селективных 
модуляторов эстрогенных рецепторов при доклини-
ческом изучении на эстроген-позитивных опухоле-
вых моделях рака молочной железы (РМЖ) живот-
ных и человека показал эффективность, аналогичную 
эффективности тамоксифена (ТАМ) [1–9]. При этом 
известно, что ТАМ в силу антагонистических и аго-
нистических свойств наряду с эффективной профи-
лактикой метастазирования РМЖ стимулирует про-
лиферацию эндометрия и увеличивает риск развития 
аденокарциномы матки [10, 11]. Для изучения влия-
ния СЕКО на содержание диссеминированных опу-
холевых клеток в периферическом кровотоке и кос-
тном мозге использован маркер эпителиальных 
клеток – внутриклеточный цитокератин CK19, для 
которого хорошо подтверждена прогностическая 
значимость в отношении выявления скрытого мета-
стазирования при РМЖ.

Экспрессия CК19 в диссеминированных опухо-
левых клетках визуализируется практически с оди-
наковой чувствительностью различными методами: 
при помощи полимеразной цепной реакции, имму-
нофлуоресценции или методом проточной цитоме-
трии. Получение доказательных данных, как прави-
ло, достигается сочетанием этих методов [12–17]. 
Показана перспективность детекции циркулирую-
щих опухолевых клеток с иммунофенотипом CD45 – 

/CK8/18+/CK19+ при эпителиальных опухолях раз-
личных локализаций, демонстрирующая высокую 
частоту выявления опухолевых клеток у больных 
генерализованными формами злокачественных но-
вообразований [18, 19].

В данной работе для определения in vivo влияния 
фитоантиэстрогена СЕКО на содержание CK19+ 
клеток использованы 2 из 3 перечисленных методов. 
В качестве препарата сравнения использован 
ТАМ в оптимальной схеме применения.

Цель и задачи исследования – оценка риска дис-
семинации опухолевых клеток в крови и костном 

мозге мышей с перевиваемой аденокарциномой 
молочной железы под действием СЕКО или ТАМ при 
помощи маркера CK19.

Материалы и методы
Лабораторные животные
В опытах использованы мыши, полученные из 

разведения ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Бло-
хина» Минздрава России. Мышей содержали в вива-
рии отдела экспериментальных животных ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России. В эксперименте использовали 30 мышей-са-
мок гибридов BDF

1
 [C

57
Bl

6j
 × DBA

2
] (2 здоровые 

особи – для группы интактного контроля, 28 осо-
бей – для трансплантации опухоли и/или лечения). 
В качестве доноров опухолевого материала Са755 ис-
пользованы 4 мыши-самки линии C

57
Bl

6. 
Масса тела 

всех мышей – 19–20 г.
Группы мышей:

 – группа контроля роста опухоли (КРО, n = 5): 
мышам трансплантировали опухоль и давали 
перорально 1 %-ный раствор крахмального клей-
стера в сроки и режиме, аналогичном примене-
нию агентов;

 – группа СЕКО (n = 17): мышам трансплантирова-
ли опухоль и проводили лечение субстанцией 
СЕКО;

 – группа ТАМ (n = 17): мышам трансплантировали 
опухоль и проводили лечение аптечным препа-
ратом ТАМ.

Опухолевая модель
Использован штамм гормонозависимой аде-

нокарциномы молочной железы мышей Са755 из 
криохранилища банка ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России, показавший 
ранее чувствительность к СЕКО или ТАМ [2–4]. 
В опытах использовали 3-ю генерацию опухоли in vivo. 
Ино кулят готовили ex tempore в питательной среде 
199 и трансплантировали мышам под кожу бока 
по 40 мг опухолевой ткани в 0,4 мл 10 % взвеси. Все 
иссле дования на мышах с опухолями проведены 
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и проанализированы в соответствии с действующими 
в Российской Федерации методическими рекомен-
дациями [20].

Секоизоларицеризинол
Для опытов использован СЕКО производства 

ЗАО «Биохиммак СТ» (Россия). Мыши группы СЕКО 
получали субстанцию СЕКО перорально ежедневно 
в течение 10 сут (3–12) в разовой дозе 250 мг/кг. 
Взвесь СЕКО в 1 %-ном растворе крахмального 
клейстера вводили в желудок каждой мыши с помо-
щью металлического зонда.

Тамоксифен
Клинический селективный модулятор рецепто-

ров эстрогенов аптечный ТАМ в таблетках по 10 мг 
(«Эбеве», Швейцария) использован в качестве рефе-
ренсного препарата для СЕКО как функциональный 
аналог. Таблетку ТАМ предварительно растирали 
в фарфоровой ступке, а затем растворяли в питьевой 
воде. Мышам вводили ТАМ в разовой дозе 50 мг/кг 
в режиме ежедневного перорального введения в же-
лудок с помощью металлического зонда в течение 
10 сут (3–12).

Материал для иммунологического 
и иммунохимического исследований
На 1-е сутки после лечения СЕКО или ТАМ всех 

мышей умерщвляли с помощью декапитации. Образ-
цы периферической крови (ПК) по 0,5 мл от каждой 
мыши собирали в гепаринизированные пробирки. 
Образцы костного мозга (КМ) забирали с помощью 
инъекционного шприца из 2 бедренных костей от ка-
ждой мыши, после чего помещали в пробирки с фи-
зиологическим раствором и подвергали соответству-
ющему исследованию.

Завершение экспериментов
Для взятия материала и после завершения экспе-

римента мышей умерщвляли передозировкой эфир-
ного наркоза. Трупы кремировали в специализиро-
ванном подразделении ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. Манипуля-
ции, умерщвление и кремация мышей выполнены 
с учетом международных рекомендаций по проведе-
нию медико-биологических исследований с исполь-
зованием животных, изложенных в Европейской 
конвенции о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментальных и других науч-
ных целей, а также требований Хельсинкской декла-
рации и Всемирной медицинской ассоциации [21, 22].

Проточная цитометрия
Для визуализации маркера использованы моно-

клональные антитела (МКА) к CК19 (А53-В/А2.26; 

Cell Marque, США) и МКА к IG1, меченные FITC 
(BD Biosciences, США). Образцы КМ и ПК от мы-
шей с опухолью обрабатывали стандартно с приме-
нением пермеабилизации (изменение проницаемо-
сти мембраны клетки). Полученный материал КМ 
отмывали центрифугированием при 300 g в течение 
3 мин в 1 мл раствора Хэнкса без красителя («ПанЭко», 
Россия), осадок ресуспендировали и инкубировали 
в 1 мл холодного свежеприготовленного фиксирую-
щего/пермеабилизирующего буфера (Permeabilization 
Kit, BD Biosciences, США) в темноте при 4 °C в тече-
ние 30 мин. Затем все клетки дважды отмывали в 1 мл 
холодного буфера центрифугированием при 300 g 
в течение 3 мин при 4 °C. После блокировки Fc-ре-
цепторов соответствующим реагентом в объеме 20 мкл 
к клеткам добавляли 10 мкл МКА CK19 (меченных 
FITC). Затем суспензию клеток инкубировали при 
комнатной температуре в течение 30 мин. После 
отмывки центрифугированием при 300 g в течение 
3 мин при 4 °C осажденную популяцию клеток ис-
пользовали для исследования на проточном цито-
флуориметре.

Окрашивание образцов ПК МКА CK19 проводи-
ли таким же способом, при этом на последнем этапе 
добавляли лизирующий буфер OptiLyse С (BD Biosci-
ences, США) для лизиса эритроцитов. Полученные 
окрашенные пробы использовали для последующего 
измерения на проточном цитофлуориметре FACS 
CANTO II (Becton Dickinson, США). Данные анали-
зировали с помощью программы WinMDI 2.8 по 
показателю GMFI (Geometrical Mean Fluorescence 
Intensity) – параметру, отражающему среднее геоме-
трическое величины интенсивности флуоресценции 
клеток при использовании логарифмической шкалы 
подсчета с оценкой соответствующей величины стан-
дартного отклонения (±SD).

Флуоресцентная микроскопия
Визуализацию экспрессии внутриклеточного 

маркера CK19 проводили с использованием флуорес-
цирующих FITC-меченных МКА к CK19. Прижиз-
ненную флуоресцентную, а также световую микро-
скопию и фотографирование клеток выполняли 
с использованием люминесцентного микроскопа, 
соответствующих светофильтров, а также цифровой 
системы регистрации и анализа изображения (Zeiss 
Axio Vision, Германия).

Результаты
Результаты оценки характера распределения 

и интенсивность флуоресценции маркера CK19 
по показателю GMFI в ПК и КМ мышей с под-
кожно привитой аденокарциномой Са755, полу-
чавших лечение СЕКО или ТАМ, представлены 
в таблице.
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Экспрессия CK19 в клетках периферической крови и костного мозга 
мышей с аденокарциномой Са755 после лечения секоизоларицирези-
нолом или тамоксифеном

Группа

Экспрессия CK19 (GMFI ± Sd) 

костный мозг
периферическая 

кровь

Контроль роста опухоли 32,48 ± 3,75 31,94 ± 5,02

Секоизоларицирезинол 30,14 ± 2,33 28,87 ± 13,70

Тамоксифен 39,07 ± 2,30* 28,02 ± 9,50

Примечание. GMFI – среднее геометрическое интенсивности 
флуоресценции клеток при использовании логарифмической шка-
лы подсчета; SD – стандартное отклонение, *р <0,05.

Как видно из представленных данных, показа-
тель GMFI экспрессии CK19 в клетках КМ в группе 
мышей, получавших инъекции СЕКО, оказался 
близким к показателю в контрольной группе живот-
ных (отличия статистически недостоверны) и досто-
верно ниже, чем у животных, получавших лечение 
ТАМ (р = 0,0003). Показатель GMFI экспрессии 
CK19 в костном мозге мышей после лечения 
ТАМ достоверно превышал таковой в контрольной 
группе животных (р = 0,01).

По результатам анализа образцов ПК живот-
ных- опухоленосителей в группах мышей, получав-
ших лечение СЕКО или ТАМ, показатели GMFI 
для экспрессии CK19 были сходными, а величины 
GMFI в этих группах были ниже, чем в контроль-
ной группе животных (различия статистически 
недостоверны).

Приведенные на рис. 1 гистограммы демонстри-
руют уровень интенсивности флуоресценции и ха-
рактер распределения окрашенных МКА к CK19 
клеток в образцах КМ и ПК мышей-опухоленосите-
лей в контрольной группе и в группах, получавших 
лечение СЕКО или ТАМ.

Иммунофлуоресцентный анализ при микроско-
пическом исследовании позволил выявить в КМ 
единичные CK19+ клетки у мышей с привитой опу-
холью во всех группах (рис. 2).

Заключение
В результате проведенного исследования уста-

новлено, что в ПК и КМ мышей с гормонозависимой 
аденокарциномой молочной железы Са755 выявля-
ются клетки, экспрессирующие эпителиальный мар-
кер CK19. Этот феномен свидетельствует о том, что 
известная в экспериментальной онкологии как не-
метастазирующая аденокарцинома молочной железы 
Са755 у мышей-самок BDF

1
 при подкожной пере-

вивке в течение 14 дней роста диссеминирует в КМ, 
т. е. дает скрытые микрометастазы. Оценка опухоле-
вой диссеминации по числу и интенсивности флуо-
ресценции CK19+ клеток после проведения у живот-
ных-опухоленосителей лечения антиэстрогенами 
выявила более низкие показатели экспрессии CK19 
в КМ мышей, получавших СЕКО, по сравнению 
с группой ТАМ.

Данные, полученные на мышиной модели, сви-
детельствуют о том, что терапия СЕКО в эффективных 
дозах не сопровождается усилением диссеминации 
клеток мышиной гормонозависимой аденокарцино-
мы молочной железы Са755 в КМ.

рис. 1. Гистограммы распределения CK19+ клеток в КМ и ПК мышей с аденокарциномой Са755, получавших СЕКО или ТАМ в терапевти-
ческих дозах: а – костный мозг; б – периферическая кровь; контроль флуоресценции МКА (FITC)
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рис. 2. Иммунофлуоресценция CK19+ клеток в костном мозге мышей с аденокарциномой Са755 в контрольной группе (КРО) и в группах 
животных, получавших лечение секоизоларицирезинолом (СЕКО) или тамоксифеном (ТАМ) в терапевтических дозах: а – КРО, × 40; б – КРО, 
× 100; в – СЕКО 250 мг/кг десятикратно, × 140; г – СЕКО 250 мг/кг десятикратно, × 100; д – ТАМ 50 мг/кг десятикратно, × 40;  
е – ТАМ 50 мг/кг десятикратно, × 1100
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Цель исследования – определить частоту экспрессии тирозинкиназы мутированного гена ALK и онкобелка TAG-72 у паци-
ентов с первичной меланомой кожи, определить их связь с рядом гистологических параметров и оценить диагностическую 
ценность определения ALK и TAG-72.
Материалы и методы. Для рутинного гистологического исследования материал фиксировали 10 %-ным нейтральным фор-
малином в течение 24 ч, заливали в парафин, готовили срезы толщиной 4–5 мкм, окрашивали гематоксилином и эозином. 
Иммуногистохимическое исследование с моноклональными антителами D57.3 к ALK проводилось на иммуностейнере Ventana, 
с антителами B72.3 к TAG-72 на иммуностейнере Thermo Fischer.
Результаты. ALK-мутация была обнаружена в 7 (12 %), TAG-72 – в 4 случаях из 40. Оценка корреляционной силы между 
экспрессией ALK и TAG-72 показала прямую среднюю силу связи (коэффициент корреляции составлял 0,31). Была выявлена 
прямая связь средней силы между наличием у пациента онкомаркера TAG-72, мутации ALK и изъязвлением – коэффициент 
корреляции составил 0,53 и 0,68 соответственно. Наблюдалась статистически значимая связь между наличием ALK и лим-
фоидной инфильтрацией, которая в большинстве случаев была выраженной (p <0,05).
Выводы. Сопоставляя позитив признака экспрессии ALK (17,5 %) и TAG-72 (10 %) и позитив их одновременного обнаружения 
(7,5 %), можно сделать вывод о том, что дальнейшие исследования по определению их диагностической ценности перспек-
тивны. Наличие выраженной лимфоидной инфильтрации у ALK-позитивных пациентов претендует на диагностическое 
значение при первичной меланоме кожи.

Ключевые слова: меланома, ALK, лимфоидная инфильтрация
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EXPRESSION RaTE OF alK TyROSINE KINaSE aNd TaG-72 ONCOPROTEIN IN PRIMaRy SKIN MElaNOMa
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Objective. Determine the frequency of occurrence of tyrosine kinase expression of the mutated ALK and TAG-72 gene among patients 
with primary melanoma of the skin, to identify their association with a number of histological parameters, and to assess the diagnostic 
value of the determination of ALK and TAG-72.
Materials and methods. Paraffin blocks with surgical material from 40 patients with primary skin melanoma. For routine histological exam-
ination, the material was fixed with 10 % neutral formalin for 24 h, poured into paraffin, sections were prepared with a thickness of 4–5 μm, 
stained with hematoxylin and eosin. IHC study with monoclonal antibodies D57.3 to ALK was performed on an immunostender – Ventana, 
with antibodies B72.3 to TAG-72 – on Thermo Fischer. As a detection system used: Envision – for TAG-72 and Ventana – for ALK.
Results. ALK mutation was detected in 7 (12 %), TAG-72 – 4 (10 %) cases. Evaluation of the correlation force between the presence 
of ALK and TAG-72 showed a direct average coupling strength (correlation coefficient was 0.31). A direct correlation of the mean force 
between the presence of TAG-72 oncoprotein, ALK mutation and ulceration in the patient was found – the correlation coefficient was 
0.53 and 0.68, respectively. There was a statistically significant association between the presence of ALK and lymphoid infiltration, 
which in most cases (57 %) was pronounced (p <0.05).
Conclusion. Comparing the positive sign of the expression of ALK – 17.5 % and TAG-72 – 10 %, and the positive of their simultaneous 
detection – 7.5 %, it can be concluded that further studies to determine their diagnostic value are promising. The presence of severe 
lymphoid infiltration in ALK-positive patients claims a diagnostic value in primary skin melanoma.

Key words: melanoma, ALK, lymphoid infiltration
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Введение
На долю меланомы приходится около 4 % всех 

форм злокачественных опухолей кожи, однако 80 % 
смертей в данной группе обусловлено именно мела-
номой. Заболеваемость меланомой кожи в России 
и многих странах мира неуклонно растет: ежегодно 
на 5 %. За последние 10 лет в нашей стране заболе-
ваемость меланомой кожи увеличилась на 52 %, 
а смертность – на 18 %. По абсолютному приросту 
заболеваемости среди всех злокачественных опухо-
лей меланома кожи занимает 2-е место после рака 
легкого. В России примерно 22 % пациентов с выяв-
ленной меланомой кожи на момент первичного об-
ращения к онкологу имеют уже III–IV стадию опу-
холевого процесса.

На сегодняшний день выявлено множество при-
чин возникновения меланомы кожи, большинство 
из которых – драйверные мутации в MAPK (Mitogen 
Activated Protein Kinase) сигнальном пути. К ним 
относятся перестройки в генах, кодирующих белки 
RAS, RAF, MEK1/2 и ERK1/2, наиболее часто встре-
чаются мутации RAF и MEK1/2 [1]. Большинство 
мутантных белков служат мишенями для современ-
ной таргетной терапии. Однако не все пациенты 
с меланомой имеют данные мутации и, соответствен-
но, мишени для таргетной терапии [2]. Для группы 
пациентов с отсутствием мишеней для использую-
щейся в настоящий момент таргетной терапии, низ-
кой экспрессией рецепторов и прогностически не-
благоприятным количественным и качественным 
составом лимфоидной инфильтрации для успешного 
применения ингибиторов иммунных контрольных 
точек [3, 4] необходим поиск иных подходов к лече-
нию, в частности выявление новых точек приложе-
ния таргетной терапии.

Одной из таких точек является ALK (Anaplastic 
Lymphoma Kinase) – мутация, впервые исследован-
ная в других опухолях (немелкоклеточный рак лег-
кого, анапластическая лимфома) и выявляемая при 
первичной меланоме кожи в 2–8 % случаев [5]. ALK 
является рецепторной тирозинкиназой из семейства 
инсулинзависимых рецепторов, состоящей из 3 до-
ме нов: экстрацеллюлярного, трансмембранного 
и интрацеллюлярного [6]. Существует 3 изоформы 
мутантной ALK: ALKATI, ALK wt, EML4–ALK, раз-
личающихся по механизму образования (альтерна-
тивный сплайсинг, транслокация соответственно) [7, 
8]. Мутантная ALK содержит преимущественно ин-
трацеллюлярный домен и обладает повышенной 
способностью к аутоактивации, что вызывает некон-
тролируемое деление клеток [9]. Данная мутация 
может встречаться как отдельно, так и в комбинации 
с другими мутациями: B-RAF, NRAS (NF1), GNA11, 
что прогностически неблагоприятно [10]. Этот фе-
номен еще раз подтверждает необходимость опреде-

ления мутации ALK у ряда пациентов, так как инги-
бирование одной мутации из нескольких не дает 
должного результата, приводя к последующему про-
грессированию болезни [11]. У пациентов с ALK-
позитивной меланомой становится возможным при-
менение ингибиторов ALK, эффективно используемых 
до этого при метастатическом немелкоклеточном раке 
легкого и анапластической лимфоме [12]. К данным 
препаратам относятся энсартиниб, церитиниб, кри-
зотиниб, энтректиниб и TAE-684 [13, 14]. Новейшие 
исследования показали эффективность ингибиторов 
ALK при терапии EML4 – ALK позитивной мелано-
мы кожи in vitro и in vivo. Запущено исследование 
эффективности данных препаратов при лечении ряда 
опухолей, в том числе меланомы NCT02097810. Изо-
формы ALK wt и ALKATI, согласно результатам по-
следних исследований, нечувствительны к ингиби-
торам ALK [15].

Актуальна в настоящее время и проблема диффе-
ренциальной диагностики первичной меланомы 
кожи, поэтому поиск новых маркеров меланомы 
также заслуживает внимания. Одним из возможных 
диагностических маркеров меланомы является Tumor 
associated protein-72 (TAG-72), активно изучающий-
ся при таких онкологических заболеваниях, как рак 
яичника, рак желудка и рак легкого, и также претен-
дующий на диагностическое и прогностическое зна-
чение при первичной меланоме кожи [16]. Очевидно, 
что выявление ALK и TAG-72 у пациентов с мелано-
мой кожи в будущем может играть важную роль при 
выборе метода лечения, а также дифференциальной 
диагностики и прогнозирования исхода заболевания.

Материалы и методы
В работе использовались парафиновые блоки 

с операционным материалом от 40 пациентов с пер-
вичной меланомой кожи, проходящих лечение в Мо-
сковском клиническом научном центре с 20 июля 
2015 г. по 26 сентября 2016 г. (мужчин – 15, женщин – 25) 
медиана возраста – 64 года.

В качестве методов исследования применялись 
гистологическое исследование, морфологический 
анализ, иммуногистохимическое исследование, ста-
тистическая обработка результатов. Оцениваемые 
признаки морфологического анализа: гистологиче-
ский тип, толщина по Бреслоу, уровень инвазии по 
Кларку, изъязвление, степень выраженности лимфо-
идной инфильтрации, митотический индекс. Для ру-
тинного гистологического исследования материал 
фиксировали 10 %-ным нейтральным формалином 
в течение 24 ч, заливали в парафин, готовили срезы 
толщиной 4–5 мкм, окрашивали гематоксилином 
и эозином. Анализ экспрессии тирозинкиназы ALK 
и онкобелка TAG-72 проводился иммуногистохими-
ческим методом на срезах, изготовленных с тех же 
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блоков. Иммуногистохимическое исследование с мо-
ноклональными антителами D57.3 к ALK проводи-
лось на иммуностейнере Ventana, с антителами B72.3 
к TAG-72 – на Thermo Fischer. В качестве системы 
детекции использовали: Envision для TAG-72 и Ven-
tana для ALK. Оценку статистической значимости 
результатов исследования выполняли путем вычис-
ления коэффициента корреляции методом рангов.

Результаты и обсуждение
ALK-мутация обнаружена в 7 (17,5 %) (рис. 1, 2), 

TAG-72 – в 4 (10 %) случаях (см. таблицу). Мы про-
вели оценку коэффициента корреляции между нали-
чием ALK и TAG-72, которая показала прямую 
среднюю силу связи (коэффициент корреляции со-
ставил 0,31). Также была выявлена прямая связь сред-
ней силы между наличием у пациента онкомаркера 

Характеристика морфологических параметров и степени выраженности лимфоидной инфильтрации у пациентов с обнаруженной экс-
прессией ALK и TAG-72

возраст 
пациен-
та, лет

Пол 
паци-
ента

alK TaG-72 локализация кларк Бреслоу
митоти-

ческий 
индекс

лимфоцитарная 
инфильтрация 

опухоли

изъяз-
вление

Гистологический тип 
опухоли

65 Ж + –
Верхняя конеч-

ность и плечевой 
пояс

3 1,1 <1/мм2 Умеренная Нет
Узловая эпителиоид-
но-клеточная меланома

63 Ж + +
Нижняя конеч-

ность
4 5 >1/мм2 Нет Есть

Узловая эпителиоид-
но-клеточная пигментная 
меланома

65 М + + Корпус 3 4 >1/мм2 Выраженная Есть
Узловая эпителиоид-
но-клеточная пигментная 
меланома

67 М + – Корпус 4 4 >1/мм2 Выраженная Есть
Узловая эпителиоид-
но-клеточная пигментная 
меланома

48 Ж + – Корпус 4 1 <1/мм2 Выраженная Есть
Поверхностно распро-
страняющаяся эпителио-
идно-клеточная меланома

68 Ж + +
Верхняя конеч-

ность и плечевой 
пояс

2 1 <1/мм2 Умеренная Есть

Поверхностно распро-
страняющаяся эпителио-
идно-клеточная пигмент-
ная меланома

89 Ж + – Голова/шея 5 6 >1/мм2 Выраженная Есть
Узловая эпителиоид-
но-клеточная пигментная 
меланома

33 М – + Голова/шея 2 1 >1/мм2 Выраженная Есть
Поверхностно распро-
страняющаяся эпителио-
идно-клеточная меланома

рис. 1. Выраженная очаговая ядерно-цитоплазматическая положи-
тельная экспрессия ALK в клетках опухоли (× 200). Мутантный 
белок был окрашен моноклональными антителами D57.3

рис. 2. Умеренная очаговая цитоплазматическая положительная 
экспрессия ALK в клетках опухоли (× 200). Мутантный белок был 
окрашен моноклональными антителами D57.3
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TAG-72, мутации ALK и изъязвлением – коэффици-
ент корреляции составил 0,53 и 0,68 соответственно. 
Наблюдалась статистически значимая связь между 
наличием ALK и лимфоидной инфильтрации, ко-
торая в большинстве случаев была выраженной 
(p <0,05). Корреляция между наличием ALK, TAG-72 
и другими морфологическими параметрами не вы-
явлена.

Заключение
Несмотря на наличие корреляции средней силы 

связи между рядом параметров, стоит отметить, что 
для более достоверных выводов необходимо дальней-
шее исследование данной проблемы с увеличением 
когорты. Однако на данном этапе, сопоставляя на-
личие экспрессии ALK (17,5 %) и TAG-72 (10 %) 
и их одновременное обнаружение (7,5 %), можно 

сделать вывод о том, что дальнейшие исследования 
по определению их диагностической ценности пред-
ставляются перспективными. Наличие корреляци-
онной связи средней силы между изъязвлением, 
с одной стороны, и наличие онкомаркера и мутант-
ной киназы с другой, также говорит о потенциальной 
ценности данного явления для усовершенствования 
диагностики первичной меланомы кожи. Наличие 
выраженной лимфоидной инфильтрации у ALK-по-
зитивных пациентов претендует на диагностическое 
значение при первичной меланоме кожи.

Наше исследование показывает перспектив-
ность определения ALK и TAG-72, поскольку в со-
вокупности с дальнейшими исследованиями оп-
ределение данных параметров может улучшить 
диагностику и лечение пациентов с первичной ме-
ланомой кожи.
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Введение. Наиболее перспективными фотосенсибилизаторами, поглощающими в ближнем инфракрасном диапазоне спектра, 
являются бактериохлорины. Их использование позволяет увеличить эффективность фотодинамической терапии за счет 
более глубокого проникновения излучения в опухоль.
Цель исследования – доклиническое изучение противоопухолевой фотоиндуцированной активности и биораспределения пре-
парата «Бактериосенс».
Материалы и методы. «Бактериосенс» – препарат на основе мезо-тетра(3-пиридил)бактериохлорина, поглощающий при 747 нм. 
Фотоиндуцированную цитотоксичность in vitro изучали на опухолевых клетках человека – А549, Hep2, BT-474, MCF-7, SK-
BR-3, РС3, EJ и мыши – S37, C26, LLC. Исследования in vivo проводили на мышах с опухолями S37, LLC, C26, большого и ма-
лого размера.
Результаты. В системе in vitro «Бактериосенс» при оптическом облучении приводил к эффективному подавлению роста 
опухолевых клеток в культуре (величина ИК

50
 варьировала от 0,08 мкМ до 1,21 мкМ) и характеризовался отсутствием 

токсичности без воздействия света. Фотодинамическая терапия с «Бактериосенсом» у мышей с инокулированными опухо-
лями (малого и большого размера) различного генеза, проведенная в эффективном режиме, приводила к регрессии первичного 
опухолевого узла на 90–100 % при отсутствии рецидива опухоли в течение 90 сут после лечения.
Выводы. «Бактериосенс» является перспективным препаратом для фотодинамической терапии опухолей малого и большого 
размера, может успешно использоваться в качестве альтернативного, органосохраняющего малоинвазивного метода лечения 
злокачественных новообразований, в том числе рака предстательной железы.

Ключевые слова: «Бактериосенс», фотодинамическая терапия, фотосенсибилизатор, биораспределение, фотоиндуцирован-
ная противоопухолевая активность
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PREClINICal TRIal OF BaCTERIOSENS uSEd FOR ThE PhOTOdyNaMIC ThERaPy  
OF MalIGNaNT TuMORS, INCludING PROSTaTE CaNCER

N. B. Morozova1, E. A. Plotnikova1, A. D. Plyutinskaya1, V. O. Stramova1, M. S. Vorontsova1, A. A. Pankratov1,  
R. I. Yakubovskaya1, E. A. Makarova2, E. A. Lukyanets2, A. D. Kaprin1

1P.A. Hertsen Moscow Oncology Research Institute – Branch of the National Medical Research Center of Radiology,  
Ministry of Health of Russia; 3, 2nd Botkinskiy Proezd, Moscow 125284, Russia; 

2State scientific center “NIOPIK”; Bldg 4, 1 Bolshaya Sadovaya St., Moscow 123001, Russia

Introduction. Bacteriochlorins are the most promising photosensitizers absorbing in the near-infrared spectral region. Their use can 
enhance the efficiency of photodynamic therapy due to the deeper penetration of radiation into the tumor.
Objective to conduct a preclinical study of the photoinduced antitumor activity and biodistribution of Bacteriosens.
Materials and methods. Bacteriosens is a preparation based on meso-tetra(3-pyridyl)bacteriochlorin absorbing at 747 nm. Photoin-
duced cytotoxicity was investigated in vitro using human tumor cells: A549, Hep 2, BT-474, MCF-7, SK-BR-3, PC3, and EJ and mu-
rine tumor cells: S37, C26, and LLC. In vivo studies were performed in mice with large and small tumors (S37, LLC, and C26).
Results. In vitro investigation show that bacteriosens during optical irradiation led to the effective suppression of tumor cell growth 
in culture (the IC

50
 value varied from 0,08 μМ to 1,21 μМ) and had no toxicity without exposure to light. The effective photodynamic 
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therapy regimen using Bacteriosens in mice with inoculated small and large tumors of different genesis resulted in regression of a prima-
ry tumor node on 90–100 % of the animals in the absence of tumor recurrence within 90 days after treatment.
Conclusion. Bacteriosens is a promising agent for the photodynamic therapy of small and large tumors; it can be successfully used as an 
alternative, organ-sparing minimally invasive treatment for malignant tumors, including prostate cancer.

Keywords: Bacteriosens, photodynamic therapy, photosensitizer, biodistribution, photoinduced antitumor activity

Введение
В структуре заболеваемости злокачественными 

новообразованиями мужского населения России 
в 2016 г. рак предстательной железы (РПЖ) занимает 
2-е место (14 %) после рака легких (17,6 %). Смерт-
ность от данного заболевания в 2016 г. в России со-
ставила 7,9 % [1]. Высокий уровень заболеваемости 
РПЖ является общемировой тенденцией.

Основные способы лечения РПЖ – хирургиче-
ский метод, химиотерапия, гормональная, лучевая 
терапия, а также комбинированное лечение [2–6]. 
У каждого из них есть достоинства, недостатки 
и ограничения. Одна из наиболее сложных про-
блем – реабилитация онкологических больных после 
проведенного радикального лечения. В настоящее 
время среди возможных вариантов лечения локали-
зованного рака предстательной железы все большее 
значение приобретают малоинвазивные методики 
локальной терапии, такие как ультразвуковая и ра-
диочастотная аблация, брахитерапия, криотерапия 
и фотодинамическая терапия (ФДТ) [7–9].

В последние десятилетия ФДТ показала свою 
перспективность при лечении опухолей различных 
локализаций, в том числе РПЖ. Основными преи-
муществами ФДТ перед общепринятыми методами 
лечения злокачественных новообразований являют-
ся избирательность, отсутствие риска хирургическо-
го вмешательства и тяжелых системных осложнений, 
допустимость многократного повторения, сочетание 
в одной процедуре флуоресцентной диагностики и ле-
чебного воздействия, низкая стоимость лечения [10].

Фотодинамическая терапия – методика лечения 
рака, основанная на взаимодействии света, фотосен-
сибилизатора (ФС) и кислорода. При возбуждении 
ФС светом определенной длины волны, соответству-
ющей максимуму его поглощения, в ткани при на-
личии кислорода образуются радикалы, которые 
обладают большой химической активностью и ини-
циируют свободнорадикальные реакции, приводя-
щие к гибели опухолевых клеток и ткани [10–12].

Фотодинамическая терапия может применяться 
как малоинвазивная терапия при лечении РПЖ с ис-
пользованием различных ФС, находящихся на раз-
ных стадиях клинических испытаний: «Фоскан» 
(mTHPC) с длиной волны возбуждения 652 нм, 
TOOKAD (WST09 и WST11) – 763 нм, MOTEXAFIN 
LUTETIUM (MLu) – 732 нм, аминолевулиновая 
кислота (5-ALA) (как пролекарство – предшествен-

ник протопорфирина IX) и «Фотофрин» – 630 нм, 
Визудин (Вертепорфин) – 689 нм, производные фта-
лоцианина – 670–690 нм [9, 13, 14].

Успешное применение метода ФДТ для лечения 
злокачественных новообразований, в том числе 
РПЖ, стимулирует поиск новых ФС с поглощением 
в длинноволновой области спектра. Наиболее пер-
спективными для ФДТ являются ФС с максимумом 
поглощения в дальнем красном и ближнем инфра-
красном диапазонах (700–850 нм), так называемом 
«терапевтическом окне», где собственное поглоще-
ние биологической ткани минимально. Это обеспе-
чивает возможность более глубокого проникновения 
излучения в ткань и, как следствие, высокую эффек-
тивность противоопухолевой терапии [14–17].

Наиболее перспективными ФС для ФДТ, погло-
щающими в ближнем инфракрасном диапазоне 
спектра, являются бактериохлорины. Использование 
бактериохлоринов, имеющих интенсивное поглоще-
ние в интервале 720–800 нм, позволяет увеличить 
эффективность ФДТ за счет более глубокого проник-
новения излучения в опухоль. Однако многие из них 
имеют ограниченное применение из-за низкой хи-
мической стабильности, фотостабильности и высо-
кой гидрофобности, что требует поиска транспортных 
систем, эффективно доставляющих ФС к опухолевой 
ткани [9, 13]. Целью данного исследования стало 
изучение специфической фотоиндуцированной ак-
тивности нового препарата «Бактериосенс» (на ос-
нове синтетического производного бактериохлори-
на) в системе in vitro и in vivo c использованием 
опухолевых моделей различного гистогенеза и РПЖ.

Материалы и методы
Фотосенсибилизатор
Препарат «Бактериосенс» – лиофилизат для при-

готовления раствора для инфузий производства 
ФГУП «ГНЦ «НИОПИК»» (Россия). Активный ком-
понент (мезо-тетра(3-пиридил)бактериохлорин) [18]. 
В качестве растворителя используется 0,025 % рас-
твор гидрокарбоната натрия (NaHCO

3
) – λ

max
 = 747 нм. 

Для исследований in vitro и in vivo раствор препарата 
готовили ex tempore.

Исследования in vitro
Изучение фотоиндуцированной активности пре-

парата «Бактериосенс» проводили на опухолевых 
клетках человека эпителиального происхождения 
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(предстательной железы: аденоакарцинома (РС3), 
карцинома (LnCap4); легкого: карцинома (А549); 
гортаноглотки: эпидермоидная карцинома (Hep2); 
молочной железы: карцинома (BT-474); аденокар-
цинома (MCF-7), аденокарцинома (SK-BR-3); моче-
вого пузыря: карцинома (EJ); толстой кишки: карци-
нома (HT-29)) и опухолевых клетках мыши различного 
генеза (саркомы мягких тканей (S37), аденокарцино-
мы толстой кишки (C26), карциномы легкого Льюис 
(LLC)), адаптированных нами для роста в культуре 
in vitro.

Культивирование опухолевых клеток in vitro про-
водилось согласно рекомендациям, указанным в сер-
тификате культуры клеток с использованием соответ-
ствующих сред с добавлением 10 % эмбриональной 
телячьей сыворотки (ЭТС) [19, 20]. Пассирование 
клеток проводилось при 37 °С во влажной атмосфере 
с содержанием 5 % СО

2
 (стандартные условия).

Методика проведения фотодинамического 
воздействия на опухолевые клетки
Для оценки фотоиндуцированной активности 

«Бактериосенса» клетки рассевались в 96-луночные 
культуральные планшеты, инкубировались в течение 
28 ч в стандартных условиях. Посевная концентрация 
клеток устанавливалась для каждой культуры с таким 
расчетом, чтобы воздействие проходило в экспонен-
циальной (логарифмической) фазе роста клеток. 
Далее в планшеты вносился ФС при варьировании 
концентрации от 0,002 до 2,4 мкМ (в триплетах) 
и проводилось облучение галогеновой лампой с ис-
пользованием широкополосного фильтра КС-19 
(λ ≥720 нм). Плотность мощности составляла 21,0 ± 
1,0 мВт/см2, а световая доза – 10 Дж/см2. Выбранный 

временной интервал инкубации – 30 мин, 1, 2, 4 и 6 ч. 
Облучение проводили в 2 модификациях: с удалени-
ем препарата из среды инкубации и без удаления ФС. 
После воздействия светом клетки инкубировались 
в стандартных условиях 24–28 ч. Оценка выживае-
мости клеток проводилась визуально и колориметри-
ческим методом с использованием МТТ-теста [21]. 
Критериями оценки цитотоксического эффекта яв-
лялись величины ИК

50
 и ИК

90
, т. е. концентрации 

лекарственного средства, вызывающие торможение 
роста клеток на 50 и 90 %.

Исследования in vivo
Животные. Исследования проводили на мышах 

в возрасте 7–10 нед (табл. 1).
Животные находились на стандартной сбаланси-

рованной диете с использованием экструдированно-
го комбикорма для содержания мелких лаборатор-
ных грызунов SPF категории «ЧАРА» компании ЗАО 
«Ассортимент-Агро» и водопроводной воды, филь-
трованной путем системы обратного осмоса Osmos-
StreamCompact OD 200.

Исследования были одобрены комиссией по био-
этике и проведены с соблюдением принципов гуман-
ности в соответствии с национальными стандартами. 
Опухолевый материал прививали мышам подкожно 
с внешней стороны бедра (при необходимости пред-
варительно удаляли шерстный покров с помощью 
крема-депилятора).

изучение биораспределения и флуоресцентной конт-
растности. Оценку распределения «Бактериосенса» 
в опухолевой (S37, LLC, C26, Ca755, РС3) и окружа-
ющей ткани (кожа) проводили по уровню нормиро-
ванной флуоресценции, отражающей накопление 

таблица 1. Характеристика опухолевых моделей и используемых животных

опухолевая модель (аб-
бревиатура) 

мыши
источник получения животных

Содержание жи-
вотных

линия пол

Перевивные опухоли

Саркома мягких тканей 
(S37) 

Гибриды 1-го поколения F
1
 

(CBA × C57Bl/6J) 
Самки

Научный центр биомедицинских техноло-
гий РАМН (филиал НЦБТ «Андреевка») 

Конвенциональ-
ные условия

Карцинома легкого 
Льюис (LLC) 

C57Bl/6J Самки
НПП «Питомник лабораторных животных» 

ФИБХ РАН (Пущино) 
SPF

Аденокарцинома молоч-
ной железы (Cа755) 

клеточные линии

Аденокарцинома тол-
стой кишки мыши (С26) 

BALB/c Самки
Научный центр биомедицинских техноло-
гий РАМН (филиал НЦБТ «Андреевка») 

Конвенциональ-
ные условия

Аденокарцинома 
предстательной железы 
человека (РС3) 

BALB/c Nude (nu/nu) Самцы
НПП «Питомник лабораторных животных» 

ФИБХ РАН (Пущино) 
SPF
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фотоактивной формы препарата, методом локальной 
флуоресцентной спектроскопии (ЛФС) ex vivo, на ла-
зерной установке для флуоресцентной диагностики 
и контроля ФДТ «ЛЭСА 6» («БИОСПЕК», Россия). 
Препарат вводили внутривенно в дозах 1, 2,5 и 6,25 мг/кг. 
Через различные интервалы времени (5 мин – 24 ч) 
после введения ФС мышей умерщвляли дислокаци-
ей шейных позвонков, извлекали опухолевый узел, 
окружающую кожу и еx vivo регистрировали флуорес-
ценцию в спектральном диапазоне 640–850 нм.

Интегральную интенсивность флуоресценции, 
соответствующую максимуму флуоресценции «Бак-
териосенса» (λ

max
 = 747 нм), полученную при анализе 

образцов ткани, нормировали на интегральную ин-
тенсивность сигнала обратного диффузного рассея-
ния возбуждающего лазерного излучения (633 нм) 
и таким образом определяли нормированную флуо-
ресценцию (ФН) в тканях. Величину флуоресцент-
ной контрастности (ФК) рассчитывали как отно-
шение средней величины ФН в опухоли к средней 
величине ФН в коже.

изучение фотоиндуцированной противоопухолевой 
активности. Эффективность противоопухолевого 
действия ФДТ с «Бактериосенсом» оценивали у мы-
шей с опухолями малого размера 130 ± 30 мм3 (S37) – 
6–7-й день роста опухоли, среднего размера 230 ± 
30 мм3 (РС3) – 9–10-й день роста опухоли и большо-
го размера 400 ± 40 мм3 (S37, LLС, C26, Ca755) – 
12–14-й день роста опухоли. В качестве анестезии 
применяли дроперидол (2,5 мг/мл) внутрибрюшин-
но за 10–15 мин до сеанса ФДТ. Для облучения ис-
пользовали светодиодный источник излучения с λ = 
752 ± 14 нм (экспериментальный образец, разра-
ботанный в ФГУП «ГНЦ «НИОПИК»», с регулято-
ром плотности мощности светового излучения 30–
150 мВт/см2).

С целью отработки эффективных режимов про-
ведения ФДТ с «Бактериосенсом» варьировали дозу 
препарата (0,5–7,5 мг/кг), интервал времени между 
его введением и облучением (5 мин – 24 ч), дозу 
света (60–180 Дж/см2) у мышей с саркомой S37. При 
лечении опухолей большого размера (S37, LLС, C26, 
Ca755) варьировали количество полей облучения 
(одно- и полипозиционный режимы, суммарная 
световая доза 270 Дж/см2).

Эффективность ФДТ оценивали по общеприня-
тым в экспериментальной онкологии критериям 
в процентах: торможению роста опухоли (ТРО), 
увеличению продолжительности жизни (УПЖ) 
и критерию излеченности (КИ) животных [21]. Био-
логически значимым терапевтическим эффектом 
считали ТРО ≥70 %, УПЖ 50 %, КИ ≥25 %. Для ста-
тистической оценки различий между группами приме-
няли U-критерий Манна–Уитни, расчеты проводили 
с использованием программы Primer of Biostatistics 

версии 4.03. Отличия считали достоверными при 
уровне значимости р <0,05.

Результаты и их обсуждение
Исследования in vitro
В биологических тестах in vitro установлено, 

что препарат «Бактериосенс» в диапазоне концентра-
ций от 0,002 до 2,4 мкМ не обладал темновой цито-
токсичностью относительно культур опухолевых 
клеток человека РС3, LnCap4, А549, HЕp2, BT-474, 
MCF-7, SK-BK-3, EJ и HT-29 и мыши S-37, C26 
и LLC (табл. 2). При воздействии светом препарат 
проявлял высокую специфическую активность в си-
стеме in vitro (величина ИК

50
, при оптимальном вре-

мени инкубации, варьировала от 0,08 до 1,21 мкМ 
в зависимости от культуры клеток).

Показано, что максимальная фотоиндуциро-
ванная активность «Бактериосенса» для культуры S37 
отмечена при 4 ч инкубации до воздействия, для всех 
остальных клеточных линий максимальный эффект 
при фотодинамическом воздействии достигался при 
2-часовом инкубировании, и с увеличением времени 
до 6 ч разница в значении величины ИК

50
 была стати-

стически незначимой. Данные опытов с удалением 
препарата из среды культи вирования косвенно сви-
детельствуют о том, что «Бактериосенс» эффективно 

таблица 2. Фотоиндуцированная активность препарата «Бакте-
риосенс» (ИК

50
, мкМ) относительно опухолевых клеток человека 

и мыши (при оптимальном времени инкубации до воздействия)

клеточ-
ная линия

ик
50

, мкм

облучение при наличии 
 фотосенсибилизатора в среде 

инкубации

облучение с удалением 
фотосенсибилизатора 
из среды инкубации

культуры опухолевых клеток человека

PC3 0,28 ± 0,01 0,38 ± 0,02

lnCap4 0,29 ± 0,02 0,37 ± 0,01

a549 0,32 ± 0,02 0,47 ± 0,01

hEp2 0,24 ± 0,01 0,26 ± 0,02

BT-474 0,30 ± 0,02 0,52 ± 0,02

MCF-7 0,31 ± 0,01 1,21 ± 0,02

SK-BR-3 0,22 ± 0,02 0,23 ± 0,02

EJ 0,25 ± 0,02 0,26 ± 0,02

hT-29 0,39 ± 0,01 0,91 ± 0,03

культуры опухолевых клеток мыши

S37 0,08 ± 0,01 0,13 ± 0,01

C26 0,08 ± 0,01 0,13 ± 0,01

llC 0,12 ± 0,01 0,32 ± 0,01
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проникает в опухолевые клетки и накапливается в них 
в течение определенного временного интервала, 
при этом накопление препарата в клетках культур 
MCF-7, HT-29 и LLC было менее выражено.

Таким образом, изучение специфической актив-
ности препарата «Бактериосенс» в системе in vitro 
показало его высокую фотоиндуцированную актив-
ность относительно опухолевых клеток различного 
генеза, в частности клеток предстательной железы 
(PC-3, LNCaP), при отсутствии темновой токсично-
сти и эффективном проникновении внутрь клеток 
как человека, так и мыши.

Исследования in vivo
изучение распределения препарата «Бактериосенс» 

у мышей с опухолями различного генеза. Распределе-
ние препарата в опухоли (S37, LLC, С26, Са755, РС3) 
и окружающей коже оценивали методом ЛФС в ин-
тервале от 5 мин до 24 ч по нормированной флуорес-
ценции «Бактериосенса», отражающей уровень его 
накопления в тканях животных.

Показано, что «Бактериосенс» дозозависимо на-
капливался в опухолевой и окружающей ткани (ко-
жа) независимо от используемых опухолевых моделей. 
Нормированная флуоресценция препарата мгновен-
но регистрировалась в опухолевой ткани, достигая 
высоких значений уже через 30 мин после введения, 
и сохранялась на максимальном уровне до 4 ч. На ри-
сунке представлены ФН и ФК «Бактериосенса» 
в дозе 2,5 мг/кг (терапевтическая доза (ТД)).

Максимальные значения ФН в опухолевой ткани 
для препарата в ТД 2,5 мг/кг регистрировались в ин-
тервале от 0,5 до 4 ч и составляли 5,4–10,4 у. е. С уве-
личением дозы препарата уровень ФН как в опухолях, 
так и окружающей ткани увеличивался. Максималь-
ный уровень ФН ФС в окружающей коже у мышей 
с опухолями регистрировался чрез 2–4 ч после вве-
дения и составлял 2,3–3,9 у. е.

Экспериментальные данные по максимальной 
нормированной флуоресценции в опухолях и флуо-
ресцентной контрастности относительно кожи пред-
ставлены в табл. 3.

Биораспределение препарата «Бактериосенс» 
в опухолях различного гистогенеза имеют схожие 
характеристики. Значения максимальной нормиро-
ванной флуоресценции препарата в опухолях LLC, 
S37, С26, Са755 и РС3 независимо от дозы регистри-
ровались на ранние сроки после введения – через 
0,5–4 ч. Причем наиболее высокий уровень ФН ре-
гистрировался в аденокарциноме предстательной 
железы РС3 на всех сроках наблюдения.

Для всех исследованных опухолей максимальная ФК 
относительно кожи регистрировалась через 5–60 мин 
после введения препарата независимо от его дозы 
и варьировала от 1,9 до 4,5 у. е.

Таким образом, исследования, проведенные 
с «Бактериосенсом», показали, что препарат мгновен-
но накапливался в тканях опухолей LLC, S37, С26, 
Са755 и РС3, достигая максимальных значений уже 
через 30 мин после введения, и сохранялся до 4 ч. 
С увеличением дозы препарата нормированная флу-
оресценция в опухолевой ткани увеличивалась. Мак-
симальная флуоресцентная контрастность относи-
тельно кожи регистрировалась через 5–60 мин после 
введения. В связи с этим при ФДТ рекомендуется 
проводить облучение на ранние сроки после введе-
ния препарата (0,5–4 ч).

определение оптимального терапевтического ре-
жима Фдт. Поскольку эффективность ФДТ зависит 
от ряда параметров, оценку оптимального терапев-
тического режима ФДТ проводили у мышей с опухо-
лью S37 (как наиболее экономичной и доступной 
модели) малого размера (130 ± 30 мм3) в зависимости 
от дозы «Бактериосенса» (0,5–7,5 мг/кг); при облу-
чении как в период накопления ФС в опухолевой 
ткани – через 15–30 мин после введения препарата, 
так и через 2 ч – в период полувыведения ФС; в за-
висимости от дозы света (90–270 Дж/см2) и количе-
ства полей облучения (1–3 поля) опухолей большого 

таблица 3. Сравнительная оценка биораспределения препарата 
«Бактериосенс» в опухолях различного генеза

опухо-
левая 

модель

доза 
препара-
та, мг/кг

максимальная нор-
мированная  флуо-

ресценция в опухоли, 
у. е., через 0,5–4 ч

максимальная  флуо-
ресцентная  контраст-
ность, опухоль/кожа, 
у. е., через 5–60 мин

llC

1,0

5,4–6,6  2,7–3,1 

S37 3,6–4,0  2,1–2,8 

С26 3,9–5,2  2,3–3,1 

Са755 5,0–6,2  2,5–3,1 

рС3 6,2–7,3  2,6–3,0  

llC

2,5
(тера-
певти-
ческая 
доза) 

6,9–8,5  2,9–3,2  

S37 4,6–5,4  2,1–2,3  

С26 5,7–6,9  3,2–3,9  

Са755 7,2–8,5  1,9–3,0  

рС3 8,4–10,4  2,2–3,3  

llC

6,25

10,6–12,2  2,7–3,9  

S37 7,7–9,5  2,5–3,1  

С26 7,2–9,0  2,6–4,5  

Са755 8,0–10,6  2,7–2,9  

рС3 9,3–13,0  2,6–3,4  

Примечание. Данные представлены с учетом фоновых значений 
нормированной флуоресценции в опухоли.
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размера (400 ± 40 мм3). Результаты исследований 
представлены в табл. 4, 5.

Через 2 ч после проведенного облучения у живот-
ных в зоне роста опухоли начинал развиваться отек, 
который сохранялся от 3 до 7 сут в зависимости 
от использованных режимов проведения ФДТ.

Фотоиндуцированная противоопухолевая актив-
ность «Бактериосенса» при облучении через 30 мин 
после его введения и фиксированной плотности энер-
гии 150 Дж/см2 с увеличением дозы от 0,5 до 7,5 мг/кг 
возрастала; ТРО составляло 13–66 % (0,5 мг/кг), 
69–97 % (1,0 мг/кг) и 100 % (2,5; 5,0 и 7,5 мг/кг). 

а

в

б

г

д
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Наиболее высокий процент излеченных животных 
регистрировался при использовании дозы 2,5 мг/кг, 
однако при использовании высоких доз препарата 
(2,5–7,5 мг/кг) наблюдалась гибель части животных 
от фототоксического шока в течение 2 сут после сеанса 
ФДТ.

Увеличение интервала времени между введением 
«Бактериосенса» (2,5 мг/кг) и облучением (150 Дж/см2) 
до 2 ч приводило к 100 % излеченности животных 
группе при отсутствии гибели от фототоксичности на 
ранних сроках после лечения. Дальнейшее увеличе-

ние интервала до 4 и 24 ч приводило к резкому сни-
жению эффективности: ТРО составляло 41–62 и 15–
31 % соответственно; УПЖ мышей не достигало 
биологически значимого уровня, излеченность жи-
вотных составляла 0 %.

Оценка противоопухолевой активности с учетом 
доз света показала, что при всех используемых зна-
чениях плотности энергии (60–180 Дж/см2) выяв-
лена высокая противоопухолевая эффективность 
фотодинамического воздействия: ТРО составило 
74–100 %, УПЖ – от 52 % до >100 %, излеченность 

таблица 4. Фотоиндуцированная противоопухолевая активность «Бактериосенса» у мышей с саркомой S37 малого размера в зависимости 
от интервала между введением препарата и облучением, дозы препарата и плотности энергии

режим фотодинамической терапии торможение роста опухоли, %, после 
фотодинамической терапии, сут Увеличение про-

должительности 
жизни*, %

критерий изле-
ченности*, %

Гибель  
от фототоксич-

ности**, %доза,  
мг/кг

интервал Δt
Плотность  

энергии, дж/см2 9 12 14 16 19

0,5

30 мин

150

66 21 19 13 23 6 0 0

1,0 97 77 73 69 73 63 50 0

2,5 100 100 100 100 100 >100 75 25

5,0 100 100 100 100 100 >100 63 37

7,5 100 100 100 100 100 >100 25 75

2,5

5 мин Гибель от фототоксичности 0 0 100

30 мин 100 100 100 100 100 >100 75 25

2 ч 100 100 100 100 100 >100 100 0

4 ч 62 53 49 56 41 34 0 0

24 ч 31 24 21 19 15 13 0 0

30 мин

60 91 87 84 83 80 52 63 0

90 100 98 92 91 84 59 63 0

120 100 100 100 100 100 >100 100 0

150 100 100 100 99 99 61 75 0

180 92 80 77 76 74 62 50 0

Примечание. Светодиодный источник оптического излучения 752 ± 14 нм. *Оценены в течение 75 сут после фотодинамической терапии; 
**В течение 1–3 сут после фотодинамической терапии.

таблица 5. Фотоиндуцированная противоопухолевая активность бактериосенса в терапевтической дозе 2,5 мг/кг у мышей с саркомой 
S37 большого размера в зависимости от количества полей облучения

режим фотодинамической терапии торможение роста опухоли, %, после 
 фотодинамической терапии, сут

Увеличение про-
должительности 

жизни*, %

критерий 
излеченно-

сти*, %суммарная плотность 
 энергии, дж/см2

количество полей 
облучения

интервал Δt
9 12 14 16 19

270
3

15 мин 100 100 99 97 96 64 38

30 мин 100 100 100 100 100 43 38

1 ч 97 88 87 87 77 43 25

1 30 мин 100 100 99 99 99 47 25

Примечание. Светодиодный источник оптического излучения 752 ± 14 нм. *Оценены в течение 75 сут после фотодинамической терапии.
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составила 50–100 %. Наиболее высокий противо-
опухолевый эффект был получен при использовании 
световых доз 120 и 150 Дж/см2.

Таким образом, терапевтическими режимами 
проведения ФДТ с препаратом «Бактериосенс» при 
лечении опухолей малого размера являются: дозы 
препарата 1,0–2,5 мг/кг, интервалы после введения 
0,5–2 ч и дозы света 120–150 Дж/см2.

При лечении опухолей большого размера облу-
чение проводили полипозиционно 3 перекрывающи-
мися полями. Световая доза каждого поля облучения 
составляла 90 Дж/см2, суммарная – 270 Дж/см2. 
«Бактериосенс» вводили в дозе 2,5 мг/кг (табл. 5).

При облучении через все исследованные интер-
валы времени после введения препарата выявлен 
высокий противоопухолевый эффект: ТРО составило 
77–100 %, УПЖ – 43–64 %, КИ – 25–38 %, однако 
при использовании наиболее короткого интервала 
(15 мин) у 75 % животных наблюдался обширный 
некроз мышечной ткани, находящейся в зоне облу-
чения.

Таким образом, оптимальным терапевтическими 
режимами проведения ФДТ с препаратом «Бакте-
риосенс» при лечении опухолей большого размера 
являются: доза препарата 2,5 мг/кг, интервалы после 
введения 0,5–1 ч и доза света одного поля облучения 
90 Дж/см2, суммарная – 270 Дж/см2.

определение спектра фотоиндуцировнной проти-
воопухолевой активности «Бактериосенса» при прове-
дении фотодинамической терапии у мышей с опухоля-
ми различного гистогенеза. Спектр противоопухолевой 
активности ФДТ с «Бактериосенсом» оценен при оп-
тимальных режимах проведения ФДТ: доза препара-
та 2,5 мг/кг, интервал после его введения – 30 мин, 
плотность энергии 270 Дж/см2 при трехпозиционном 
режиме облучения по 90 Дж/см2. Исследования про-
водили на перевивных моделях опухолей большого 
размера у иммунокомпетентных мышей с LLC, С26, 

Са755 и у иммунодефицитных мышей линии BALB/c 
Nude с ксенографтами опухоли предстательной же-
лезы РС3. Результаты исследований представлены 
в табл. 6.

В течение 2 ч после сеанса ФДТ у животных на-
чинал развиваться отек, который к 24 ч достигал 
максимальных размеров и сохранялся до 5 сут. После 
облучения мыши не погибали.

При лечении опухолей большого размера наибо-
лее высокий противоопухолевый эффект выявлен 
у мышей с аденокарциномой предстательной железы 
РС3, наименее выраженный – у мышей с аденокар-
циномой толстой кишки С26, в 100 % метастазиру-
ющей в легкие. Следует отметить, что у иммуноде-
фицитных мышей с опухолью РС3 ФДТ можно 
проводить в более щадящем режиме путем уменьше-
ния дозы препарата и плотности энергии, сохраняя 
при этом высокий противоопухолевый эффект. Про-
тивоопухолевая эффективность ФДТ увеличивается 
в ряду моделей С26 < LLC < S37 ≤ Ca755 < PC3.

Заключение
Препарат «Бактериосенс» проявлял высокую 

фотоиндуцированную активность относительно опу-
холевых клеток человека эпителиального происхож-
дения (РС3, LnCap4, А549, Hep2, BT-474, MCF-7, 
SK-BK-3, EJ, HT-29) и мыши различного генеза 
(S37, C26, LLC), характеризовался отсутствием тем-
новой токсичности и эффективным проникновени-
ем в клетки. Величина ИК

50
 при оптимальном вре-

мени инкубации варьировала от 0,08 до 1,21 мкМ.
Препарат в максимальной терапевтической дозе 

2,5 мг/кг быстро (в течение 30 мин) поступал, нака-
пливался в опухолевой ткани S37, Colo26, LLC, РС3 
и сохранялся на высоком уровне (5,4–10,4 у. е.) 
до 4 ч. Максимальная флуоресцентная контрастность 
относительно кожи регистрировалась через 5–60 мин 
после введения и составляла 1,9–3,9 у. е.

таблица 6. Сравнительная оценка противоопухолевой эффективности препарата «Бактериосенс» у мышей с опухолями большого размера 
различного генеза при использовании оптимальных режимов проведения фотодинамической терапии

опухо-
левая  

модель

размеры 
опухоли,  

мм3

оптимальный режим проведения  
фотодинамической терапии

Противоопухолевая эффективность при оптимальных 
режимах проведения фотодинамической терапии

доза,  
мг/кг

интервал между велени-
ем и облучением, мин

плотность энергии, 
дж/см2 (доза света) 

торможение роста 
опухоли, %

увеличение продолжи-
тельности жизни, %

критерий изле-
ченности, %

S37 344 ± 78 2,5 30 90 × 3 = 270 100 78 38*

LLC 414 ± 68 2,5 30 90 × 3 = 270 99–100 51 25*

C26 398 ± 40 2,5 30 90 × 3 = 270 100 54 0*

Cа755 430 ± 67 2,5 30 90 × 3 = 270 90–100 88 38*

РС3 223 ± 35 1,0 30 90 × 3 = 270 100  – 100*

Примечание. Источник излучения – светодиод с λ
max

 = 752 ± 14 нм. Плотность мощности 135 мВт/см2. *Срок наблюдения за животны-
ми 75 сут.
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Определены терапевтические режимы прове-
дения ФДТ с «Бактериосенсом»: доза 1,0–2,5 мг/кг, 
интервал между введением и облучением 0,5–2 ч, 
плотность энергии 120–150 Дж/см2 при лечении 
опухолей малого размера и 90 × 3 = 270 Дж/см2 при 
трехпозиционном облучении опухолей большого 
размера.

Использование оптимальных режимов проведе-
ния ФДТ с «Бактериосенсом» позволило добиться 
100 % ТРО большого и малого размера; 100 и 38 % 
излеченности иммунокомпетентных мышей с опухо-
лями малого и большого размеров соответственно.

У иммунодефицитных мышей с ксенографтами 
карциномы предстательной железы РС3, ФДТ 
с «Бактериосенсом» можно проводить в более щадя-
щем режиме: доза препарата 1,0 мг/кг, плотность 
энергии 90 Дж/см2 при сохранении высокого проти-
воопухолевого эффекта – 100 % излеченности жи-
вотных.

«Бактериосенс» является перспективным препа-
ратом для ФДТ опухолей как малого, так и большого 
размера и может успешно использоваться в качестве 
альтернативного, органосохраняющего малоинва-
зивного метода лечения РПЖ.
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ЭквитокСичноСтЬ ЦиСПлатина-ронЦ® 
и ЦиСПлатина-тева При однократном введении 

мыШам и крыСам

в. м. Бухман, н. П. ермакова, о. и. коняева, н. Ю. кульбачевская, а. а. Сергеев, в. а. чалей
ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24

Контакты: Владимир Михайлович Бухман bukhman@mail.ru

Введение. Разработка качественной отечественной воспроизведенной лекарственной формы цисплатина необходима для улуч-
шения условий терапии онкологических пациентов.
Цель исследования – проведение сравнительного доклинического исследования острой токсичности недавно разработанной 
в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России воспроизведенной лекарственной формы Цисплатин-РОНЦ® 

с коммерческим препаратом Цисплатин-Тева.
Материалы и методы. Использованы стандартные методы оценки острой токсичности препаратов на мелких лаборатор-
ных грызунах.
Результаты. Острая токсичность сравниваемых форм цисплатина существенно не различается по влиянию на выживаемость 
и изменение массы тела подопытных животных.
Вывод. Сравниваемые воспроизведенный и коммерческий препараты цисплатина практически эквитоксичны при однократ-
ном внутривенном введении мышам и крысам.

Ключевые слова: цисплатин воспроизведенный, цисплатин коммерческий, доклиническая токсичность, мелкие лабораторные 
грызуны

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-3-65-69

EQuITOXICITy CISPlaTIN-RONC® aNd CISPlaTIN-TEVa aT a SINGlE INJECTION TO MICE aNd RaTS

V. M. Bukhman, N. P. Ermakova, O. I. Konyaeva, N. Yu. Kulbachevskaya, A. A. Sergeev, V. A. Chaley

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse,  
Moscow 115478, Russia

Introduction. The development of high-quality domestic reproduced dosage form of сisplatin is necessary to improve the treatment con-
ditions of cancer patients.
Purpose of research. Comparative preclinical study of acute toxicity of newly developed in SIC Oncology reproduced dosage form Cis-
platin-RONC® with commercial preparation Cisplatin-Teva.
Materials and methods. The standard methods of estimation of acute toxicity of preparations on small laboratory rodents are used.
Results. Acute toxicity of the compared forms of cisplatin is not significantly different from the effect on the survival and body weight 
of experimental animals.
Summary. Compared generic and commercial formulations cisplatin almost equitoxic after a single intravenous administration to mice 
and rats.

Key words: generic cisplatin, cisplatin commercial, preclinical toxicity, small laboratory rodents

Введение
В 2015 г. исполнилось 50 лет с того времени, ког-

да была продемонстрирована высокая противоопу-
холевая эффективность цисплатина (ЦП) [1]. Цис-
платин – алкилирующий агент, нарушающий синтез 
и транскрипцию дезоксирибонуклеиновой кислоты, 
продолжает оставаться одним из основных противо-
опухолевых препаратов, широко применяемых для 
лечения онкологических пациентов с солидными 

опухолями. С помощью химиотерапевтических ком-
бинаций, основным препаратом которых является 
ЦП, удается излечивать пациентов с раком яичек. 
Такие комбинации активны в отношении гинеколо-
гического рака, рака желудочно-кишечного тракта, 
мочеполовой системы, головы и шеи, легких, а также 
других злокачественных заболеваний [2, 3]. При при-
менении ЦП возникают многочисленные токсиче-
ские и побочные эффекты [1, 2].
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Привлекательным представляется применение 
дженериков. Их производство постоянно растет во 
всем мире, прежде всего из-за экономической эф-
фективности. Однако необходимо проведение иссле-
дований с целью обеспечения биоэквивалентности 
с исходным лекарством [4]. Вместе с тем дженерико-
вые лекарственные формы могут не полностью соот-
ветствовать брендовым формам, несколько отличаясь 
по проявлениям биологической активности [5, 6].

Разработка качественной отечественной воспро-
изведенной лекарственной формы ЦП необходима 
для улучшения условий терапии онкологических 
пациентов [7]. Одним из условий регистрации вос-
произведенных лекарств является демонстрация на 
лабораторных животных их эквитоксичности с раз-
решенным для применения на территории Россий-
ской Федерации коммерческим препаратом.

Далее приведены основные данные по эквиток-
сичности недавно разработанной в ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России 
(ранее – РОНЦ им. Н. Н. Блохина) воспроизведен-
ной лекарственной формы ЦП Цисплатин-РОНЦ® 
(ЦП-РОНЦ) и коммерческого препарата Циспла-
тин-Тева (ЦП-Тева).

Материалы и методы
Животные
Мыши-самцы гибриды (C57Bl6/J × DBA2) F1 

(B6D2F1). В начале опытов средняя масса тела ± стан-
дартное отклонение составляла 23,0 ± 1,2 г (20,2–
25,6 г). Неинбредные крысы-самцы, средняя масса 
тела ± стандартное отклонение составляла 124 ± 15 г 
в 2 опытах (96–170 г). Все животные получены из пи-
томника ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохи-
на» Минздрава России (НМИЦ онкологии). Живот-
ные содержались и использовались в соответствии 
с этическими нормами, принятыми в НМИЦ онко-
логии. Для кормления животных использовали стан-
дартный промышленный сертифицированный бри-
кетированный корм для грызунов с установленным 
сроком годности. Жи вотные имели свободный доступ 
к корму и воде.

Препараты
Воспроизведенный ЦП-РОНЦ произведен в на-

учно-производственном филиале «Наукопрофи» 
НМИЦ онкологии. Препарат представляет собой 
раствор для инъекций с концентрацией 1 мг ЦП в 1 мл, 
во флаконах по 10 мл (серия 010212). Коммерческий 
ЦП-Тева производства фармацевтической компа-
нии Teva (Израиль) – раствор для инъекций с кон-
центрацией 0,5 мг ЦП в 1 мл, во флаконах по 20 мл 
(серия 11B17RE). Для идентичности концентраций 
ЦП-РОНЦ разводили физиологическим раствором 
натрия хлорида до концентрации 0,5 мг ЦП в 1 мл.

Сравнительные эксперименты
Оба препарата параллельно вводили внутривенно 

однократно в следующих диапазонах доз: мышам от 
10 до 20 мг/кг, крысам от 4 до 13 мг/кг. День введения 
препаратов принимали за 0. Проявления токсично-
сти оценивали по общепринятым критериям. Стати-
стическая обработка результатов проводилась с по-
мощью компьютерных программ Microsoft Office 
Excel 2003 и BioStat 2008 Professional. Рассчитывали 
параметры, обычно используемые в токсикологии. 
За достоверные принимали различия при p ≤0,05.

Результаты и обсуждение
Сравнительное изучение  
«острой» токсичности на мышах
Как видно из данных, представленных в табл. 1, 

выживаемость мышей практически одинакова в слу-
чае однократного введения сравниваемых препаратов 
как в зависимости от дозы, так и по срокам гибели. 
Расчетные летальные дозы достоверно не различа-
лись (табл. 2). Изменения массы тела в сравниваемых 

таблица 1. Сравнительная токсичность Цисплатина-РОНЦ® и Цис-
платина-Тева при однократном внутривенном введении мышам

Препарат доза, мг/кг
Эффект  

(пало/всего) 
день гибели

Контроль 0 0/10  – 

Циспла-
тин-РОНЦ®

10 0/6  – 

14 1/6 8-й

15 3/6 8, 11, 13-й

18 3/6 7, 7, 8-й

20 6/6 6, 6, 6, 6, 8, 8-й

Циспла-
тин-Тева

10 0/6  – 

14 0/6  – 

15 2/6 9, 11-й

18 4/6 7, 7, 8, 8-й

20 6/6 6, 6, 6, 6, 6, 8-й

таблица 2. Расчетные летальные дозы Цисплатина-РОНЦ® и Цис-
платина-Тева на мышах

Препарат
лд10, 
мг/кг

лд16, 
мг/кг

лд50 (95 % ди), 
мг/кг

лд84,  
мг/кг

Цисплатин- 
РОНЦ® 11,79 12,81 16,44 (13,89–18,99) 20,06

Цисплатин- 
Тева

12,73 13,55 16,45 (13,84–19,05) 19,34

Примечание. ДИ – доверительный интервал; ЛД – летальная доза.
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таблица 3. Изменение массы тела мышей в граммах после однократного внутривенного введения Цисплатина-РОНЦ® и Цисплатина-Тева

доза, мг/кг
Средняя масса тела, г (± стандартная ошибка), на сутки опыта

0-е 3-и 7-е 10-е 14-е 21-е 30-е

0 22,2 ± 0,5 24,1 ± 0,3 24,7 ± 0,2 25,7 ± 0,3 26,2 ± 0,4 27,6 ± 0,4 30,7 ± 0,5

Цисплатин-ронЦ®

10 23,6 ± 0,4 21,3 ± 0,4* 22,1 ± 0,5* 24,2 ± 0,3* 24,4 ± 0,4* 26,2 ± 0,3* 30,6 ± 0,4

14 23,9 ± 0,3* 20,5 ± 0,3*$ 19,3 ± 0,6* 22,1 ± 0,2* 22,8 ± 0,2* 24,2 ± 0,5* 29,1 ± 0,3*

15& 22,9 ± 0,4 22,3 ± 0,4* 17,5 ± 0,3* 17,5 ± 1,2* 18,7 ± 2,0* 21,0 ± 2,6 22,9 ± 2,3

16& 22,1 ± 0,3 21,4 ± 0,5* 15,4 ± 0,4* 15,4 ± 0,8*  –  –  – 

18& 23,5 ± 0,4 20,6 ± 0,4* 17,1 ± 1,0* 19,4 ± 1,0* 20,9 ± 0,7* 23,5 ± 0,9* 27,8 ± 0,7*

20& 22,3 ± 0,4 20,6 ± 0,5* 16,2  –  –  –  – 

Цисплатин-тева

10 23,7 ± 0,5 21,9 ± 0,4* 24,1 ± 1,2 24,2 ± 0,4* 24,9 ± 0,4* 26,4 ± 0,4 30,4 ± 0,4

14 23,9 ± 0,4* 21,8 ± 0,3* 20,4 ± 1,2* 22,0 ± 1,4* 22,9 ± 1,3 24,9 ± 1,3 29,1 ± 1,5

15& 22,3 ± 0,7 21,7 ± 0,6* 17,5 ± 0,3* 18,4 ± 0,5* 21,3 ± 0,3* 24,2 ± 0,5* 26,5 ± 0,3*

16& 22,3 ± 0,3 21,7 ± 0,5* 16,8 ± 0,4* 15,4 ± 0,4* 16,3 ± 0,2* 17,8 ± 0,4* 20,6 ± 0,4*

18& 23,6 ± 0,5 20,9 ± 0,5* 17,7 ± 0,9* 22,7 23,5 25,2 30,0

20& 22,5 ± 0,5 20,9 ± 0,3*  –  –  –  –  – 

Примечание. В каждой группе по 6 мышей. &В группах отмечалась гибель животных. «–» – гибель всех животных в группе 
(см. табл. 1). *Достоверное отличие по сравнению с контрольной группой мышей, не получавших препараты. $Достоверное отличие 
по сравнению с группой мышей, получавших Цисплатин-Тева.

35,0

30,0

25,0

20,0

15,0

10,0

рис. 1. Изменение массы тела мышей после однократного внутри-
венного введения Цисплатина-РОНЦ® и Цисплатина-Тева
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Контроль

Цисплатин-Тева, 18 мг/кг

Цисплатин-РОНЦ®, 18 мг/кг

группах также оказались практически одинаковыми 
как по динамике, так и по наибольшей потере массы 
тела (табл. 3, рис. 1).

Сравнительное изучение «острой» токсичности 
на крысах
В результате проведенных исследований установ-

лено, что ЦП-РОНЦ® и ЦП-Тева показывают прак-
тически одинаковую количественную токсичность 
на крысах по срокам гибели и по числу павших жи-
вотных (табл. 4). Расчетные летальные дозы также 
достоверно не различались (табл. 5).

Динамика массы тела сравниваемых групп крыс 
также оказалась сходной (табл. 6, рис. 2).

Вывод
Сравниваемые воспроизведенный и коммерче-

ский препараты цисплатина практически эквиток-
сичны при однократном внутривенном введении 
мышам и крысам.

0              3                7              10             14             21             30



68 Оригинальные статьи

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  3'2018  ТОм 17    vol. 17

таблица 4. Сравнительная токсичность Цисплатина-РОНЦ® и Цис-
платина-Тева при однократном внутривенном введении крысам

Препарат
доза,
мг/кг

Эффект 
 (пало/всего) 

день гибели

Цисплатин- 
РОНЦ®

4 0/6  – 

5 0/6  – 

6 0/6  – 

7 0/6  – 

7,5 1/6 6

8 1/12 7

8,5 0/6  – 

9 6/12 2, 5, 7, 10, 10, 20-й

11 6/6 5, 5, 6, 6, 6, 6-й

13 6/6 5, 5, 5, 5, 5, 5-й

Цисплатин- 
Тева

4 0/6  – 

5 0/6  – 

6 1/6 6-й

7 2/6 15, 22-й

7,5 0/6  – 

8 2/12 6, 15-й

8,5 4/6 6, 6, 10, 10-й

9 7/12 5, 5, 5, 5, 5, 5, 6-й

11 6/6 4, 4, 4, 5, 5, 5-й

13 6/6 4, 4, 4, 5, 5, 5-й

таблица 6. Изменение массы тела крыс после однократного внутривенного введения Цисплатина-РОНЦ® и Цисплатина-Тева

доза, мг/кг
масса тела, г, на сутки опыта

0-е 3-и 7-е 10-е 14-е 21-е 30-е

0 121 ± 2 136 ± 3 165 ± 6 189 ± 8 199 ± 10 236 ± 8 282 ± 13

Цисплатин-ронЦ®

4 119 ± 5 120 ± 6* 138 ± 8* 162 ± 9 176 ± 8 186 ± 10*$ 247 ± 13 $

5 112 ± 4 120 ± 9 129 ± 4* 155 ± 6*$ 172 ± 3*$ 197 ± 3*$ 267 ± 10

6 123 ± 5 123 ± 6 122 ± 10* 141 ± 8* 157 ± 9* 175 ± 9* 247 ± 10

8 117 ± 5 106 ± 4* 91 ± 6* 111 ± 12* 125 ± 15* 167 ± 18* 241 ± 26

Цисплатин-тева

4 119 ± 4 120 ± 4* 146 ± 6* 171 ± 4 187 ± 4 217 ± 5 288 ± 6

5 119 ± 6 116 ± 7* 122 ± 9* 129 ± 9* 144 ± 11* 170 ± 10* 266 ± 22

6& 113 ± 1* 109 ± 3* 124 ± 4* 148 ± 4* 165 ± 4* 192 ± 5* 277 ± 10

8 122 ± 5 116 ± 4* 100 ± 5* 128 ± 7* 147 ± 7* 173 ± 7* 265 ± 15

Примечание. В каждой группе по 6 крыс. Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка. &В группе отмечалась гибель 
животных. *Достоверное отличие по сравнению с контрольной группой крыс, не получавших препараты. $Достоверное отличие по срав-
нению с соответствующей группой крыс, получавших препарат сравнения Цисплатин-Тева в той же дозе.

 

 

таблица 5. Расчетные токсические дозы Цисплатина-РОНЦ® 
и Цисплатина-Тева на крысах

Препарат
лд10, 
мг/кг

лд16, 
мг/кг

лд50 (95 % ди), 
мг/кг

лд84, 
мг/кг

Цисплатин- 
РОНЦ® 

7,11 7,60 9,34 (8,42–10,26) 11,09

Цисплатин- 
Тева

5,93 6,48 8,44 (7,58–9,31) 10,40

Примечание. ДИ – доверительный интервал; ЛД – летальная доза.

290

270

250

230

210

190

170

150

130

110

90

70

М
ас

са
 т

ел
а,

 г

0                3                 7               10              14              21              30

рис. 2. Изменение массы тела крыс после однократного внутривен-
ного введения Цисплатина-РОНЦ® и Цисплатина-Тева
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влияние ПреПарата лХС-1208 
на Сердечно-СоСУдиСтУЮ СиСтемУ

н. П. ермакова, и. Б. меркулова, о. и. коняева, н. Ю. кульбачевская, т. в. абрамова,  
в. а. чалей, а. а. николина, в. м. Бухман

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24

Контакты: Надежда Павловна Ермакова ne518@yandex.ru

Введение. В данной работе представлен фрагмент доклинического токсикологического изучения нового российского проти-
воопухолевого препарата производного N-гликозида индолокарбазола ЛХС-1208 – исследование кардиотоксичности, которая 
является одним из специфических осложнений противоопухолевой химиотерапии.
Цель исследования – доклиническое токсикологическое изучение влияния препарата ЛХС-1208 на сердечно-сосудистую си-
стему животных для оценки его кардиотоксического действия.
Материалы и методы. Исследования проводились на 40 здоровых неинбредных беспородных крысах-самцах и 4 собаках поро-
ды бигль, самцах и самках. Препарат вводили ежедневно 15-кратно крысам – внутрибрюшинно в суммарных дозах 50, 100 
и 200 мг/кг; собакам – внутривенно в суммарных дозах 20 и 30 мг/кг. Срок наблюдения за крысами составил 30 сут, за соба-
ками – 60 сут. Оценивали изменения показателей электрокардиограммы, макроскопическую и гистологическую картину 
изменений сердца и изменения биохимических показателей активности ферментов – лактатдегидрагеназы, аспартатами-
нотрансферазы.
Результаты. У крыс ЛХС-1208 на протяжении всего срока наблюдения вызывал функциональные изменения показателей 
электрокардиограммы: увеличение интервалов PQ и QT и нарушение сердечного ритма (выпадение зубца R), что свидетель-
ствует о нарушении электрической проводимости. Морфологические изменения в сердечной мышце были выявлены на 3-и сут-
ки наблюдения в суммарных дозах 100 и 200 мг/кг, которые сохранялись до 30 сут наблюдения только у животных, получав-
ших препарат в суммарной дозе 200 мг/кг. У собак на разных сроках наблюдения препарат вызывал функциональные 
изменения электрической активности сердца: увеличение интервала QRS, инверсию зубца Т, появление глубокого зубца 
Q. Отмечали увеличение активности лактатдегидрогеназы и аспартатаминотрансферазы по сравнению с фоновыми пока-
зателями. Морфологические изменения в сердечной мышце были выявлены на 3-и сутки наблюдения только в суммарной дозе 
30 мг/кг, которые сохранялись до 60 сут наблюдения.
Заключение. Установлено, что новый российский противоопухолевый препарат ЛХС-1208 обладает кардиотоксическим 
действием, вызывая функциональные изменения сердечно-сосудистой системы крыс во всех изученных дозах, а собак – толь-
ко после применения препарата в максимальной дозе. Морфологически кардиотоксичность не обнаружена у животных, по-
лучавших минимальную дозу препарата, и подтверждена только у животных, получавших максимальную дозу препарата.

Ключевые слова: новый противоопухолевый препарат, производное N-гликозида индолокарбазола, кардиотоксичность, кры-
сы, собаки

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-3-70-80

ThE INFluENCE OF ThE dRuG lhS-1208 ON CaRdIOVaSCulaR SySTEM

N. P. Ermakova, I. B. Merkulova, O. I. Konyaeva, N. Yu. Kulbachevskaya, T. V. Abramova,  
V. A. Chaley, A. A. Nikolina, V. M. Bukhman

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Introduction. This article presents a fragment of a preclinical toxicological study of a new Russian anticancer drug derived from n-gly-
coside indolokarbazole LCS-1208 – study of cardiotoxicity, which is one of the specific complications of anticancer chemotherapy.
Objective. Preclinical toxicological study of the effect of the drug LCS-1208 on the cardiovascular system of animals to assess its cardio-
toxic effects.
Materials and methods. Studies were conducted on 40 healthy non-harmless mongrel male rats and 4 dogs Beagle, male and female. 
The drug was administered daily 15 times to rats-intraperitoneal in total doses of 50, 100 and 200 mg/kg; to dogs – intravenously in to-
tal doses of 20 and 30 mg/kg. The period of observation of rats was 30 days, for dogs was 60 days. Changes in electrocardiogram indices, 
macroscopic and histological picture of heart changes and changes in biochemical parameters of enzymes activity – lactate dehydroge-
nase and aspartate aminotransferase were evaluated.
Results. In rats LCS-1208 throughout the period of observation caused functional changes in electrocardiogram: increase in PQ and QT 
intervals and cardiac rhythm disturbance (loss of R wave), which indicates a violation of electrical conductivity. Morphological changes 
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in the heart muscle were detected on the 3rd day of observation in total doses of 100 and 200 mg/kg, which remained until 30 days of ob-
servation only in animals receiving the drug in the total dose of 200 mg/kg. In some dogs for different periods of observation the drug 
caused functional changes in the electrical activity of the heart: an increase in the QRS interval, the inversion of the T wave, the appear-
ance of a deep Q wave and an increase in the activity of lactate dehydrogenase and aspartate aminotransferase compared to back-
ground indicators. Morphological changes in the heart muscle were detected on the 3rd day of observation only in the total dose 
of 30  mg/kg, which persisted up to 60 days of observation.
Conclusion. It was found that the new Russian anticancer drug LHC-1208, a derivative of indocarbazole N-glycoside, has a cardiotox-
ic effect, causing functional changes in the cardiovascular system of rats in all doses studied, and in dogs only in the maximum dose. 
Morphologically, cardiotoxicity is not confirmed in animals receiving a minimal dose of the drug, but only in animals receiving the max-
imum dose of the drug.

Key words: new antitumor drug, derivative of N-glycosides of indolocarbazole, cardiotoxicity, rats, dogs

Введение
Кардиотоксичность является одним из специфи-

ческих системных осложнений противоопухолевой 
химиотерапии. Прогноз осложнений кардиотоксич-
ного действия нового препарата в эксперименте 
на животных – одна из наиболее сложных проблем 
доклинической токсикологии. Влияние противоопу-
холевых препаратов на сердечно-сосудистую систему 
определяется нередко только при их клиническом 
применении. Проявления кардиотоксичности про-
тивоопухолевых препаратов различаются по времени 
возникновения: ранние, более поздние и отсрочен-
ные (спустя недели и месяцы после начала лечения). 
Такие проявления кардиотоксичности противоопу-
холевых препаратов, как изменение артериального 
давления, боли в сердце, нарушение сердечного 
ритма, развитие миокардита, перикардита, инфаркта 
миокарда и тяжелой сердечной недостаточности, 
не только снижают субъективное качество жизни 
онкологических больных, но иногда становятся ос-
новной причиной неназначения или отмены препа-
рата [1–3]. Для некоторых противоопухолевых пре-
паратов кардиотоксичность является лимитирующей. 
К ним относятся в основном антрациклиновые 
противоопухолевые антибиотики: адриамицин, эпи-
рубицин, рубомицин, карминомицин, оливомицин. 
Реже развивается кардиотоксичность при использо-
вании других препаратов – циклофосфана, фторура-
цила, этопозида, тенипозида, паклитаксела, трансту-
зумаба, лапатиниба [1–3]. Предклиническая оценка 
характера кардиотропного действия противоопухо-
левых препаратов, прогнозирование их кардиотоксич-
ности при применении в клинике решают конкретные 
вопросы безопасности их применения, а также позво-
ляют избежать неопределенностей в диагностике 
изменений со стороны сердечно-сосудистой систе-
мы, возникших при фармакотерапии.

ЛХС-1208 – новый противоопухолевый препарат 
на основе N-гликозида индолокарбазола, был создан 
и изучен в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Бло-
хина» Минздрава России. Субстанция препарата 
синтезирована в лаборатории химического синтеза 

[4–9]. В лаборатории разработки лекарственных 
форм была создана инъекционная лекарственная 
форма – ЛХС-1208 [10]. В лаборатории эксперимен-
тальной химиотерапии изучена противоопухолевая 
активность и механизм противоопухолевого дей-
ствия данного лекарственного средства [11–16], 
что стало основанием для доклинического изучения 
токсичности этого препарата, которое было прове-
дено в лаборатории фармакологии и токсикологии 
и результаты которого были частично представлены 
в виде статей и тезисов [17–23].

В данной работе представлен фрагмент доклини-
ческого токсикологического изучения ЛХС-1208 – 
исследование кардиотоксичности.

Материалы и методы
Исследование проводили на стандартных серти-

фицированных животных в соответствии с россий-
скими и международными требованиями по исполь-
зованию животных моделей [24–26]. Работа 
проведена в соответствии с руководством по экспе-
риментальному (доклиническому) изучению новых 
фармакологических веществ [27, 28].

Работа проведена на 40 здоровых неинбредных 
беспородных крысах-самцах и на 4 собаках разного 
пола (3 самки и 1 самец) породы бигль. Животные 
были получены из разведения ФГБУ «НМИЦ онко-
логии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. Живот-
ные содержались в стандартных условиях вивария.

Препарат крысам вводили внутрибрюшинно 
ежедневно (в течение 15 дней) в суммарных дозах 50, 
100 и 200 мг/кг. Дозы для крыс рассчитывали исходя 
из данных, полученных в результате изучения острой 
токсичности на крысах. Препарат собакам вводили 
внутривенно ежедневно (в течение 15 дней) в сум-
марных дозах 20 и 30 мг/кг. Дозы для собак рассчи-
тывали исходя из данных, полученных в результате 
изучения субхронической токсичности препарата на 
крысах. Препарат ЛХС-1208 –лиофилизат, содержа-
щий во флаконе 9 мг активного вещества. Содержи-
мое флакона растворяли в 3 мл воды для инъекций до 
получения рекомендованной концентрации – 3,0 мг 
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в 1 мл воды для инъекций. Объем вводимого раство-
ра рассчитывали на основании массы тела животно-
го в соответствии с дозой.

Взятие биологического материала – крови для 
биохимического исследования – проводили у собак 
за 3 дня до начала введения препарата (фон 1), на 0 день 
до введения препарата (фон 2) и на 3, 7, 14, 21, 30, 45 
и 60-е сутки после последнего введения препарата. 
Взятие крови у крыс для биохимического исследова-
ния производили на 3-и и 30-е сутки наблюдения 
после последнего введения препарата. В сыворотке 
крови животных оценивали активности аспартат-
аминотрансферазы (АСТ) и лактатдегидрогеназы (ЛДГ). 
Функциональное состояние сердечно-сосудистой 
системы оценивали с помощью электрокардиогра-
фии (ЭКГ) у собак за 3 дня (фон 1) до начала введения 
препарата, на 0 день до введения препарата (фон 2) 
и на 3, 7, 14, 21, 30, 45 и 60-е сутки после последнего 
введения препарата. Электрокардиограмму у крыс 
регистрировали за 3 дня (фон) до начала введения 
препарата и на 3, 15 и 30-е сутки после последнего 
введения препарата. Для обеспечения беспрепят-
ственной регистрации ЭКГ крыс подвергали легкому 
поверхностному ингаляционному наркозу с помо-
щью диэтилового эфира. Исследования ЭКГ про-
водили на электрокардиографе SCHILLER АТ-1 
(Швейцария) при скорости протяжки ленты 50 мм/с. 
Анализ ЭКГ животных проводили в соответствии 
с методиками [29–31] с учетом оценки биохимиче-
ских показателей сыворотки крови крыс и собак. 
Крыс выводили из эксперимента на 3-и и 30-е сутки, 
а собак на 3-и и 60-е сутки наблюдения.

Для гистологического исследования брали фраг-
менты сердца. Материал подвергали общепринятой 
гистологической обработке [32]. Гистологические 
препараты анализировали и фотографировали 
при увеличениях 100, 400, используя микроскоп Lei-
ca DM1000 (Германия) со специализированным про-
граммным обеспечением управления настройками 
и захвата изображения.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью компьютерных программ Mi-
crosoft Office и BioStat Professional. Рассчитывали 
параметры, обычно используемые в токсикологии. 
За достоверные принимали различия при p ≤0,05.

Результаты и их обсуждение
Влияние ЛХС-1208 на сердечно-сосудистую 
систему крыс
При изучении влияния ЛХС-1208 на функцию 

сердца установлено, что препарат при ежедневном 
(в течение 15 дней) внутрибрюшинном введении 
крысам в суммарных дозах 50, 100 и 200 мг/кг на всех 
сроках наблюдения вызывал изменения ЭКГ живот-
ных. Частота сердечных сокращений (ЧСС) досто-

верно уменьшалась, а интервал RR соответственно 
увеличивался у крыс, получивших препарат во всех 
дозах и на все сроки наблюдения по сравнению с фо-
новыми показателями, а у контрольных животных – 
только на 30-е сутки наблюдения (влияние много-
кратного эфирного наркоза при регистрации ЭКГ). 
Частота сердечных сокращений и интервал RR 
у крыс, получивших препарат во всех дозах и на все 
сроки наблюдения, не изменялись по сравнению 
с показателями контрольных животных (табл. 1). 
При макроскопической оценке всех крыс на 3-и и 30-
е сутки наблюдения макроскопические изменения 
в сердце не выявлены.

У крыс после введения препарата в суммарной 
дозе 50 мг/кг интервал PQ достоверно увеличивался 
на 30-е сутки наблюдения по сравнению с фоновыми 
показателями и недостоверно – по сравнению с дан-
ными контрольных животных (см. табл. 1). Выявлено 
нарушение сердечного ритма, связанного с электри-
ческой проводимостью: наблюдалась аритмия, про-
являющаяся выпадением каждого 3-го или 5-го 
комплекса QRS, при наличии зубца Р после введения 
ЛХС-1208 на все сроки наблюдения у 40 % крыс. 
Среди контрольных животных наблюдалась такая же 
аритмия на 14-е и 30-е сутки наблюдения у 20 % крыс. 
Однако при патоморфологическом исследовании на 
3-и и 30-е сутки наблюдения макроскопические 
и гистологические изменения в сердце не выявлены 
(рис. 1а), морфологическая картина миокарда крыс 
после введения препарата не отличалась от таковой 
у контрольной группы животных (рис. 1б).

Поскольку морфологически функциональные 
изменения, отмеченные при применении препарата 
в суммарной дозе 50 мг/кг, не подтверждаются, мы 
расцениваем эти изменения как погрешность методи-
ки регистрации ЭКГ (влияние многократного эфир-
ного наркоза) и считаем суммарную дозу 50 мг/кг 
некардиотоксичной.

У крыс после введения препарата в суммарной 
дозе 100 мг/кг интервал QT достоверно увеличился 
по сравнению с фоновыми показателями и показа-
телями контрольных животных на 3-и сутки наблю-
дения (см. табл. 1). При гистологическом исследовании 
в миокарде крыс обнаружены участки гиперэозино-
фильных кардиомиоцитов (участки дистрофии 
и ишемии) (рис. 2а). Выявленные изменения полно-
стью обратимы к 30-м суткам опыта.

У крыс после введения препарата в суммарной 
дозе 200 мг/кг интервал PQ увеличился по сравне-
нию с фоновыми показателями на 30-е сутки наблю-
дения (см. табл. 1). После применения препарата 
в суммарной дозе 200 мг/кг микроскопические изме-
нения миокарда более выражены, чем при применении 
препарата в суммарной дозе 100 мг/кг. Отмечено нерав-
номерное окрашивание кардиомиоцитов эозином, 
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таблица 1. Показатели электрокардиограммы неинбредных крыс-самцов после 15-кратного ежедневного внутрибрюшинного введения 
ЛХС-1208

доза, мг/кг, разовая/суммарная
Сутки опыта

фон 3-и 15-е 30-е

чСС, уд./мин

3,3/50 452,2 ± 13,7 407,2 ± 26,3* 382,2 ± 19,4* 344,8 ± 32,8*

6,7/100 458,2 ± 19,2 397,8 ± 11,6* 394,2 ± 16,5* 370,0 ± 17,7*

13,3/200 477,0 ± 9,4 414,6 ± 10,8* 404,8 ± 15,0* 393,2 ± 13,5*

Контроль 432,4 ± 26,9 399,4 ± 13,1 373,2 ± 23,1 357,4 ± 23,7*

RR, c

3,3/50 0,133 ± 0,004 0,150 ± 0,010* 0,159 ± 0,009* 0,182 ± 0,022*

6,7/100 0,138 ± 0,007 0,151 ± 0,004* 0,153 ± 0,007* 0,164 ± 0,008*

13,3/200 0,126 ± 0,003 0,142 ± 0,002* 0,149 ± 0,006* 0,153 ± 0,005*

Контроль 0,141 ± 0,009 0,151 ± 0,005 0,163 ± 0,011 0,171 ± 0,012*

PQ, c

3,3/50 0,056 ± 0,002 0,060 ± 0,005 0,060 ± 0,005 0,074 ± 0,012*

6,7/100 0,056 ± 0,002 0,058 ± 0,005 0,060 ± 0,000 0,060 ± 0,000

13,3/200 0,050 ± 0,003 0,056 ± 0,002 0,054 ± 0,002 0,064 ± 0,004*

Контроль 0,054 ± 0,002 0,058 ± 0,002 0,062 ± 0,005 0,062 ± 0,005

QT, c

3,3/50 0,038 ± 0,002 0,038 ± 0,002 0,036 ± 0,002 0,038 ± 0,002

6,7/100 0,034 ± 0,002 0,040 ± 0,000** 0,034 ± 0,002 0,036 ± 0,002

13,3/200 0,036 ± 0,002 0,036 ± 0,002 0,032 ± 0,002 0,034 ± 0,002

Контроль 0,036 ± 0,002 0,036 ± 0,002 0,034 ± 0,002 0,038 ± 0,002

QRS, c

3,3/50 0,020 ± 0,000 0,018 ± 0,002 0,016 ± 0,002 0,020 ± 0,000

6,7/100 0,020 ± 0,000 0,020 ± 0,000 0,020 ± 0,000 0,020 ± 0,000

13,3/200 0,018 ± 0,002 0,020 ± 0,000 0,016 ± 0,002 0,020 ± 0,000

Контроль 0,018 ± 0,002 0,018 ± 0,002 0,018 ± 0,002 0,020 ± 0,000

Примечание. ЧСС – частота сердечных сокращений.*р <0,05 статистически достоверно по сравнению с фоном; **р <0,05 статистиче-
ски достоверно по сравнению с фоном и с контролем. 

рис. 1. Сердце (миокард) крысы. Структура мышечных волокон не нарушена: а – сердце (миокард) крысы, получившей ЛХС-1208 в суммарной 
дозе 50 мг/кг, 3-и сутки наблюдения. Структура мышечных волокон не нарушена. Окраска: гематоксилин и эозин, × 400; б – сердце (миокард) 
крысы. Контроль. Структура мышечных волокон не нарушена. Окраска: гематоксилин и эозин, × 400

а б
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обнаружены участки отдельных кардиомиоцитов или 
их групп с повышенной гиперэозинофильной окра-
ской и сильно набухшей саркоплазмой, что косвенно 
считают признаком гипоксии и дистрофии миокарда 
[33] (рис. 2б).

У отдельных крыс, получивших ЛХС-1208 в сум-
марной дозе 200 мг/кг, на 3-и сутки наблюдения, 
кроме вышеуказанных изменений, отмечены отек и раз-
рыхление мышечных волокон миокарда (рис. 3а). 
На 30-е сутки наблюдения у крыс сохраняются изме-
нения миокарда: признаки дистрофических измене-
ний в виде набухания и гиперэозинофилии отдель-
ных кардиомиоцитов (рис. 3б).

Влияния ЛХС-1208 на сердечно-сосудистую систему 
крыс по биохимическим показателям крови не выявлено.

Влияние ЛХС-1208 на сердечно-сосудистую 
систему собак
При изучении влияния ЛХС-1208 на функцио-

нальное состояние сердечно-сосудистой системы со бак 
установлено, что препарат при ежедневном 15-кратном 
внутривенном введении в суммарной дозе 20 мг/кг не 
вызывал, а в суммарной дозе 30 мг/кг вызывал изме-
нения ЭКГ животных. Выявлено увеличение пока-
зателей временны́х интервалов сердечных сокраще-
ний при сравнении с фоновыми показателями после 
введения ЛХС-1208 (табл. 2). У собаки, получившей 
ЛХС-1208 в суммарной дозе 30 мг/кг, на 3-и сутки 
наблюдения увеличивался интервал QRS (см. табл. 2). 
Во всех изученных дозах на ЭКГ собак были выяв-
лены незначительные изменения (в пределах 

рис. 2. Сердце (миокард) крысы. Кардиомиоциты с признаками дистрофии (набухание) и гиперэозинофилии (ишемии), 3-и сутки наблюдения: 
а – сердце (миокард) крысы, получившей ЛХС-1208 в суммарной дозе 100 мг/кг. Участки гиперэозинофильных кардиомиоцитов с признаками 
дистрофии (набухание) и гиперэозинофилии (ишемии). Окраска: гематоксилин и эозин, × 400; б – сердце (миокард) крысы, получившей ЛХС-
1208 в суммарной дозе 200 мг/кг. Кардиомиоциты с признаками дистрофии (набухание) и гиперэозинофилии (гипоксии). Окраска: гематок-
силин и эозин, × 400

рис. 3. Сердце (миокард) крыс, получивших ЛХС-1208 в суммарной дозе 200 мг/кг: а – 3-и сутки наблюдения. Отек, разрыхление структуры 
мышечных волокон, отдельные кардиомиоциты гиперэозинофильны. Окраска: гематоксилин и эозин, × 100; б – 30-е сутки наблюдения. 
Несильно выраженные дистрофические изменения и гиперэозинофилия некоторых кардиомиоцитов. Окраска: гематоксилин и эозин, × 400

а

а

б

б
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таблица 2. Показатели электрокардиограммы у собак после ежедневного внутривенного введения препарата ЛХС-1208 в течение 15 дней

Суммарная 
доза, мг/кг

номер 
собаки

Пол
Сутки опыта

фон 1 фон 2 3-и 7-е 14-е 21-е 30-е 45-е 60-е

чСС, уд./мин

20 1 ♂ 163 135 122 167 176 140 133 135 136

20 2* ♀ 176 136 118  –  –  –  –  –  – 

30 3* ♀ 111 116 113  –  –  –  –  –  – 

30 4 ♀ 97 102 91 95 106 107 100 105 101

RR, с

20 1 ♂ 0,37 044 0,49 0,36 0,34 0,43 0,45 0,45 0,44

20 2* ♀ 0,34 0,44 0,51  –  –  –  –  –  – 

30 3* ♀ 0,54 0,52 0,53  –  –  –  –  –  – 

30 4 ♀ 0,62 0,59 0,56 0,63 0,57 0,59 0,60 0,57 0,60

PQ, с

20 1 ♂ 0,10 0,12 0,12 0,12 0,14 0,14 0,12 0,12 0,12

20 2* ♀ 0,12 0,12 0,12  –  –  –  –  –  – 

30 3* ♀ 0,11 0,12 0,14  –  –  –  –  –  – 

30 4 ♀ 0,12 0,12 0,13 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14

QT, с

20 1 ♂ 0,18 0,22 0,20 0,20 0,24 0,20 0,20 0,22 0,23

20 2* ♀ 0,16 0,20 0,22  –  –  –  –  –  – 

30 3* ♀ 0,18 0,20 0,20  –  –  –  –  –  – 

30 4 ♀ 0,22 0,22 0,24 0,22 0,24 0,22 0,24 0,24 0,24

QRS, с

20 1 ♂ 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03 0,03 0,04 0,04

20 2* ♀ 0,02 0,02 0,03  –  –  –  –  –  – 

30 3* ♀ 0,04 0,04 0,06  –  –  –  –  –  – 

30 4 ♀ 0,04 0,03 0,05 0,05 0,04 0,04 0,05 0,04 0,05

Примечание. ЧСС – частота сердечных сокращений.*Собака выведена из эксперимента на 3-и сутки после окончания введения препарата. 

физиологической нормы) – увеличение интервалов 
PQ и интервалов QT (см. табл. 2).

У собаки № 1, получившей ЛХС-1208 в суммар-
ной дозе 20 мг/кг, выявлены увеличение активности 
ЛДГ на 21-е и 45-е сутки наблюдения в 3,9 в 1,8 раза 
соответственно и увеличение активности ферментов 
АСТ на 21-е сутки в 1,5 раза по сравнению с фоно-
выми показателями (табл. 3).

У собаки № 2, получившей ЛХС-1208 в суммар-
ной дозе 20 мг/кг, изменений интервалов на ЭКГ 
и изменений биомаркеров не выявлено. На 3-и и 60-е 
сутки после применения препарата в сердце собак 
№ 1 и № 2 при макроскопическом и гистологиче-

ском исследовании структура сердца не нарушена – 
эндокард, миокард, эпикард, перикард не поврежде-
ны, кардиомиоциты без изменений (рис. 4).

У собаки № 3, получившей ЛХС-1208 в суммар-
ной дозе 30 мг/кг, на 3-и сутки наблюдения увеличи-
вались интервал QRS (см. табл. 2) и показатель ак-
тивности ЛДГ в 2,2 раза (см. табл. 3). У собак № 3 
и № 4, получивших ЛХС-1208 в суммарной дозе 
30 мг/кг, в сердце макроскопические изменения 
также не были выявлены. При гистологическом ис-
следовании на 3-и сутки наблюдения у собаки № 3 
в миокарде левого желудочка обнаружены очаговые 
изменения – отдельные кардиомиоциты или их 
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группы с признаками набухания (дистрофии) и ги-
перэозинофилии (гипоксии). Кроме того, обнаружен 
инфильтрат, состоящий из лимфоцитов, макрофагов, 
плазматических клеток и сегментоядерных лейкоци-
тов. Вблизи инфильтрата выявляются кардиомиоци-
ты с дистрофическими и некробиотическими изме-
нениями. Морфологическая картина соответствует 
очаговому (межуточному) миокардиту (рис. 5а).

У собаки № 4, получившей препарат в суммар-
ной дозе 30 мг/кг, выявлены качественные измене-
ния ЭКГ: на 7-е сутки наблюдения отмечена инвер-
сия зубца Т и появление глубокого зубца Q, 
выявленные в I, II стандартных и AVL-отведениях. 
Отмечено увеличение активности ЛДГ с 3-х по 21-е 
и на 45-е сутки наблюдения в 1,4–2,3 раза и увеличе-
ние активности АСТ на 3-и и 21-е сутки наблюдения 

в 1,4 и 1,6 раза по сравнению с фоновыми показате-
лями (см. табл. 3). Морфологически на 60-е сутки 
наблюдения в стенке миокарда левого желудочка 
обнаружены отдельные участки гиперэозинофиль-
ных кардиомиоцитов с признаками дистрофических 
изменений (рис. 5б).

Для обобщения и анализа данных проявлений 
кардиотоксичности, полученных на крысах и соба-
ках, сравнивали эквивалентные по токсичности дозы. 
При доклиническом токсикологическом исследова-
нии дозы, изученные в хроническом эксперименте на 
крысах и собаках, охарактеризованы следующим об-
разом: суммарные дозы 50 мг/кг для крыс и 20 мг/кг для 
собак – как низкие токсические дозы (НТД); сум-
марные дозы 200 мг/кг для крыс и 30 мг/кг для со-
бак – высокие токсические дозы (ВТД). Суммарная 
доза для крыс 100 мг/кг охарактеризована как токси-
ческая доза (ТД). При пересчете с мышиной эффек-
тивной терапевтической дозы (25 мг/кг) с использо-
ванием видового коэффициента суммарная НТД для 
крыс превышена в 4 раза, а для собак – в 6 раз [18, 19].

Таким образом, после введения ЛХС-1208 собакам 
в обеих исследуемых дозах на все сроки наблюдения 
отмечен синусовый ритм, не отмечено нарушения 
сердечного ритма, связанного с электрической про-
водимостью. У 40 % крыс после введения ЛХС-1208 
в дозе 50 мг/кг (НТД) на все сроки наблюдения и у 20 % 
контрольных крыс на 14-е и 30-е сутки наблюдения 
выявлено нарушение сердечного ритма, расцененное 
нами как следствие многократного эфирного нарко-
за. У крыс, получавших препарат в более высоких 
дозах – 100 (ТД) и 200 мг/кг (ВТД) – не было отме-
чено нарушения сердечного ритма. Данный факт 
позволяет предположить, что ЛХС-1208 в этих дозах 
обладает антиаритмическим действием.

таблица 3. Биохимические показатели активности ферментов в сыворотке крови собак после ежедневного внутривенного введения ЛХС-
1208 в течение 15 дней

номер 
собаки

Пол Показатель
Сутки опыта

фон 1 фон 2 3-и 7-е 14-е 21-е 30-е 45-е 60-е

1 ♂

ЛДГ, Е/л
50–495

64,0 80 103 80 121 313 120 146 95

2* ♀ 76 182 191  –  –  –  –  –  – 

3* ♀ 107 167 369  –  –  –  –  –  – 

4 ♀ 49 88 125 147 156 200 93 123 92

1 ♂

АСТ, Е/л
10–55

23,2 16,1 27,1 24,9 25,0 35,7 26,7 30,2 24,0

2* ♀ 29,2 26,2 33,2  –  –  –  –  –  – 

3* ♀ 33,0 21,1 33,6  –  –  –  –  –  – 

4 ♀ 24,9 19,0 24,7 34,0 27,1 38,6 25,9 28,3 22,8

Примечание. ЛДГ – лактатдегидрогеназа; АСТ – аспартатаминотрансфераза. *Собака выведена из эксперимента на 3-и сутки после 
окончания введения препарата.

рис. 4. Сердце (миокард) собаки № 1, получившей ЛХС-1208 в сум-
марной дозе 20 мг/кг, 60-е сутки наблюдения. Структура мышечных 
волокон не нарушена. Окраска: гематоксилин и эозин, × 400
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Во всех изученных дозах на ЭКГ собак были вы-
явлены незначительные изменения (в пределах фи-
зиологической нормы) – увеличение интервалов PQ 
и интервалов QT. У крыс, получивших препарат 
в суммарных дозах 50 (НТД) и 200 мг/кг (ВТД), вы-
явлены достоверное увеличение интервалов PQ на 
30-е сутки наблюдения и увеличение интервалов QT 
у крыс, получивших препарат в суммарной дозе 
100 мг/кг (ТД) на 3-и сутки наблюдения.

У собак, получивших ЛХС-1208 в суммарной до-
зе 20 мг/кг (НТД), препарат вызывал увеличение ак-
тивности ферментов ЛДГ на 21-е и 45-е сутки наблю-
дения в 3,9 в 1,8 раза (соответственно) и активности 
АСТ на 21-е сутки в 1,5 раза по сравнению с фоно-
выми показателями. У крыс после введения препа-
рата во всех дозах не было выявлено увеличения ак-
тивности ферментов ЛДГ и АСТ. Морфологических 
изменений в миокарде собак, получивших ЛХС-1208 
в суммарной дозе 20 мг/кг (НТД), и в мио карде крыс, 
получивших препарат в суммарной дозе 50 мг/кг 
(НТД), на всех сроках наблюдения не обнаружено.

У крыс, получивших препарат в суммарной дозе 
100 мг/кг (ТД), на 3-и сутки обнаруживаются морфо-
логические изменения: участки кардиомиоцитов 
с признаками дистрофии (набухание) и гиперэози-
нофилии (ишемии). На 30-е сутки у этих крыс мор-
фологических изменений в миокарде не выявлено.

У 1 собаки, получившей препарат в суммарной 
дозе 30 мг/кг (ВТД), отмечены увеличение интервала 
QRS (на 3-и сутки наблюдения), инверсии зубца Т 
и появление глубокого зубца Q, выявленные в I, II 
стандартных и AVL отведениях (на 7-е сутки наблю-
дения), что является признаком кардиотоксичности. 
Препарат вызывал увеличение активности ЛДГ 

у обеих собак, получивших ЛХС-1208 в суммарной 
дозе 30 мг/кг с 3-х по 21-е и на 45-е сутки наблюде-
ния, в 1,4–2,3 раза и увеличение активности АСТ 
на 3-и и 21-е сутки в 1,4 и 1,6 раза у 1 собаки по срав-
нению с фоновыми показателями.

У собаки, получившей ЛХС-1208 в суммарной 
дозе 30 мг/кг (ВТД), на 3-и сутки наблюдения выявле-
на морфологическая картина очагового (межуточного) 
миокардита, а на 60-е сутки наблюдения у собаки 
в мио карде обнаружены участки гиперэозинофиль-
ных кардиомиоцитов с признаками дистрофических 
изменений.

У крыс, получивших препарат в суммарной дозе 
200 мг/кг (ВТД), на 3-и сутки наблюдения в миокар-
де обнаруживаются морфологические изменения: 
участки кардиомиоцитов с признаками дистрофии 
(набухание) и гиперэозинофилии (ишемии). На 30-е 
сутки наблюдения сохраняются небольшие дистро-
фические изменения и гиперэозинофилия некото-
рых кардиомиоцитов. Отмеченные изменения могут 
считаться проявлением кардиотоксичности.

Заключение
Установлено, что новый российский противоопу-

холевый препарат ЛХС-1208, производное N-гли-
козида индокарбазола, обладает дозозависимым 
кардиотоксическим действием, вызывая функцио-
нальные изменения сердечно-сосудистой системы 
крыс во всех изученных дозах, а у собак только в мак-
симальной введеной дозе препарата. Морфологиче-
ски кардиотоксичность не подтверждена у животных, 
получавших минимальную исследуемую дозу препа-
рата (НТД), а подтверждена только у животных, полу-
чавших максимальную дозу препарата (ВТД).

рис. 5. Сердце (миокард) собак, получивших ЛХС-1208 в суммарной дозе 30 мг/кг: а –собака № 3, 3-и сутки наблюдения. Морфологическая 
картина очагового (межуточного) миокардита. Окраска: гематоксилин и эозин, × 400; б – собака № 4, 60-е сутки наблюдения. Участок 
набухших, гиперэозинофильных кардиомиоцитов. Окраска: гематоксилин и эозин, × 400

а б
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ЭкСПерименталЬная оЦенка токСичеСкиХ 
СвойСтв лХта-2034 При ПероралЬном Применении

м. и. трещалин, и. д. трещалин, в. а. Голибродо, а. е. щекотихин, Э. р. Переверзева
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт по изысканию новых антибиотиков им. Г. Ф. Гаузе»; Россия, 119021 

Москва, ул. Большая Пироговская, 11, стр. 1

Контакты: Михаил Иванович Трещалин funky@beatween.ru

Введение. В ФГБНУ «Научно-исследовательский институт по изысканию новых антибиотиков им. Г. Ф. Гаузе» создан новый 
противоопухолевый мультитаргетный препарат ЛХТА-2034, который при пероральном применении проявляет высокую 
активность в отношении прогностически значимых перевиваемых опухолей мышей.
Цель исследования – изучение токсичности ЛХТА-2034 в хроническом эксперименте на крысах при пероральном применении.
Материалы и методы. В исследовании использовано 30 крыс-самцов линии Wistar. Субстанцию препарата растворяли 
в питьевой воде и в 2 %-ной концентрации вводили в желудок ежедневно в течение 2 нед в разовых дозах, составляющих 1 
и 5 терапевтических (20 и 100 мг/кг соответственно). В ходе исследования определяли массу тела, проводили клинический 
и биохимический анализ крови, анализ мочи, выполняли электрокардиограмму. На 1-е и 30-е сутки по окончании курса по 5 
животных из каждой группы подвергали эвтаназии. Проводили патоморфологическое исследование внутренних органов.
Результаты. Показано, что введение ЛХТА-2034 в разовой дозе, эквивалентной 1 терапевтической, не оказывает влияния на боль-
шинство изученных клинико-лабораторных показателей. Только при анализе мочи на 1-е сутки после курса была отмечена гема-
турия. При микроскопическом исследовании выявлены изменения разной степени выраженности в печени, почках, сердце, желуд-
ке, тощей и подвздошной кишке, селезенке и тимусе. Применение ЛХТА-2034 в высокой дозе вызвало гибель 2 животных из 10. 
У остальных крыс отмечены задержка прироста массы тела, снижение общего количества лейкоцитов и эритроцитов, уровня 
гемоглобина и величины гематокрита, уменьшение массы тимуса. В моче были найдены эритроциты и нитраты. Гематурия и ни-
тратурия сохранялись в течение 1 мес. У животных, получавших высокую дозу препарата, помимо перечисленных органов повре-
ждающему действию препарата подвергались лимфоузлы, поджелудочная железа, толстая кишка и мозг.
Заключение. Выявленные токсические свойства ЛХТА-2034 зависят от величины примененной дозы. При курсовом примене-
нии препарата в дозе, эквивалентной 1 терапевтической, они полностью обратимы в течение 30 дней.

Ключевые слова: ЛХТА-2034, антрафуран, антрацендион, хроническая токсичность, крысы

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-3-81-88

EXPERIMENTal EValuaTION OF TOXIC PROPERTIES OF lCTa-2034 By ThE ORal ROuTE 
OF adMINISTRaTION

M. I. Treschalin, I. D. Treschalin, V. A. Golibrodo, A. E. Shchekotikhin, E. R. Pereverzeva

Gause Institute of New Antibiotics; Bldg. 1, 11 Bol’shaya Pirogovskaya St., Moscow 119021, Russia

Introduction. New antitumor multitarget drug LCTA-2034, obtained in Gause Institute of New Antibiotics, has demonstrated high ac-
tivity against prognostically significant transplantable mice tumors by the oral application.
Objective. To investigate the toxicological properties of LCTA-2034 by the oral route of administration on rats.
Materials and methods. Toxicological study of LCTA-2034 was performed on 30 male Wistar rats. Drug substance dissolved in potable water. 
2 %  solution was administrated per os at the 1 and 5 therapeutic dose (15 × 20 mg/kg or 15 × 100 mg/kg with 24-h interval). During the study 
dynamics of body weight, hematological parameters, blood biochemical parameters, electrocardiography and urinalysis were performed for all 
animals. Five animals in each group were sacrificed 1 and 30 days post treatment. The internal organs were subjected to histological evaluation.
Results. The results of the study demonstrate that the treatment with low dose of LCTA-2034 does not produce any changes in majority 
of examined clinical-laboratory parameters with the exception of urinalysis revealed hematuria on day 1 post treatment. Microscopic 
pathology observation showed structure abnormalities of varying severity in liver, kidneys, heart, stomach, jejunum, ileum, spleen and 
thymus. Administration of high dose of LCTA-2034 caused mortality of 2 rats in group. The rest of the rats were observed a body weight 
lag, decrease of total leukocyte and erythrocyte count, hemoglobin and hematocrit level, relative weight of the thymus. Erythrocytes and 
nitrates were found in urine both on day 1 and on day 30 post treatment. In groups treated with high dose of the drug in addition 
to the listed above organs damage of the structure of lymph nodes, pancreas, ileum and brain was detected.
Conclusion. Revealed toxic properties of LCTA-2034 depended on dose. Multiple administration of 1 therapeutic dose of the drug pro-
duces transient toxic effects completely reversible within 30 days.

Key words: LCTA-2034, anthrafuran, anthracendione, chronic toxicity, rats
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Введение
В последние десятилетия возможности лечения 

злокачественных опухолей значительно расшири-
лись. В том числе существенно пополнился арсенал 
противоопухолевых лекарств. В клинической прак-
тике появились биотерапевтические средства, направ-
ленные на определенные молекулярные мишени, – 
ингибиторы тирозинкиназ, протеинкиназ, факторов 
роста и других ферментов и белков и позволяющие 
контролировать рост опухолей при удовлетворитель-
ной переносимости. Многие из этих средств приме-
няются перорально [1]. Пероральные лекарственные 
формы были созданы и для ряда цитостатиков. Так, 
один из первых пероральных цитостатиков – анти-
метаболит кселода, эффективный при лечении рака 
желудка, колоректального рака и рака молочной 
железы, – позволяет провести полный курс химио-
терапии в домашних или амбулаторных условиях [2, 3]. 
Высокая биодоступность позволяет достигать полной 
или частичной ремиссии при пероральном примене-
нии некоторых алкилирующих агентов, противоопу-
холевых антибиотиков и препаратов других классов. 
В связи с этим все больше врачей-онкологов стали 
отдавать предпочтение пероральным химиопрепара-
там, поскольку этот путь введения улучшает качество 
жизни больных и позволяет сократить время их пре-
бывания в клинике [4].

Полученное в ФГБНУ «Научно-исследователь-
ский институт по изысканию новых антибиотиков 
им. Г. Ф. Гаузе» соединение антрафуран – синтети-
ческое производное антрацендиона [5–7] – хорошо 
растворимо в биорелевантных средах. С учетом того, 
что антрациклины и близкие им по структуре антра-
цендионы – высокоактивные противоопухолевые 
препараты, широко применяемые для лечения зло-
качественных опухолей, на основе антрафурана был 
разработан препарат ЛХТА-2034, проявивший высо-
кую противоопухолевую активность в отношении 
прогностически значимых перевиваемых опухолей 
мышей как при парентеральном (внутрибрюшин-
ном), так и при пероральном введении [8, 9]. Кроме 
того, было показано, что антрафуран обладает спо-
собностью одновременно ингибировать топоизомера-
зы 1,2 и протеинкиназы, а также индуцировать гибель 
опухолевых клеток различного гистогенеза, включая 
резистентные линии [7, 9]. С целью создания пер-
орального лекарственного средства было проведено 
исследование токсических свойств ЛХТА-2034 
при данном пути введения.

Материалы и методы
Работа выполнена в соответствии с этическими 

нормами обращения с животными, принятыми Ев-
ропейской конвенцией о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для исследовательских и иных 

научных целей [10]. Исследования проводились в со-
ответствии с правилами экспериментального изучения 
оригинальных фармакологических веществ [11].

Крысы самцы линии Wistar массой 150–170 г, 
полученные из Центрального питомника РАН «Ан-
дреевка», после двухнедельного карантина были 
разделены на группы по 10 голов в каждой. Живот-
ные экспериментальных групп получали препарат 
в разовых дозах, эквивалентных 1 и 5 терапевтиче-
ским. При расчете разовых доз для крыс исходили 
из терапевтических доз (ТД) для мышей, пересчитан-
ных через коэффициент поверхности тела [12]. Они 
составили 20 мг/кг (1 ТД) и 100 мг/кг (5 ТД). Суб-
станцию препарата перед введением растворяли 
в питьевой воде и в 2 %-ной концентрации вводили 
в желудок при помощи шприца со специальным ме-
таллическим зондом ежедневно в течение 2 нед.

В течение исследования ежедневно проводили 
оценку состояния и поведения животных, 1 раз в не-
делю определяли массу тела. Перед началом курса 
введений (сутки 0), на 7, 15, 18, 20, 22, 30 и 45-е сутки 
опыта при помощи автоматического гематологическо-
го анализатора Abacus Junior Vet (Diatron, Австрия) 
производили клинический анализ крови (лейкоци-
ты, эритроциты, гемоглобин, тромбоциты, лейкоци-
тарная формула, гематокрит). Для определения ука-
занных показателей кровь брали из хвостовой вены. 
Биохимическое исследование сыворотки крови жи-
вотных (аланинаминотрансфераза, аспартатамино-
трансфераза, щелочная фосфатаза, креатинин, моче-
вина, общий билирубин, прямой билирубин, общий 
белок, альбумин) осуществляли на 1-й и 30-й дни после 
окончания введения препарата (15-е и 45-е сутки опы-
та соответственно) при помощи автоматического 
биохимического анализатора ChemWell (Awareness 
Tech nology Inc., США). Исследование суточного ди-
уреза и анализ мочи (рН, лейкоциты, эритроциты, 
кетоновые тела, белок, цилиндры, соли, уробилино-
ген, удельный вес) животных осуществляли на 1-й 
и 30-й дни после окончания введения препарата, 
используя автоматический анализатор мочи Laura 
Smart (Erba Лахема, Чехия). Электрокардиограмму 
во 2-м стандартном отведении снимали на 1-е и 30-е 
сутки после курса (электрокардиограф ЭК1Т-07 
(«Аксион», Россия)).

Статистическую обработку количественных дан-
ных проводили по критерию t Фишера–Стьюдента 
при помощи компьютерных программ StatPlus 2006 
и Microsoft Excel. Различия определяли как достовер-
ные при р ≤0,05.

На 1-е и 30-е сутки по окончании курса введения 
препарата по 5 животных из каждой группы подвер-
гали эвтаназии, определяли массовые коэффициен-
ты тимуса, сердца, печени, почек, селезенки. Участ-
ки внутренних органов фиксировали в 10 %-ном 
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нейтральном формалине, по стандартной методике 
заливали в парафин. Короткие серии срезов окраши-
вали гематоксилин-эозином и подвергали световой 
микроскопии.

Результаты
На всем протяжении эксперимента отклонений 

в поведенческих реакциях животных не отмечалось. 
Двухнедельное введение препарата в испытанных 
дозах не влияло на потребление крысами корма и во-
ды, состояние кожи, видимых слизистых оболочек 
и шерстного покрова.

Применение препарата в разовой дозе, эквива-
лентной 1 ТД, гибели животных не вызывало. Они 
хорошо переносили введения, отмечалась нормаль-
ная прибавка массы тела. Препарат, примененный 
в разовой дозе, равной 5 ТД, к окончанию курса 
введений вызвал гибель 2 животных из 10 и задержку 
прироста массы тела у выживших животных, которая 
сохранялась до конца наблюдения (рис. 1).

При гематологическом исследовании у крыс, 
получавших препарат в разовой дозе 100 мг/кг, на 1-е 
и 3-и сутки после окончания курса введений (15-е 

рис. 1. Динамика массы тела крыс

рис. 3. Динамика количества лимфоцитов в периферической крови крыс

рис. 2. Динамика общего количества лейкоцитов в периферической 
крови крыс
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и 18-е сутки опыта) было выявлено снижение обще-
го количества лейкоцитов до 5–6 тыс. в 1 мм3 (рис. 2), 
которое происходило за счет лимфоцитопении (рис. 3). 
Снижение количества эритроцитов и уменьшение 
содержания гемоглобина были зарегистрированы после 
7-го введения, величины гематокрита – на 1-е сутки 
по окончании введения препарата и сохранялось 
до 30-х суток эксперимента (рис. 4–6). К концу на-
блюдения эти показатели восстанавливались до уров-
ня интактного контроля. Количество тромбоцитов 
оставалось в пределах физиологической нормы. 
При применении препарата в дозе 20 мг/кг достовер-
ных изменений клинической картины крови не об-
наружено.

В результате биохимического исследования сы-
воротки крови и изучения функции сердца отклоне-
ний от нормы не выявлено.

При клиническом исследовании мочи у живот-
ных, получавших ЛХТА-2034 в 1 ТД, была отмечена 
гематурия, которая проявилась на 1-е сутки после 
курса введений препарата. У животных, получавших 
высокую дозу ЛХТА-2034, в моче помимо эритроци-
тов были найдены нитраты. Гематурия и нитратурия 
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были обнаружены сразу по окончании курса и сохра-
нялись в течение 1 мес.

Массовые коэффициенты внутренних орга-
нов животных, получавших ЛХТА-2034, не от-
личались от контроля, за исключением тимуса, 
уменьшение массы которого было выявлено на 
1-е сутки после курса введений препарата в ра-
зовой дозе 100 мг/кг.

Изучение патологических изменений внутренних 
органов крыс под действием ЛХТА-2034 показало, 
что препарат, примененный перорально ежедневно 
в течение 2 нед в разовой дозе, эквивалентной 1 ТД, 
вызывает морфологические изменения разной сте-
пени выраженности в печени, почках, сердце, желуд-
ке, тощей и подвздошной кишке, селезенке и тимусе. 
При курсовом введении препарата в дозе, превыша-
ющей терапевтическую в 5 раз, помимо перечислен-
ных органов повреждающему действию подвергают-
ся также лимфоузлы, поджелудочная железа, толстая 
кишка и мозг.

При применении ЛХТА-2034 в количестве 1 ТД по-
вреждение ткани печени проявляется в виде мелких 
очагов некроза в различных зонах (рис. 7а – контроль, 7б).

В почках на фоне сильного периваскулярного 
отека встречаются единичные мелкие очаги некроза 
извитых канальцев, которые локализуются вокруг 
сосудов и клубочков корковой зоны (рис. 8а – кон-
троль, 8б).

В сердце морфологические изменения выража-
ются в полнокровии сосудов миокарда (рис. 9а – 
контроль, 9б).

Реакция слизистой оболочки желудочно-кишеч-
ного канала на пероральное введение препарата 
проявляется в виде гиперемии, отека и очаговой де-
струкции клеточных элементов поверхностных сло-
ев. Так, в желудке отмечаются резкое полнокровие 
капилляров, атрофия или деструкция покровно- 
ямочного эпителия и обкладочных клеток, умерен-
ная атрофия слизистой оболочки (рис. 10а – конт-
роль, 10б).

Воздействие ЛХТА-2034 на структуру селезенки 
выражается в умеренной атрофии лимфоидной ткани 
фолликулов, тимуса – в умеренной атрофии лимфо-
идной ткани в корковой и мозговой зонах отдельных 
долек. Все эти явления полностью обратимы в тече-
ние 1 мес.

Пятикратное превышение ТД вызывает намного 
более глубокие повреждения в органах и тканях, 
а иногда изменяется и их характер. Так, в печени, 

рис. 7. Печень крысы: а – интактный контроль, × 20; б – ЛХТА-2034, 20 мг/кг ×14. Первые сутки после курса. Очаг микронекроза вблизи пор-
тального тракта, × 20; в – ЛХТА-2034, 100 мг/кг × 14. Тридцатые сутки после курса. Жировая дистрофия гепатоцитов вблизи триады, × 40
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Рис. 2. Динамика общего количества лейкоцитов 
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Рис. 4. Динамика количества эритроцитов 
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наряду с некрозом ткани, был выявлен апоптоз еди-
ничных гепатоцитов. Через 1 мес после курса введе-
ний деструктивные изменения в печени отсутствуют, 
но в отдельных клетках появляются дистрофические 
(см. рис. 7в).

При 5-кратном увеличении разовой дозы ЛХТА- 
 2034 резко усиливается повреждающее действие 
препарата на ткань почек: очаги некроза канальцев 
возникают не только в корковой зоне, но и в других 
зонах почки (см. рис. 8в). В отдельных клубочках 
юкстамедуллярной зоны появляются очаги деструк-
ции капилляров. В течение 1 мес структура почек 

восстанавливается, единичные очаги деструкции 
подвергаются организации.

Применение высокой дозы ЛХТА-2034 приводит 
как к гемодинамическим нарушениям, так и к оча-
говому повреждению миокарда, которое у отдельных 
животных через 1 мес после курса становится причи-
ной атрофии небольших групп мышечных волокон 
(см. рис. 9в).

При курсовом пероральном введении высокой 
дозы также отмечается усиление повреждающего дей-
ствия препарата на слизистую оболочку желудочно- 
кишечного канала. В желудке к деструктивным 

рис. 8. Почка крысы: а – интактный контроль, × 20; б – ЛХТА-2034, 20 мг/кг × 14. Первые сутки после курса. Очаг некроза извитых ка-
нальцев вблизи клубочка и сосуда, ×20; в – ЛХТА-2034, 100 мг/кг × 14. Первые сутки после курса. Очаг некроза прямых канальцев в мозговой 
зоне, × 20

рис. 9. Миокард крысы: а – интактный контроль, × 20; б – ЛХТА-2034, 20 мг/кг × 14. Первые сутки после курса. Резкое полнокровие ка-
пилляров и венул, × 20; в – ЛХТА-2034, 100 мг/кг × 14. Тридцатые сутки после курса. Отек, очаги атрофии мышечных волокон, × 20

рис. 10. Желудок крысы: а – интактный контроль, × 20; б – ЛХТА-2034, 20 мг/кг ×14. Первые сутки после курса. Умеренная атрофия 
слизистой оболочки, деструкция обкладочных клеток и покровно-ямочного эпителия, полнокровие капилляров, × 20; в – ЛХТА-2034, 100 мг/кг 
× 14. Первые сутки после курса. Глубокая атрофия эпителия желез, атрофия, деструкция и десквамация покровно-ямочного эпителия, 
деструкция обкладочных клеток × 20
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в
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изменениям покровно-ямочного эпителия присоеди-
няется глубокая атрофия слизистой оболочки, кото-
рая сохраняется до конца наблюдения (см. рис. 10в). 
В тощей и подвздошной кишке усиливаются гипере-
мия, отек и увеличивается объем ткани, подверга-
ющейся деструкции. В течение 1 мес структура 
слизистой оболочки тощей кишки восстанавливает-
ся, в подвздошной сохраняются признаки атрофии. 
Появляются умеренно выраженные воспалительные 
реакции в толстой кишке, которые в слабой форме 
сохраняются до конца эксперимента.

При введении препарата в высокой дозе на 30-е 
сутки по окончании курса были обнаружены обшир-
ные очаги некроза вокруг сосудов и протоков экзо-
кринной части поджелудочной железы (рис. 11). 
Несмотря на то что эти изменения были выявлены 
только у 1 животного, они заслуживают особого вни-
мания, так как затрагивают не только ацинусы, но 
и отдельные желчные протоки, а также сопровожда-
ются деструкцией клеток островков Лангерганса, 
расположенных в зоне некроза.

Применение препарата в высокой дозе вызыва-
ет атрофию лимфоидной ткани. В лимфоузлах она 
выражена умеренно. В селезенке глубокая атрофия 
со провождается активацией экстрамедуллярного 

кро ветворения, в отдельных дольках тимуса она при-
обретает характер аплазии. Если структура селезенки 
и лимфоузлов восстанавливается полностью, то в от-
дельных дольках тимуса регенерация лимфоидной 
ткани происходит на фоне склеротических измене-
ний стромы.

Изучение структуры мозга позволяет утверждать, 
что при использовании в высоких дозах препарат 
преодолевает гематоэнцефалический барьер, вызы-
вая токсическую энцефалопатию, морфологические 
признаки которой наблюдаются в сером и белом ве-
ществе больших полушарий и мозжечке. Сразу после 
курса введений ЛХТА-2034 они проявляются в виде 
полнокровия сосудов мягкой мозговой оболочки 
и белого вещества, перикапиллярного отека в сером 
веществе, дегенеративных изменений отдельных 
пирамидных нейронов (рис. 12а – контроль, 12б).

Через 1 мес после прекращения введений реги-
стрируются кровоизлияния в мягкой мозговой обо-
лочке больших полушарий и мозжечка. Развивается 
диффузная атрофия мозговых структур серого веще-
ства, которая выражается в дегенеративных измене-
ниях нейронов, замещении наружного слоя пирамид-
ных нейронов клетками астроглии, формировании 
микроглиальных узелков в наружной зернистой 

рис. 11. Поджелудочная железа крысы: а – интактный контроль, × 20; б – ЛХТА-2034, 100 мг/кг × 14. Тридцатые сутки после курса. Очаг 
некроза ацинусов. Некроз желчных протоков. Кисты на месте деструкции протоков. Деструкция клеток в островке Лангерганса, × 20

рис. 12. Мозг крысы. Большое полушарие: а – интактный контроль, × 20; б – ЛХТА-2034, 100 мг/кг × 14. Первые сутки после курса. Набу-
хание и разрыхление мягкой мозговой оболочки, вакуолизация нейропиля молекулярного слоя, отек вокруг капилляров наружной пирамидной 
пластинки, клетки-тени на месте пирамидных нейронов, × 20; в – ЛХТА-2034, 100 мг/кг × 14. Первые сутки после курса. Клетки астро глии 
на месте пирамидных нейронов, микроглиальный узелок в наружной зернистой пластинке, уменьшение количества пирамидных нейронов 
во внутренней пирамидной пластинке, × 20
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рис. 13. Мозжечок крысы: а – интактный контроль, × 20; б – ЛХТА-2034, 100 мг/кг × 14. Первые сутки после курса. Полнокровие капил-
ляров мягкой мозговой оболочки. Разрежение и дегенерация отдельных клеток Пуркинье, × 20; в – ЛХТА-2034, 100 мг/кг × 14. Тридцатые 
сутки после курса. Очаг гиперплазии клеток Пуркинье, × 20

пластинке, уменьшении количества пирамидных-
нейронов во внутренней пирамидной пластинке 
(см. рис. 12в). Наиболее тяжелые изменения локали-
зуются в сером и белом веществе затылочной области.

В мозжечке препарат вызывает дегенерацию, 
разрежение, а на отдельных участках и выпадение 
клеток Пуркинье (рис. 13а – контроль, 13б), которое, 
по-видимому, компенсируется их очаговой гиперпла-
зией (см. рис. 13в).

Сопоставляя клинико-лабораторные и патомор-
фологические данные, полученные в ходе исследо-
вания, можно утверждать, что гастроинтестинальная 
токсичность ЛХТА-2034 по критерию прироста мас-
сы тела выявляется только при введении препарата 
в высокой дозе. При патоморфологическом исследо-
вании найдены изменения в желудке и отделах ки-
шечника, интенсивность которых зависит от дозы 
ЛХТА-2034.

Гематотоксические свойства ЛХТА-2034 при кур-
совом введении в 1 ТД выражены умеренно и реги-
стрируются только при изучении структуры лимфо-
идных органов. При применении в высокой дозе 
препарат вызывает транзиторное уменьшение числа 
эритроцитов, содержания гемоглобина, величины 
гематокрита, а также снижение общего количества 
лейкоцитов в периферической крови, которое про-
исходит за счет относительной лимфоцитопении. 
Лимфотоксическое действие препарата подтвержда-
ется атрофическими изменениями лимфоидной тка-
ни селезенки, лимфоузлов и тимуса, а также умень-
шением массового коэффициента тимуса.

Нефротоксическое действие ЛХТА-2034 опреде-
ляется как клинически, так и морфологически. 
При пятикратном превышении ТД оно выражается 
в повреждении канальцевой и клубочковой системы 
почек и проявляется в виде длительно сохраняющей-
ся гематурии и нитратурии.

Гепато- и кардиотоксические свойства препарата 
регистрируются только морфологически. Влияние 
ЛХТА-2034 на структуру миокарда выявлено у жи-
вотных, получавших препарат в высокой дозе, и про-
является на позднем сроке наблюдения.

Изучение структуры мозга позволяет утверждать, 
что при использовании в высокой дозе препарат 
преодолевает гематоэнцефалический барьер и вызы-
вает токсическую энцефалопатию.

Заключение
Результаты изучения токсичности ЛХТА-2034 

в хроническом эксперименте на крысах позволяют 
заключить, что препарат обладает гемато-, нефро-, 
кардио-, гепатотоксическими свойствами, оказыва-
ет токсическое действие на пищеварительную систе-
му. В дозе, пятикратно превышающей терапевтиче-
скую, ЛХТА-2034 вызывает изменения структуры 
мозга. Функциональные и морфологические изме-
нения, возникающие под действием ЛХТА-2034, 
зависят от величины примененной дозы. При курсо-
вом введении препарата в дозе, эквивалентной 1 ТД, 
они полностью обратимы в течение 30 дней. Это 
позволяет рекомендовать ЛХТА-2034 для дальней-
шего изучения.

а б в
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PROTECTION OF INTEllECTual PROPERTy IN N. N. BlOKhIN NaTIONal MEdICal RESEaRCh  
CENTER OF ONCOlOGy IN 2017

O. I. Tarasova, A. A. Ryzhovа, I. Yu. Kubasovа, N. V. Golubtsova, L. Yu. Grivtsova

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Наличие охраняемых объектов интеллектуальной 
собственности (ОИС) – изобретений, полезных мо-
делей, товарных знаков, программ для электронно-вы-
числительных машин (ЭВМ), баз данных является 
важным показателем инновационной деятельности 
научно-исследовательской организации и создает 
правовую основу для внедрения их в практику и даль-
нейшего коммерческого использования.

За истекший 2017 г. изобретательская активность 
сотрудников ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Бло-
хина» Минздрава России заметно повысилась: подго-
товлены и поданы в Патентное ведомство (Роспатент) 
19 заявок на ОИС, права на которые принадлежат 
Центру, что в 1,9 раза больше, чем в 2016 г. Среди них 
15 заявок на изобретения, 3 – на программы для 
ЭВМ, 1 – на товарный знак. Подготовлены к подаче 
4 заявки на изобретение, продлено действие 1 товар-
ного знака.

Из общего числа заявок на изобретения 6 заявок 
поданы на клинические способы лечения, 4 – на 
способы лечения в эксперименте, 2 – на средства для 
лечения, 1 – на штамм, 1 – на подкожный ксено-
графт и 1 – на способ анализа соматических мутаций.

Наибольший вклад в создание ОИС внесли со-
трудники НИИ клинической онкологии (КО) 
и НИИ экспериментальной диагностики и терапии 
опухолей (ЭДиТО).

В 2017 г. получено 12 охранных документов на ОИС, 
правообладателем которых является Центр, в том 
числе 9 патентов на изобретения и 3 свидетельства 
о государственной регистрации программ для ЭВМ.

Из числа 65 действующих патентов, учтенных 
в качестве нематериальных активов Центра, поддер-
жание 8 патентов было прекращено ввиду невозмож-
ности использования в коммерческих целях.

В течение 2017 г. 7 патентов были внедрены в прак-
тику, в том числе 4 – в НИИ ЭДиТО, 2 – в НИИ КО 
и 1 – в НИИ канцерогенеза.

Патент № 2625986 «Способ реконструкции ко-
стей таза» (Алиев М. Д., Мусаев Э. Р., Сушенцов Е. В., 
Софронов Д. И., Валиев А. К., Фокин В. А., Тетю-
хин Д. В., Колядин С. В., приоритет 11.07.2016, патенто-
обладатели ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Бло-
хина» Минздрава России и ООО «КОНМЕТ») вошел 
в базу данных Роспатента «Перспективные изобре-
тения за 2017 г.».
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