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Резюме 
 
Активация Notch сигнального пути необходима для запуска ангиогенеза опухоли. Исследования послед-

них лет указывают на то, что Notch сигнальный путь способствует также прогрессии первичных меланом в бо-
лее агрессивный фенотип. Целью данной работы явилось исследование вовлечения Notch сигнального пути в 
становление ВM при меланоме. На начальном этапе работы мы показывали, что белки Notch сигнального кас-
када активно экспрессируются в клетках меланомы, выведенных в клеточные линии из опухолевого материала 
больных диссеминированной меланомой. Блокирование Notch сигнального пути ингибиторами γ-секретазы 
DAPT, BZ или нейтрализирующими антителами к лиганду Jagged 1 стабилизировало СПС на Матригеле. Полу-
ченные in vitro данные были подтверждены в экспериментальной модели меланомы в бестимусных мышах. По 
сравнению с контролем ВM каналы в опухолях, леченых DAPT, были более разветвленными и шире диамет-
ром. Наблюдалась также высокая экспрессия MMP-2 и VEGFR1 – медиаторов ВM. Более того, зоны некроза в 
областях опухоли, где присутствовали ВМ-каналы, не обнаружены. Приведенные данные указывают на то, что 
ВM может представить новый терапевтический подход к лечению меланомы.  

 
Ключевые слова: васкулогенная мимикрия, меланома, Notch сигнальный путь. 

 

 
A.А. Vartanian, I.N. Grigorieva, V.S. Dombrovsky, E.V. Stepanova, A.Yu. Baryshnikov 
DISRUPTION OF NOTCH SIGNALLING  
STABILIZES MELANOMA VASCULOGENIC MIMICRY 
FSBI «N.N. Blokhin RCRC» RAMS, Moscow 

 
Abstract 
 
Notch signaling plays an important role in tumor angiogenesis. Recent studies suggest that Notch signaling also 

regulates the progression of primary melanomas towards an aggressive phenotype. The aim of this study was to investi-
gate the involvement of Notch signaling pathway in organization of tumor cells into capillary-like structures (CLS), the 
phenomenon also known as VM. Here, we show that Notch signaling cascade was constitutively active in melanoma 
cell lines we used. Blocking Notch signaling with the γ-secretase inhibitors, DAPT, dibenzazepine or Jagged1 neutraliz-
ing antibody resulted in stabilization of CLS indicating that Notch signaling pathway attenuates melanoma VM. We 
further studied this phenomenon on melanomas grafted in nude mice. Compared to control, VM channels in DAPT-
treated grafted melanoma became larger and more branched. DAPT-treated melanomas also exhibited an up-regulation 
of MMP-2 and VEGFR1, both known as VM mediators. Moreover, we did not observe necrosis in VM channels areas 
of DAPT-treated melanomas. These findings indicate that VM regulated by Notch signaling may present a novel target 
in melanoma therapy. 

 
Key words: vasculogenic mimicry, notch signaling, melanoma. 

 
Введение 
 
Антиангиогенная терапия опухоли базирует-

ся на ингибировании роста микрососудов [5; 12]. В 
предклинических исследованиях in vitro и in vivo 
выявлены более сотни различных ингибиторов ан-
гиогенеза, и их количество продолжает расти. Но 
только несколько препаратов – ингибиторов VEGF 
рецептор-лигандной системы (Авастин, Сунитиниб 
и др.) одобрены для клинического применения при 
колоректальном раке, светлоклеточном раке почки, 
гепатоцеллюлярной карциноме, раке молочной же-
лезы [23]. Однако, как показали клинические ис-

следования, к антиангиогенной терапии возникает 
резистентность. Более того, большинство опухолей 
практически не отвечают на эту терапию[7; 25]. И 
хотя этому есть ряд разумных объяснений, гетеро-
генность васкулярных сосудов может быть одной 
из причин выживаемости опухолевых клеток: в 
васкуляризации опухоли традиционный ангиогенез 
идет параллельно с формированием васкулярных 
каналов из опухолевых клеток [4]. Эти высоко-
структурированные васкулярные каналы формиру-
ются метастатическими опухолевыми клетками и 
ограничены базальной мембраной. Образование 
микроваскулярной сети агрессивными опухолевы-
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ми клетками получило название «васкулогенная 
мимикрия», тем самым подчеркивается образова-
ние таких каналов de novo, без участия ЭК, т.е. не-
зависимо от ангиогенеза. Функциональное значе-
ние ВM, несмотря на возрастающий интерес к этой 
проблеме, остается невыясненным. Вероятно, обра-
зование такого рода каналов внутри опухоли может 
частично нейтрализовать отсутствие питания и пре-
дотвратить ранний некроз. Высокая статистическая 
корреляция между способностью опухоли к ВM и 
частотой метастазирования опухоли подтверждает 
эту гипотезу [22].  

Notch сигнальный путь – высоко консерва-
тивный внутриклеточный сигнальный путь, кото-
рый активируется при взаимодействии трансмем-
бранного лиганда семейства Jagged (Jagged 1 и 2) и 
семейства Delta (Delta-like 1; 3 и 4) с Notch рецеп-
торами (Notch1-4) [24]. После связывания рецеп-
тор-лиганд Notch рецептор активируется протеоли-
тическим расщеплением внутриклеточного домена, 
который мигрирует в ядро и, образуя комплекс с 
ДНК, выполняет функцию транскрипционного фак-
тора и участвует в экспрессии генов Hes1 и Hes5, а 
также Hey1 и Hey2 [3]. Накоплен достаточно боль-
шой клинический материал, указывающий на то, 
что дерегуляция Notch сигнального пути вовлека-
ется в становление глиомы, рака молочной железы, 
рака поджелудочной железы, колоректального рака 
и различных гематопоэтических новообразований 
[1; 9; 16; 26]. 

Роль Notch сигнального пути при меланоме 
практически не изучена. Исследования последних 
лет указывают лишь на то, что экспрессия Notch-1 
и Notch-2 рецепторов, a также Notch лиганда акти-
вирована в диспластических невусах (dysplastic 
nevi) и меланоме по сравнению с родимыми пятна-
ми (melanocytic nevi), т.е. активация Notch сигналь-
ного пути служит триггером для прогрессии мела-
номы в более агрессивный фенотип [18]. С другой 
стороны, экспрессия Notch рецепторов и их лиган-
дов наблюдается также и на ЭК [13]. Ингибирова-
ние этого сигнального пути в эндотелии способст-
вует непродуктивному ангиогенезу, снижая, тем 
самым, рост опухоли [2]. 

Два независимых наблюдения привели нас к 
изучению роли Notch сигнального пути в становле-
нии ВМ при меланоме:  

1. Активация Notch сигнального пути в ме-
ланоме переводит ее в более агрессив-
ный фенотип, а это является необходи-
мым условием для формирования васку-
лярных каналов из опухолевых клеток.  

2. Следствием подобной активаций являет-
ся антиангиогенный эффект.  

Полученные нами результаты указывают на 
то, что компоненты Notch сигнального пути экс-
прессируются и активны в клетках меланомы, ко-
торые мы использовали, и что блокирование Notch 
сигнального пути стабилизирует СПС in vitro и 
увеличивает ВМ в ксенографтах мыши. Мы пред-
полагаем, что регуляция ВМ модулированием 
Notch сигнального пути может представить новый 
терапевтический подход к лечению меланомы. 

 
Материалы и методы 
 
Материалы 
Кит для РAS-окрашивания (Sigma-Aldrich Com-

pany, St Louis, USA). Maтригель (Becton Dickinson Lab-
ware, Franklin Lakes, NJ, USA). Moноклональные анти-
Laminin (клон 4C7) aнтитела (DAKO A/S, Glostrup, 

Denmark). Aнти-Notch1 моноклональные антитела 
(NOVUS Biologicals Inc.,Littleton, USA). Анти-Notch2, -
3,-4 поликлональные антитела, анти-Jagged-1 поликло-
нальные, anti-Dll4 поликлональные и анти-MMP-2 по-
ликлональные антитела (Abcam (Cambridge, UK), анти-
Jagged-2 поликлональные и анти-VEGFR1 поликло-
нальные антитела (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa 
Cruz, USA). Анти-Hes1 поликлональные и анти-Hey1 
поликлональные антитела (Abnova Corporation, Taipei, 
Taiwan). DAPT и BZ (Calbiochem, Darmstadt, Germany).  

 
Культура клеток 
В работе использованы три клеточные линии 

Mel Kor, Mel P и Mel Cher [19; 20; 27]. Клетки рас-
тили в полной среде RPMI-1640, содержащей 10% 
ТЭЗ, 2mM/мл глутамина и 0,1мг/мл гентамицина. В 
экспериментах использовали клетки 70–75% кон-
флюентности. 

 
3D культура 
100 μl матригеля (8,7 mg/ml) быстро нано-

сился на дно 24-луночной планшеты на льду, 
планшет оставляли при комнатной температуре в 
течение часа и затем помещали в CO2 инкубатор на 
30 мин. Клетки добавляли в количестве 2 × 105 на 
лунку в полной среде RPMI-1640 и продолжали 
инкубировать при 37 °C в течение 14–16 ч.  

Ингибирование Notch сигнального пути 
Notch сигнальный путь ингибировали DAPT 

(1–25 μM) или BZ (0,1–2,0 μM). Клетки инкубиро-
вали в полной среде RPMI-1640 с различными кон-
центрациями указанных ингибиторов в течение 10–
24 ч. Контрольные клетки получали 0,1% ДМСО. 
Для ингибирования этого сигнального пути нами 
были также использованы антиi-Jagged-1 (5 μg/ml) 
нейтрализующие антитела. 

 
Иммуногистохимия 
Иммуногистохимический анализ проводили 

на срезах с парафиновых блоков опухолей по стан-
дартной методике [8].  

 
Гистохимия 
Гистохимическое окрашивание неваскуляр-

ных структур проводили как описано в [8].  
 
Вестерн блот анализ 
PAGE-SDS электрофорез с последующим 

переносом белков на мембрану и их окрашиванием 
проводили как описано в [8].  

 
Имплантация опухоли 
Клетки метастатической меланомы кожи Mel 

Cher перевивались иммунодефицитным мышам 6–8 
недель подкожно в количестве 5 млн. клеток на 
мышь. Иммунодефицитные мыши были разделены 
на 3 группы по 6 особей в каждой. DAPT в дозе 3 
или 20 мг/кг веса вносили внутрибрюшинно один 
раз в день в течение 19 дней, начиная со второго 
дня после имплантации опухоли. Контрольные 
мыши получали ФСБ с 10% ДМСО по той же схе-
ме. Динамика роста перевиваемых опухолей оцени-
валась каждые 3 дня, начиная с 7 дня после пере-
вивки. Размеры опухоли определяли как отношение 
ширины к длине и умножали на половину ширины. 
На 21 день мышей забивали, удаляли опухоль, фик-
сировали 4%-ным параформальдегидом (рН 7,2) и 
заключали в парафин. Слайды разрезались шири-
ной 5 мкм. Плотность сосудов определяли окраши-
ванием срезов на CD31. Для визуализации неваску-
лярных каналов использовали PАS-окрашивание. 
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Плотность PAS-положительных структур опреде-
лялась по интенсивности красной краски по про-
грамме «NIS Elements» (version 2.32, Nikon Instru-
ments, Melville, N.Y., USA). Слайды окрашивались 
также антителами к ламинину, обязательному ком-
поненту базальной мембраны васкулярных каналов, 
формированных опухолевыми клетками.  

 
Статистический анализ 
Student’s t-test был использован для статисти-

ческой обработки результатов. Значения Р < 0,05 
считали статистически достоверными. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Иммуноцитохимическое исследование 
экспрессии молекул Notch  
сигнального пути в клетках меланомы 
Иммуноцитохимический анализ панели кле-

точных линий Mel Cher, Mel Kor и Mel P был ис-
пользован для оценки экспрессии компонентов 
Notch каскада. Экспрессия Notch1 и Dll1 не опреде-
лялась во все трех клеточных линиях. Экспрессия 
Jagged2 и Dll4 была слабо выраженной. Однако мы 
заметили высокую интенсивность для Notch3, 
Notch4 и Jagged1 в Mel Cher и Mel Kor клетках. 
Notch3 активно экспрессировалась в цитоплазме и 
ядрах клеток, однако Notch4 и Jagged1 обнаружи-
вались только в цитоплазме. В цитоплазме Mel 
Cher и Mel Kor клеток экспрессия Notch2 была 
средней интенсивности. Экспрессия Notch2 и 
Notch4 была несколько снижена в Mel P клетках по 
сравнению с Mel Cher клетками. Поскольку все эти 
три клеточные линии формировали СПС на Матри-
геле [8], мы предполагаем, что экспрессии Notch2 и 
Notch4 не столь необходимы для вовлечения клеток 
в ВМ. Результаты иммуноцитохимических иссле-
дований представлены в таблице. 

 
Влияние ингибирования Notch  
сигнального пути на формирование СПС 
За последние пять лет накоплен достаточно 

большой объем экспериментальных данных, указы-
вающих на то, что активный Notch сигнальный путь 
останавливает пролиферацию ЭК, способствуя их 
дифференцировке [14]. Основываясь на этих дан-
ных, мы предположили, что ингибирование Notch 
сигнального пути, который будет ингибировать так-
же и ангиогенез, может вовлекаться в организацию 
опухолевых клеток в СПС. Активация Notch сиг-
нального пути напрямую зависит от функциональ-
ного состояния γ-секретазы, фермента, который раз-
резает внутриклеточный домен Notch рецептора, 
способствуя его транслокации в ядро. Экспрессия 
Hes-1, транскрипционного фактора, находящегося 
под контролем Notch сигнального пути, значительно 
снижалась, когда клетки инкубировали с ингибито-
ром γ-секретазы, DAPT (рис. 1, A1). Эти результаты 
были подтверждены использованием другого инги-
битора Notch сигнального пути. Как и ожидалось, 
BZ снижал экспрессию Hes1 (рис 1, A1). Исследова-
ли экспрессию и другого транскрипционного факто-
ра, тоже находящегося под контролем Notch сиг-
нального пути, Hey1. Уровень Hey1 был изначально 
выше по сравнению с Hes1, и его экспрессия прак-
тически не менялась в ответ на ДАPT (рис.1, A3), что 
указывало на то, что Hey1 скорее является маркером 
агрессивности опухоли и в ВM не вовлекается. Та-
ким образом, полученные нами результаты указы-
вают на то, что Notch сигнальный путь активирован 
в метастатических клетках меланомы. 

Далее мы исследовали влияние ингибирова-
ния Notch сигнального пути на формирование СПС. 
Надо отметить, что эти структуры стабильны в те-
чение 20–24 ч после посева клеток на матрикс, за-
тем клетки становятся круглыми, теряя связь клет-
ка – клетка и клетка – внеклеточный матрикс, и BZ 
СПС разрушаются. Низкие концентрации DAPT 
(ниже 2 μM) не оказывали никакого влияния на 
структуру СПС. Когда же клетки росли на Матри-
геле в присутствии 20 μM DAPT, спонтанное раз-
рушение клеточных контактов происходило в тече-
ние 32–36 ч (рис 1, B-C, F-G), указывая на то, что 
Notch сигнальный путь регулирует целостность 
СПС. Для подтверждения этого феномена Mel Cher 
клетки сажали на Матригель в присутствие другого 
ингибитора γ-секретазы, BZ. СПС также были ста-
бильны в течение 32–36 ч (рис. 1, D, H).  

Эти результаты были верифицированы бло-
кированием связывания лиганд-рецептор. Анти-
Jagged1 нейтрализирующие антитела также стаби-
лизировали СПС (Рис. 1, E). Этот эффект воспроиз-
водился и на двух других клеточных линиях. Так, 
селективный разрыв Notch сигнального пути ведет 
к стабилизации СПС.  

 
DAPT изменяет васкуляризцию опухоли 
В развитии меланомы различают две фазы: 

горизонтальную и вертикальную фазу роста, когда 
клетки меланомы приобретают способность прони-
кать через дермальный слой и базальную мембрану в 
окружающую соединительную ткань и кровеносные 
сосуды [15]. Вертикальная фаза роста характеризу-
ется быстрым ростом опухоли и склонна к метаста-
зированию. Каналы ВM в опухоли появляются при 
переходе ее в вертикальную фазу роста [10]. Нами 
ранее была разработана методика роста человече-
ской меланомы на бестимусных мышах и для под-
тверждения полученных нами in vitro данных мы 
исследовали влияние DAPT на рост опухоли и ее 
васкуляризацию в экспериментальной модели мела-
номы. DAPT вводили внутрибрюшинно в дозе 3 и 20 
мг/кг. Анализ ксенографтов показал, что плотность 
сосудов (MVD) в леченых 20 мг/кг DAPT ксено-
графтах снижена по сравнению с контролем (6,37 ± 
1,84 против 9,60 ± 2,9 (SE) микрососудов), что хо-
рошо согласуется с литературными данными о спо-
собности DAPT снижать кровоснабжение опухоли 
[17; 29]. Доза 3 мг/кг DAPT не влияла на васкуляри-
зацию опухоли. Окрашивание срезов на присутствие 
ламинина, белка внеклеточного матрикса, который 
является необходимым компонентом тубулярных 
структур[2], показало, что васкулярные каналы, 
сформированные опухолевыми клетками стали шире 
в диаметре и более разветвленными (рис. 2, A, D). 
Окрашивание срезов реагентом PAS подтвердило 
эти наблюдения (рис. 2, C, E). Особо следует отме-
тить, что плотность кровеносных сосудов была зна-
чительно ниже в PAS-положительных зонах опухоли 
(P=0,039), что подтверждало ранее высказанную 
гипотезу о роли ВM как компенсаторного механизма 
кровоснабжения опухоли. Гистологический анализ 
опухоли показал большие зоны некроза в DAPT-
леченых ксенографтах (рис. 2, B). И совершенно не-
ожиданным оказался тот факт, что в тех областях 
опухоли, где наблюдалась высокая плотность ВM-
каналов, отсутствовал некроз.  

Недавно было высказано предположение, 
что антиангиогенная терапия опухоли переводит 
опухоль в более агрессивную фазу роста, которая 
характеризуется увеличением инвазии и метастази-
рования [21].  
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Таблиц а  
Экспрессия компонентов Notch сигнального каскада в клетках меланомы 
Клеточная линия Notch сигнальные молекулы 

Notch1 Notch2 Notch3 Notch4 Jagged1 Jagged2 Dll1 Dll4 
Mel Cher 

- ++ +++ +++ +++ + - + 
Mel Kor - ++ +++ +++ +++ + - + 
Mel P - + +++ ++ +++ + - - 

Интенсивность Notch сигнальных молекул оценивали как +++, ++ или + по мере снижения интенсивности окраски. 
 

В результате антиангиогенной терапии высоко 
агрессивные опухолевые клетки приобретают эндоте-
лий-подобные характеристики ВM и уже ВM позволя-
ет опухоли выжить, предоставляя питание и кислород в 
области опухоли с выраженной гипоксией. Наши дан-
ные являются первым экспериментальным подтвер-
ждением гипотезы, что в условиях подавления ангио-
генеза, опухоль прибегает к альтернативной васкуляри-
зации, независимой от эндотелия. Для выяснения воз-
можных механизмов активации ВM в ксенографтах в 
ответ на DAPT мы окрашивали срезы на MMP-2 и 
VEGFR1, белки, идентифицированные ранее как ме-
диаторы ВM. Было показано недавно, что MMP-2 уча-
ствует в расщепление 5γ2–цепи ламинина во фрагмент, 
необходимый для формирования ВM-каналов [11]. Рис. 
3, A, C демонстрирует, что уровень MMP-2 значитель-
но выше в ксенографтах, леченых DAPT, чем в кон-
троле. Мы также исследовали влияние блокирования 
Notch сигнального пути на экспрессию VEGFR1, не-
давно идентифицированный нами и другими как мес-
сенджер ВM [6; 28]. Уровень мембранного VEGFR1 в 
DAPT-леченых опухолях был также значительно вы-
ше, чем в контроле (рис. 3, B, D). Рост опухоли после 
21 дня лечения 20 мг/кг DAPT снижался незначительно 
(см. рис.2, F) по сравнению с контролем (0,508 ± 0,18 g 
(SE), P=0,02 против 0,315 ± 0,052 g (P=0,01)). Эти ре-
зультаты согласуются с литературными данными о 
влиянии DAPT на рост опухоли [17; 29].  

 

Зaключение 
 
Полученные нами данные указывают на то, 

что Notch сигнальный путь активен в клетках 
метастатической меланомы, которые мы исполь-
зовали, и ингибирование Notch сигнального пути 
стабилизирует СПС in vitro и увеличивает ВM в 
экспериментальной модели опухоли на бести-
мусных мышах.  

Мы также показали, что активация процесса 
формирования ВM-каналов является следствием 
апрегуляции VEGFR1 и MMP-2, белков известных 
как триггеры ВM.  

Более того мы не обнаружили зоны некроза в 
PAS-положительных областях опухоли, что свиде-
тельствует о том, ВM-каналы являются функцио-
нально активными и поддерживают рост опухоли.  

Таким образом, суммируя полученные нами 
in vitro и in vivo данные, мы предполагаем, что ин-
гибирование Notch сигнального пути, который яв-
ляется по сути антиангиогенным воздействием, 
запускает васкуляризацию опухоли, независимую 
от эндотелиума, ВM.  

Полученный нами впервые эксперименталь-
ный материал позволяет предложить в качестве 
нового терапевтического подхода к лечению мела-
номы комбинирование антиангиогенной терапии с 
анти-ВM препаратами. 
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Резюме 
 
Данная работа посвящена изучению влияния экспрессии рафт-образующего белка флотиллин-2 на свой-

ства клеток рака легкого, ассоциированные с опухолевой прогрессией. В современной литературе существуют 
экспериментальные данные о влиянии флотиллина-2 на метастатические свойства клеток меланомы. Однако 
механизмы действия флотиллина-2 на эпителиальные опухолевые клетки, а также его роль в регуляции процес-
сов метастазирования и стимуляции опухолевой прогрессии при раке легкого остаются неизученными. На экс-
периментальной модели клеток немелкоклеточного рака легкого (линия Н460) впервые показано влияние изме-
нения экспрессии флотиллина-2 на пролиферацию и миграцию клеток. Также полученные данные свидетельст-
вуют о существовании механизмов взаимного регулирования уровня различных рафт-образующих белков. 

 

Ключевые слова: липидные рафты, флотиллины, рак легкого. 
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THE INFLUENCE OF FLOTILLIN-2 KNOCKDOWN  
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Abstract 
 
This article is focused on the influence of Flotillin-2 expression on tumor progression associated characteristics 

of lung cancer cells. Today the involvement of Flotillin-2 in metastasis of melanoma is well known. However the exact 
mechanisms of Flotillin-2 influence on another tumor cells as well as its role in others malignancies remains unstudied. 
In present study we for the first time showed the influence of Flotillin-2 expression on proliferation and migration of 
cells on the experimental model system of H460 lung cancer cell line. Our findings also suggest the existence of recip-
rocal regulation of different lipid rafts proteins expression. 

 
Key words: lipid rafts, flotillin, lung cancer. 

 
Введение 
 
Рак легкого (РЛ) является одним из самых 

распространенных, неблагоприятно текущих и 
сложно поддающихся лечению онкологических 
заболеваний [1]. На сегодняшний день важнейши-
ми факторами прогноза для больных РЛ являются 
клинические показатели: степень дифференцировки 
опухолевых клеток и наличие метастазов в регио-
нарные лимфоузлы и отдаленные органы. Поиск 
дополнительных прогностических факторов, и в 
первую очередь, молекулярных маркеров, пред-
ставляет собой одну из наиболее актуальных про-
блем современной молекулярной онкологии. 

В последние годы все больший интерес вы-
зывает изучение липидных рафтов – микродоменов 
в составе клеточных мембран, богатых холестеро-
лом и сфинголипидами, а также включающих раз-
личные сигнальные молекулы. Липидные рафты – 
высоко динамичные и короткоживущие структуры, 
которые могут стабилизироваться за счет особых 
рафт-образующих белков [10]. Стабилизированные 
липидные рафты способны выполнять роль сиг-
нальных «платформ» и регулировать пути передачи 

сигналов, концентрируя молекулы различных кас-
кадов и обеспечивая их взаимное влияние друг на 
друга. Множество сигнальных путей, в частности, 
от рецепторов ростовых факторов, белков межкле-
точных и фокальных контактов, G-белков, регули-
руется липидными рафтами [13].  

В настоящее время известно большое коли-
чество рафт-образующих белков.  

К ним относятся белки семейств кавеолинов, 
тетраспанинов, ретикулонов и группа SPFH белков 
(от Stomatins, Prohibitins, Flotillins, HflK/C), в кото-
рую входят стоматин, стоматин-подобные белки, 
прохибитины, флотиллины, подоцин и эрлины [4].  

Наиболее изученными среди них являются 
белки семейства кавеолинов, которые образуют 
особый тип липидных рафтов, способных форми-
ровать кавеолы. Последние участвуют в ряде важ-
нейших процессов в клетке, таких как везикуляр-
ный транспорт, поддержание гомеостаза холесте-
рола, регуляция транспорта ионов Са2+ из внекле-
точного пространства в цитоплазму, а также влия-
ют на передачу различных сигналов внутрь клетки 
за счет регуляции активности участников сигналь-
ных путей [14]. 
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К семейству флотиллинов относятся два бел-
ка – флотиллин–1 и –2, обладающие высокой сте-
пенью гомологии аминокислотных последователь-
ностей. Флотиллины, как и кавеолины, экспресси-
руются практически во всех типах тканей взрослого 
организма. Однако они также обнаруживаются в 
нейронах и лимфоцитах, где кавеолины отсутству-
ют [2]. Флотиллины участвуют в везикулярном 
транспорте, реорганизации актинового цитоскеле-
та, а также могут регулировать передачу сигналов 
от рецепторов ростовых факторов, G-белков и Т-
клеточных рецепторов [8]. 

Несмотря на возрастающий интерес к рафт-
образующим белкам, их роль в нормальной и пато-
логической физиологии человека остается мало 
изученной. Наибольшее количество исследований 
посвящено изучению белка кавеолин-1, который 
играет двоякую роль в процессе опухолевой транс-
формации клеток, и, в зависимости от гистогенеза 
опухоли и стадии опухолевой прогрессии, может 
выступать как в качестве опухолевого супрессора, 
так и онкогена [18]. Что касается флотиллинов, то 
существуют лишь скудные и разрозненные данные 
об их участии в процессах канцерогенеза. Известно, 
что экспрессия флотиллина-2 является независи-
мым фактором неблагоприятного прогноза при ме-
ланоме [9]. Однако механизмы действия флотилли-
на-2 на опухолевые клетки, а также его роль при 
возникновении злокачественных новообразований 
различного происхождения на сегодняшний день 
остаются неизученными. 

Целью данной работы было исследование 
влияния экспрессии флоттилина-2 на характери-
стики клеток рака легкого, ассоциированные с опу-
холевой прогрессией. Мы показали, что в линии 
крупноклеточного РЛ Н460 подавление экспрессии 
флотиллина-2 с помощью малых шпилечных РНК 
(мшРНК) приводит к снижению скорости пролифе-
рации клеток, ухудшению миграции и снижению 
активности протеазы ММР-2, что может свидетель-
ствовать о важной роли данного белка в регуляции 
этих ключевых для метастазирования процессов. 

 
Материалы и методы 

Клеточные линии. В качестве эксперимен-
тальной модели для исследования использовалась 
клеточная линия крупноклеточного РЛ человека 
Н460, а для получения лентивирусных частиц – ли-
ния эпителиальных клеток 293FT.  

Обе линии культивировались при 37 °C в ат-
мосфере, содержащей 5 % CO2. Для культивирова-
ния использовалась среда RPMI (ПанЭко, Россия) c 
L-глутамином (0,294 мг/мл) с добавлением 10% 
эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота 
(PAA Laboratories, Австрия), 0,1 мг/мл стрептоми-
цина и 100 ед/мл пенициллина. 

Получение экспрессирующих векторов. В 
данной работе использовались следующие после-
довательности мшРНК:  

sh1-Flot-2 
5’CCGGCGTGTATGACAAAGTGGACTACTCGAGTAGTCCACTTTGTCATACACGTTTTTG3’,  

sh2-Flot-2 
5’CCGGGAGACAACAGTAAGGTCACATCTCGAGATGTGACCTTACTGTTGTCTCTTTTT3’  

(смысловая и антисмысловая последовательность 
подчеркнуты).  

Предшественники мшРНК к кодирующей 
последовательности мРНК FLOT-2 клонировались 
в лентивирусный вектор pLKO.1-puro по сайтам 
AgeI и EcoRI. Для клонирования каждого конст-
рукта синтезировались пары олигонуклеотидов F и 

R, модифицированные липкими концами с соответ-
ствующими рестриктными сайтами. Олигонуклео-
тиды отжигали друг на друге в эквимолярном соот-
ношении при +950С в течение 10 мин. 20 пмоль 
полученной смеси использовали для киназной ре-
акции с помощью киназы Т4 (Fermentas, США), 
согласно протоколу производителя. Лигирование 
фрагментов в лентивирусный вектор проводили с 
использованием ДНК-лигазы бактериофага Т4 
(Fermentas, США) в условиях, рекомендованных 
производителем (1-2 ед фермента на 20 мкл лигаз-
ной смеси, при +16 °С в течение часа).  

Затем ДНК-лигазу инактивировали инкуба-
цией в течение 10 мин при +65 °С, и полученную 
смесь использовали для трансформации компе-
тентных клеток E. coli. Секвенирование полученно-
го конструкта ДНК проводилось с помощью набора 
реактивов ABI PRISM BigDye Terminator v 3.1 
(Applied Biosystems, США) с последующим анали-
зом продуктов реакции на автоматическом секвена-
торе ДНК ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems, 
США). Для секвенирования использовали праймер 
pLKO.1-puro seq. – 5’GACTATCATATGCTTACCGT3’. 

Трансфекция и инфекция. Для получения псев-
долентивирусных частиц использовали клеточную 
линию 293FT. Для трансфекции брали суммарно 2 
мкг плазмидной ДНК лентивирусного вектора 
pLKO.1-puro (Addgene, США), несущего последова-
тельность мшРНК, pVSV-G (Clontech, США) и па-
кующей плазмиды pDeltaR8.2 (Addgene, США), коди-
рующей вирусные белки. Все три плазмиды смеши-
вались в эквимолярном соотношении. Трансфекцию 
проводили с использованием реагента LipofectAMINE 
2000™ Reagent (Invitrogen, США), согласно протоко-
лу производителя. Содержащиеся в супернатанте ви-
русные частицы собирали через 24; 48 и 72 ч, цен-
трифугировали 10 мин при 1500 g для удаления кле-
точного дебриса и использовали для инфекции. 

За день до инфекции псевдовирусными час-
тицами клетки линии Н460 рассеивались на 6-
луночные планшеты в 2 мл среды так, чтобы к мо-
менту инфекции культура достигала 20–30% кон-
флюентности. В день инфекции среду заменяли на 
свежую, содержащую 50% вирусного супернатанта 
и 8 мкг/мл полибрена (Sigma-Aldrich, США). Ис-
пользовались 24–; 48– и 72–часовые инокуляты 
вируса. После окончания инфекции клетки расса-
живали в 60-мм культуральные чашки для селекции 
на антибиотике. Для контроля селекции рассевали 
неинфицированные клетки. Селекция проводилась 
на среде с пуромицином (3 мкг/мл) (Sigma-Aldrich, 
США) в течение 3–4 дней. После окончания селек-
ции клетки культивировали до достижения состоя-
ния субконфлюентности, замораживали и хранили 
при –70 °С в эмбриональной сыворотке, содержа-
щей 10% ДМСО. Для дальнейших экспериментов 
использовали свежеразмороженные аликвоты по-
лученных клеточных линий. 

Выделение РНК и получение кДНК методом 
обратной транскрипции. Выделение РНК из кле-
точных культур производили с использованием 
реактива Trizol (Invitrogen, США) согласно прото-
колу производителя. Для получения одноцепочеч-
ных кДНК к 2 мкг тотальной РНК, предварительно 
обработанной ДНКазой I (Fermentas, США), со-
гласно протоколу производителя (1ед фермента на 
1 мкг РНК), добавляли 80 пмоль random9 прайме-
ров и инкубировали 5 мин при +70 °С. Затем на 
льду в смесь вносили 25 мкл реагента «RT-MIX» 
(RT-Buf 10-кратный (Fermentas, США), 40 мМ 
дНТФ, 10 ед RNAsin (Promega, США)) и инкубиро-
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вали еще 5 мин при +37 °С. После этого вносили 
200 ед обратной транскриптазы M-MuLV (Fermen-
tas, США) и проводили реакцию при +42 0С в тече-
ние 1 часа. Реакцию останавливали прогреванием 
смеси при +70 °С в течение 10 мин. Объем пробы 
доводили до 200 мкл деионизованной водой и хра-
нили при –20 0С.  

Полимеразная цепная реакция в реальном 
времени. Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) в 
реальном времени проводили с использованием 
амплификатора iCycler iQ5 (BioRad Laboratories 
GmbH, Германия). Матрицей для ПЦР служила 
кДНК. Реакционная смесь включала: 10 пмоль 5’ и 
3’праймеров, 1,6 мМ MgCl2, 0,25 мкМ дНТФ, ам-
плификационный буфер 10x с интеркалирующим 
флуоресцентным красителем Eva Green (Синтол, 
Россия), 1 ед Taq-ДНК полимеразы (Синтол, Рос-
сия). Реакционная смесь проходила предваритель-
ное прогревание в течение 10 мин при +95 0С и по-
следующие 40 циклов денатурации (+95 0С), отжи-
га праймеров (+60 0С) и полимеризации (+72 0С) с 
детекцией количества накопленного продукта по 
спектру флуоресценции в конце стадии элонгации. 
Каждую реакцию проводили в шести повторах. В 
работе использовались следующие праймеры: 
FLOT-2 REAL F –  
5’GCAGCGAGAATTTCGACGAG3’,  
FLOT-2 REAL R –  
5’GGTAAGTGGGGCAGCGAT3’,  
FLOT-1 REAL F –  
5’TGAGATTGCCCACATTGCC3’,  
FLOT-1 REAL R –  
5’GCTAACCACACTGATGCCCA3’,  
STOM REAL F – 5’GCAGCCGAAGGAGAAATG3’, 
STOM REAL R – 5’CTCAGCAGCAATGGTGGTC3’, 
CAV-1 F – 5’CCGCGACCCTAAACACCTC3’,  
CAV-1 R – 5’GCCTTCCAAATGCCGTCAA3’, 
GAPDH F – 5’TTGCCATGGGTGGAATCATA3’, 
GAPDH R – 5’TCGGAGTCAACGGATTTGGT3’. 
Ген GAPDH, являющийся геном домашнего хозяй-
ства, использовали в качестве референсного гена 
для выравнивания внесенного в реакцию количест-
ва транскриптов. Обработка результатов экспери-
мента и расчет относительной экспрессии проводи-
лись с помощью программ Bio-Rad iQ5 2.0 Standard 
Edition Optical System Software и REST 2005. Расчет 
коэффициента эффективности реакции проводился 
с использованием программы LinRegPCR. 

Приготовление клеточных лизатов и Вес-
терн-блот гибридизация. Клеточные лизаты полу-
чали из субконфлюентного монослоя клеток. Клет-
ки промывали 2 раза фосфатно-солевым буфером 
(PBS), затем лизировали в 100-200 мкл буфера для 
приготовления лизатов (RIPA) (100 мМ NaCl, 10 
мМ Tris-HCl, pH 7,8, 10 мМ ЭДТА, 1% Triton X-
100, 10% глицерин, 0,1% SDS, 0,5% деоксихолат 
натрия, 0,05 мМ NaVO4, 10 мМ NaF, protease 
inhibitor cocktail (Roche, Швейцария), 1 мМ DTT). 
Лизис проводили в течение 30 мин при температу-
ре +4 С при постоянном перемешивании, затем 
лизаты центрифугировали 10 мин при 15000 g. Су-
пернатант хранили в аликвотах при –70 °С.  

Определение уровня белков проводили мето-
дом Вестерн-блот гибридизации по стандартному 
протоколу. Для идентификации белков использова-
лись следующие антитела: anti-Flotillin-2 BD 610384 
(BD Transduction Laboratories, США), anti-Flotillin-1 
BD 610821(BD Transduction Laboratories, США), anti-
Caveolin-1 C3237 (Sigma-Aldrich, США), anti-
Stomatin sc-134554 (Santa Cruz, США), anti-p21 sc-
817 (Santa Cruz, США), anti-p53 sc-126 (Santa Cruz, 

США), в-actin ab8227 (Abcam, Англия), anti-mouse 
козьи антитела 2367 (Cell Signalling, США), anti-
rabbit козьи антитела 29902 (Upstate cell signaling 
solutions, США). Хемилюминесцентную реакцию 
регистрировали на приборе Kodak GelLogic 2200 
Imaging System (Carestream Health Inc., США) с по-
следующей обработкой с помощью программы 
Kodak Molecular Imaging Software SE. 

Анализ ферментативной активности про-
теиназ ММР и uPA. Для анализа активности про-
теиназ в кондиционированной среде клетки расса-
живали в 6-луночные планшеты (500 000 клеток на 
лунку). На следующий день среду меняли на бес-
сывороточную, еще через сутки кондиционирован-
ную среду от клеток собирали и центрифугировали 
10 мин при 1500 g. Супернатант хранили в аликво-
тах при –70 °С. Анализ активности матриксных 
металлопротеаз и uPA проводили согласно прото-
колу, описанному в литературе [7].  

Выделение ядер клеток и проведение иссле-
дования клеточного цикла на проточном цитоф-
луориметре. Клетки рассаживали в 6-луночные 
планшеты (20000 клеток на лунку), через сутки 
клетки снимали раствором Версена, откручивали 
10 мин при 1500 g и лизировали в лизис-буфере (0,1 
% цитрата натрия, 0,3 % Nonidet P40 (AppliChem 
GmbH, Германия), РНКаза А 100 мкг/мл, пропидия 
йодид 50 мкг/мл). Анализ образцов проводили на 
проточном цитофлуориметре BD Facs canto II (BD 
Biosciences, США), результаты анализировали с 
помощью программ FACSDiva V6.0 и WinMdi. 

Клеточные эксперименты. Для анализа ско-
рости пролиферации клетки сажали в 6-луночные 
планшеты (20 000 клеток на лунку) и культивиро-
вали в среде с 10% эмбриональной бычьей сыво-
ротки. Анализ проводили в пяти временны ̀х точках 
с интервалом в 24 ч, начиная с 24 ч после рассажи-
вания клеток в планшеты. Каждая временнáя точка 
дублировалась. Количество клеток в лунках опре-
деляли подсчетом в камере Горяева.  

При проведении теста на миграцию 20 000 
клеток, ресуспендированных в среде без сыворот-
ки, помещали внутрь камеры Бойдена с размером 
пор 8 мкм (Millipore, США), внешнюю камеру за-
полняли средой с 10 %-ной эмбриональной бычьей 
сыворотки. Клетки культивировали в течение 24 
часов, после чего оставшиеся клетки удаляли с 
внутренней поверхности камеры. Клетки, мигриро-
вавшие через отверстия в мембране на внешнюю 
поверхность, фиксировали в PBS с 3,7% формаль-
дегида, окрашивали флуоресцентным красителем 
Hoeсhst 25 мкг/мл и фотографировали с помощью 
инвертированного светового микроскопа Olympus 
IX-51 (10Ч увеличение) (Olympus Corporation, Япо-
ния). Способность клеток к миграции по градиенту 
ростовых факторов оценивали по среднему числу 
клеток в пяти полях видимости. 

 
Результаты и их обсуждение 
 
На сегодняшний день роль флотиллинов в 

канцерогенезе изучена мало. Показано, что повы-
шение экспрессии флотиллина-1 в образцах рака 
молочной железы по сравнению с таковой в нор-
мальной ткани коррелирует с клинико-
морфологическими показателями и является неза-
висимым фактором неблагоприятного прогноза 
заболевания [9]. Кроме того, подавление экспрес-
сии флотиллина-1 в клеточных линиях рака молоч-
ной железы приводит к уменьшению туморогенно-
сти последних in vivo и снижению скорости проли-
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ферации in vitro [9]. Флотиллин-1 оказывает мито-
генное влияние на клетки аденокарциномы проста-
ты человека, что может быть связано с его способ-
ностью взаимодействовать с киназой Aurora B и 
изменять ее активность [5; 15].  

Экспрессия флотиллина-2 изменяется при 
опухолевой трансформации клеток. Уровень дан-
ного белка повышается при меланоме и коррелиру-
ет со стадией заболевания [6]. В экспериментах in 
vivo доказано существование связи между уровнем 
экспрессии флотиллина-2 и метастатической спо-
собностью клеток меланомы. Так, суперэкспрессия 
флотиллина-2 в низкотуморогенных и низкомета-
стазных линиях резко увеличивает их тумороген-
ность и способность к метастатазированию на мо-
дельной системе иммунокомпетентных мышей. 
Кроме того, исследования в культуре клеток in vitro 
показали, что флотиллин-2 увеличивает скорость 
пролиферации клеток меланомы в отсутствии рос-
товых факторов и усиливает способность клеток к 
инвазии через Матригель [6]. В данной работе мы 
исследовали влияние подавления экспрессии фло-
тиллина-2 на свойства клеток РЛ, ассоциированные 
с опухолевой прогрессией. 

Получение производных клеточной линии 
Н460 с подавленной экспрессией гена FLOT-2. В 
качестве модели мы использовали высокометастаз-
ную клеточную линию Н460, которая была получе-
на в 1982 г. из плевральной жидкости больного 
крупноклеточным РЛ [3]. Из литературных данных 
известно, что данная линия обладает высоким ме-
тастатическим потенциалом, и при ортотопическом 
введении ксенографтам она дает множественные 
метастазы в регионарные лимфоузлы и в отдален-
ные органы [19]. Для изучения влияния экспрессии 
флотиллина-2 на свойства клеток линии Н460 его 
эндогенная экспрессия была подавлена с помощью 
двух различных последовательностей, кодирующих 
мшРНК к мРНК FLOT-2 (флотиллина-2) человека. 
В качестве контроля использовалась мшРНК к 
мРНК зеленого флуоресцентного белка (green 
fluorescent protein) GFP, и получена соответствую-
щая линия Н460-sh-GFP. Как показано на рис. 1А, в 
обеих линиях с подавленной экспрессией флотил-
лина-2 уровень продукции соответствующего белка 
снижен по сравнению с контрольной линией, при-
чем снижение более выражено для линии Н460-sh1-
Flot-2. Анализ ПЦР в реальном времени показал, 
что относительный уровень мРНК флотиллина-2 
значимо снижается в обеих линиях с мшРНК, что 
полностью коррелирует с результатами Вестерн-
блот гибридизации (рис. 1Б). 

Исследование характеристик полученных 
клеточных линий. Анализ динамики роста клеток 
выявил, что при подавлении экспрессии флотилли-
на-2 происходит уменьшение скорости пролифера-
ции клеток, которое в линии Н460-sh1-Flot-2 выра-
жено ярче, чем в Н460-sh2-Flot-2 (рис. 2). Замедле-
ние пролиферации может быть связано с останов-
кой клеток в одной из фаз клеточного цикла. Чтобы 
проверить это предположение, мы провели иссле-
дование клеточного цикла в полученных линиях с 
помощью проточного цитофлуориметра. Хотя мы 
не обнаружили статистически значимых различий в 
этом эксперименте, в линиях с подавленной экс-
прессией флотиллина-2 мы наблюдали слабую тен-
денцию к увеличению доли клеток в G0/G1 фазе 
клеточного цикла (табл.).  

Регуляция клеточного цикла может осущест-
вляться различными путями, однако одним из важ-
нейших модуляторов данного процесса является 

белок р53. Этот транскрипционный фактор изменя-
ет экспрессию большого числа генов, но основным 
медиатором эффектов р53 на клеточный цикл явля-
ется белок p21Cip1/Waf1 – ингибитор циклинзависи-
мых киназ из семейства Cip/Kip. Он непосредст-
венно связывается с комплексами циклинов с цик-
лин-зависимой киназой Cdk2, подавляя их актив-
ность и вызывая остановку клеточного цикла в 
G0/G1 фазе. Подавление экспрессии и активности 
р53 является частым нарушением при злокачест-
венных новообразованиях человека [12]. Однако, из 
литературы известно, что клетки линии Н460 име-
ют нормальный уровень экспрессии р53 [17].  

Мы сравнили уровень р53 и его эффектора 
р21 в контрольной линии клеток и в линиях с по-
давленной экспрессией флотиллина-2 с помощью 
Вестерн-блот гибридизации. В линии Н460-sh1-
Flot-2 содержание р53 оказалось повышено, однако 
в линии Н460-sh2-Flot-2 оно не отличается от тако-
вого контроля (рис. 3). Количество белка р21 уве-
личено в обеих производных линиях, причем в ли-
нии Н460-sh1-Flot-2 это увеличение выражено 
сильнее (рис. 3). Таким образом, на основании по-
лученных данных мы можем предположить, что 
снижение скорости пролиферации при подавлении 
экспрессии флотиллина-2 обусловлено повышени-
ем уровня белков р53 и р21 и активацией соответ-
ствующего сигнального пути. Увеличение уровня 
р21 при подавлении гена FLOT-2 вероятно связано 
не только с возрастанием количества р53, но и с 
альтернативными путями регуляции, поскольку в 
линии Н460-sh2-Flot-2, где уровень р53 не изменя-
ется, экспрессия р21 усиливается. Активация 
р53/р21-зависимого пути в данной модельной сис-
теме может обусловливать увеличение доли клеток 
в G0/G1 фазе клеточного цикла, хотя оно и незначи-
тельно.  

Приобретение локомоторного фенотипа опу-
холевыми клетками играет ключевую роль на позд-
них стадиях опухолевой прогрессии. Именно он 
позволяет клеткам покидать первичный очаг опу-
холевого роста, диссеминировать в отдаленные 
органы организма и образовывать там метастазы. 
Мы оценили миграционную способность клеток 
линии Н460 в тесте на миграцию в камерах Бойде-
на. В данном тесте клетки, помещенные в бессыво-
роточную среду, мигрируют по градиенту концен-
трации ростовых факторов. Мы обнаружили стати-
стически значимое снижение миграционной спо-
собности в обеих линиях клеток с подавленной 
экспрессией гена FLOT-2 по сравнению с кон-
трольной линией (р<0,05) (рис. 4). 

В процессе инвазии опухолевых клеток в 
близлежащие ткани важнейшую роль играет изме-
нение их способности расщеплять окружающий 
внеклеточный матрикс. Данная модификация мик-
роокружения осуществляется за счет продукции и 
секреции различных внеклеточных протеаз. Мы 
сравнили активность двух основных систем протеаз 
в исследуемых клеточных линиях – группы мат-
риксных металлопротеаз (ММР) и урокиназопо-
добного активатора плазминогена uPA (urokinase 
plasminogen activator). В контрольной линии клеток 
Н460-sh-GFP мы обнаружили активность только 
одной матриксной протеазы ММР-2, а также ак-
тивность uPA и tPA (tissue plasminogen activator) – 
тканевого активатора плазминогена, который вы-
полняет сходные с uPA функции (рис. 5). Однако в 
линиях клеток с подавленной экспрессией флотил-
лина-2 мы наблюдали уменьшение активности 
ММР-2 и увеличение uPA.  
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Рис. 1. Подавление экспрессии FLOT-2 в клетках 
линии Н460: 
А: Сравнительный анализ количества белка флотиллин-2 
в лизатах клеточных линий Н460-sh-GFP, Н460-sh1-Flot-2 
и Н460-sh2-Flot-2 с помощью Вестерн-блот гибридиза-
ции. Гибридизация блотов с антителами на бета-актин 
проводилась в качестве контроля.  
Б: Сравнительный анализ уровня мРНК FLOT-2 с помо-
щью ПЦР в реальном времени. Ген GAPDH использовал-
ся в качестве референсного. Уровень мРНК нормализо-
вался по контрольной линии Н460-sh-GFP (прерывистая 
линия на обоих графиках) *p<0,05 
 

 
 
Рис. 2. Анализ динамики роста клеточных линий 
Н460-sh-GFP, Н460-sh1-Flot-2 и Н460-sh2-Flot-2 пря-
мым счетом в камере Горяева. По 20 000 клеток сажа-
лось в лунки 6-луночного планшета, количество кле-
ток в лунках определялось подсчетом в камере Горяе-
ва в пяти временных точках с интервалом в 24 ч. 

 
Рис. 3. Сравнительный анализ количества белков 
р53 и р21 в лизатах клеточных линий Н460-sh-GFP, 
Н460-sh1-Flot-2 и Н460-sh2-Flot-2 с помощью Вес-
терн-блот гибридизации. Гибридизация блотов с 
антителами на бета-актин проводилась в качестве 
контроля. 

 
 
Рис. 4. Тест на миграцию в камерах Бойдена. Для 
проведения теста 40000 клеток в среде без сыво-
ротки помещалось внутрь камеры, внешнюю каме-
ру заполняли средой с 10% сыворотки. Через 24 ч 
промигрировавшие через отверстия в мембране 
клетки фиксировались, окрашивались флуорес-
центным красителем Hoeсhst и фотографировались. 
Способность клеток к миграции оценивалась по 
среднему числу клеток на поле видимости в пяти 
полях. *p<0,05 
 

 
 
Рис. 5. Анализ ферментативной активности ММР и 
uPA в клеточных линиях Н460-sh-GFP, Н460-sh1-Flot-
2 и Н460-sh2-Flot-2. Исследование проводили мето-
дом зимографии на кондиционированных средах. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Рис. 6. Подавление экспрессии флотиллина-2 влия-
ет на белковый уровень флотиллина-1, кавеолина-1 
и стоматина: 
А: Сравнительный анализ количества белков флотиллин-1, 
кавеолин-1 и стоматин в лизатах клеточных линий Н460-
sh-GFP, Н460-sh1-Flot-2 и Н460-sh2-Flot-2 с помощью Вес-
терн-блот гибридизации. Гибридизация блотов с антите-
лами на бета-актин проводилась в качестве контроля.  
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Б: Сравнительный анализ уровня мРНК генов FLOT-1, 
CAV-1 и STOM с помощью ПЦР в реальном времени. Ген 
GAPDH использовался в качестве референсного. Уровень 
мРНК нормализовался по контрольной линии Н460-sh-
GFP (прерывистая линия на обоих графиках). *p<0,05 

 
Таким образом, экспрессия флотиллина-2 

влияет на уровень активности систем деградации 
внеклеточного матрикса и может изменять способ-
ность клеток к инвазии.  

Исследование экспрессии других рафт-
образующих белков в клеточных линиях с подавлен-
ной экспрессией флотиллина-2. Одним из важней-
ших свойств рафт-образующих белков является их 
способность к олигомеризации, благодаря которой 
белки одного типа формируют крупные белковые 
комплексы, влияющие на структуру мембранных 
микродоменов. Флотиллины способны как к гомо– 
так и к гетероолигомеризации, причем в отсутствии 
флотиллина-2 его партнер флотиллин-1 нестабилен 
и подвергается деградации по протеасомному пути 
[16]. В свою очередь подавление экспрессии фло-
тиллина-1 также может снижать уровень флотил-
лина-2 [11], что несомненно говорит о взаимном 
влиянии данных белков друг на друга. 

Чтобы проверить, существует ли такая зави-
симость в нашей экспериментальной системе, мы 
оценили уровень белка флотиллина-1 в полученных 
производных клеточных линиях. В контрольной ли-
нии Н460-sh-GFP мы обнаружили достаточно высо-
кий эндогенный уровень экспрессии флотиллина-1, 
который значительно снижался в линиях с подав-
ленной экспрессией флотиллина-2 (рис. 6, А), при-
чем это изменение было более выражено в случае 
мшРНК sh1-Flot-2, которая сильнее подавляла экс-
прессию флотиллина-2. Таким образом, на линии 
Н460 РЛ мы подтвердили данные, полученные ис-
следователями на других экспериментальных моде-
лях, и показали, что уровни продукции флотиллина-
1 и флотиллина-2 взаимосвязаны друг с другом. 

По своему строению, локализации и выпол-
няемым в клетке функциям флотиллины весьма 
сходны с белками семейств кавеолинов и стомати-
нов. Предполагается, что флотиллины являются 
функциональными аналогами кавеолинов и могут 
замещать их в тех типах клеток (лимфоциты, ней-
роны), где кавеолины отсутствуют [2]. Однако во-
прос о взаимном влиянии белков этих двух се-
мейств в тех типах клеток, где они экспрессируют-
ся одновременно, остается практически неизучен-
ным. Что касается стоматинов, то совместных ис-
следований их экспрессии с другими рафт-
образующими белками ранее не проводилось. Мы 
проверили, влияет ли изменение экспрессии фло-
тиллина-2 на уровень кавеолина-1 и стоматина в 
клетках АК легкого человека.  

Для этого мы оценили уровень экспрессии 
кавеолина-1 и стоматина в полученных клеточных 
линиях. В обеих линиях с подавленной экспрессией 
флотиллина-2 наблюдалось увеличение количества 
кавеолина-1 и стоматина, что показано нами впер-
вые (рис. 6, А). 

Чтобы проверить, являются ли обнаружен-
ные нами изменения экспрессии рафт-образующих 
белков транскрипционными, мы оценили относи-
тельную экспрессию мРНК генов FLOT-1, STOM и 
CAV-1 в исследуемых клеточных линиях. Как пока-
зано на рис. 6Б, относительная экспрессия всех 
трех генов значимо не изменяется. Следовательно, 
изменение продукции данных белков не является 
результатом изменения уровня мРНК, а происходит 
за счет регуляции трансляции и/или стабильности 
белковых молекул.  

Уменьшение количества флотиллина-1 при 
подавлении экспрессии флотиллина-2 согласуется с 
литературными данными о том, что в отсутствии 
партнера флотиллин-1 подвергается протеасомной 
деградации. Что касается увеличения количества 
белков кавеолин-1 и стоматин при нокдауне фло-
тиллина-2, то эти данные указывают на существо-
вание компенсаторного пост-трансляционного ме-
ханизма, регулирующего стабильность молекул 
аналогов флотиллина-2 в ответ на изменение его 
уровня экспрессии. 

 
Выводы 
 
Полученные в данной работе результаты 

свидетельствуют о влиянии флотиллина-2 на такие 
важнейшие характеристики опухолевых клеток, как 
скорость пролиферации и миграция. Определение 
молекулярных механизмов флотиллин-2-зависимой 
стимуляции данных процессов открывает новые 
перспективы для поиска дополнительных маркеров 
одного из самых прогностически неблагоприятных 
онкологических заболеваний – рака легкого.  

Мы также хотим заострить внимание на том, 
что изменение экспрессии флотиллина-2 сопрово-
ждается изменением эндогенного уровня и других 
рафт-образующих белков, флотиллина-1, кавеоли-
на-1 и стоматина, что, очевидно, изменяет структу-
ру и функционирование мембранных липидных 
рафтов, и, несомненно, приводит к модификации 
важнейших путей передачи сигналов, ассоцииро-
ванных с опухолевой трансформацией и прогресси-
ей. Изучение механизмов взаимного влияния рафт-
образующих белков является одной из неисследо-
ванных, но крайне актуальных проблем. 
 
Работа поддержана грантом РФФИ 11-04-12097 
офи-м-2011 и грантами Министерства Образования и 
Науки Российской Федерации 11.G34.31.0006 и 2012-
1.1-12-000-1002-064.  
 

 
 

Таблиц а  
Исследование распределения клеточных линий по фазам клеточного цикла  
с помощью проточного цитофлуориметра. 
Стадия клеточного цикла H460-sh-GFP H460-sh1-Flot-2 H460-sh2-Flot-2 

G0/G1 51,71 53,6 57,6 
S 27,5 23,0 23,3 
G2/M 14,9 14,0 15,5 
Апоптоз 2,9 6,2 1,8 

1Цифры в таблице обозначают процент клеток данной категории от общего числа исследованных клеток. 
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Резюме 
 
Ядерный рецептор HNF4α – важный регулятор дифференцировки печени и ряда других органов пищева-

рительного тракта. Нарушение его экспрессии ассоциировано с прогрессией опухолей печени, почки, желудка и 
кишечника. Однако значение нарушений его экспрессии в опухолях поджелудочной железы и потенциальные 
возможности использования модификаций его экспрессии для ингибирования опухолевой прогрессии на сего-
дняшний день не исследованы. В настоящей работе впервые исследовано влияние экзогенной экспрессии двух 
групп изоформ HNF4α, P1 и Р2, в дедифференцированных клетках протоковой аденокарциномы поджелудоч-
ной железы человека Panc1. Показана HNF4α-зависимая активация экспрессии основных регуляторов диффе-
ренцировки панкреатических клеток PDX1 и PTF1α. Экзогенная экспрессия HNF4α сопровождается ослаблени-
ем колониеобразующей и усилением миграционной способности клеток Panc1 и приближением клеточного фе-
нотипа к характерному для частично дифференцированных панкреатических клеток-предшественников. Полу-
ченные данные дают возможность рассматривать HNF4α как возможную мишень для разработки новых спосо-
бов диагностики и терапии этого вида опухолей. 

 
Ключевые слова: протоковая аденокарцинома поджелудочной железы, HNF4α, изоформы, экзогенная 

экспрессия, уровень дифференцировки. 
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PARTIAL REDIFFERENTIATION  
AND DECREASE IN MALIGNANT PROPERTIES  
OF HUMAN PANCREATIC DUCTAL ADENOCARCINOMA CELLS  
EXPRESSING NUCLEAR RECEPTOR HNF4α 
FSBI «N. N. Blokhin RCRC» RAMS, Moscow 

 
Abstract 
 
Nuclear receptor HNF4α is a crucial regulator of differentiation in the liver and several other organs of digestive 

system. Impairment of its expression is associated with progression of liver, kidney, gastric and colorectal tumors. 
However the significance of its deregulation in pancreatic tumors and possibility to use the modifications of its expres-
sion for inhibition of tumor progression are yet not investigated. In present study the effect of exogenous expression of 
two groups of HNF4α isoforms, P1 and P2, in dedifferentiated human pancreatic ductal adenocarcinoma cell line Panc1 
was investigated for the first time. HNF4α-dependent activation of the key regulators of pancreatic differentiation 
PDX1 and PTF1α expression was shown. HNF4α re-expression was associated with a decrease in colony formation and 
increase in migration ability of Panc1 cells and phenotypic switch towards partially differentiated pancreatic precursor 
cells. Obtained data offer a possibility to consider HNF4α as a possible target for the development of new diagnostic 
and treatment approaches for pancreatic tumors. 

 
Key words: pancreatic ductal adenocarcinoma, HNF4α, isoforms, exogenous expression, differentiation level. 

 
Введение 
 
Опухоли поджелудочной железы отличаются 

чрезвычайно высокой агрессивностью и крайне 
неблагоприятным прогнозом. 5-летняя выживае-
мость пациентов с такими опухолями не превышает 
6 % [16]. Наиболее злокачественной формой явля-
ется протоковая аденокарцинома, самый распро-
страненный тип опухолей поджелудочной железы. 
Высокая смертность при протоковой аденокарци-
номе обусловлена трудностью ее ранней диагно-
стики, низкой эффективностью существующих ме-
тодов терапии и очень высокой скоростью прогрес-
сии. У многих пациентов с опухолями поджелу-

дочной железы на момент постановки диагноза уже 
существуют удаленные метастазы. 

Прогрессия опухолевых клеток выражается в 
ослаблении контроля пролиферации, приобретении 
способности к инвазии, утрате дифференцировки и 
других нарушениях. Изменение экспрессии генов, 
ответственных за эти проявления злокачественного 
фенотипа опухолевых клеток, в значительной мере 
определяется изменением активности множества 
ТФ. В разных типах клеток определяющее действие 
на транскрипцию генов оказывают различные сис-
темы ТФ. Одной из наиболее полно исследованных 
систем тканеспецифической регуляции транскрип-
ции является сеть ГЯФ.  
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Эта система включает пять неродственных 
семейств ТФ, которые регулируют развитие и 
функции печени, поджелудочной железы, кишеч-
ника и ряда других органов [1]. Многочисленные 
исследования показали, что чрезвычайно важную 
роль в этой системе играет фактор HNF4α [9; 15]. 
Его экспрессия обнаружена в печени, поджелудоч-
ной железе, желудке, кишечнике и ряде других ор-
ганов [18]. Показано, что HNF4α является регуля-
тором дифференцировки и функциональной актив-
ности клеток печени, поджелудочной железы и 
тонкой кишки [3; 5; 9]. 

На сегодняшний день описано 12 изоформ 
фактора HNF4α, транскрибирующихся с двух незави-
симо регулируемых промоторов, Р1 (α1-α6) и Р2 (α7-
α12) [13]. Изоформы, транскрибирующиеся с разных 
промоторов (HNF4αР1 и HNF4αР2, соответственно), 
обладают различными транс-активационными свой-
ствами [19]. Для различных тканей характерна экс-
прессия разных групп изоформ HNF4α: например, в 
нормальных гепатоцитах экспрессируются только 
изоформы группы HNF4αР1, а во взрослой поджелу-
дочной железе – группы HNF4αР2 [18].  

Нарушение нормальной экспрессии изоформ 
HNF4α в гепатоцитах коррелирует с возникновени-
ем и прогрессией гепатоцеллюлярной карциномы. 
Восстановление экспрессии изоформы HNF4α1 в 
клетках дедифференцированной гепатоцеллюляр-
ной карциномы мыши H33 приводит к частичной 
реверсии их злокачественного фенотипа [12]. 
HNF4α играет роль опухолевого супрессора в клет-
ках кишечника и почки [5; 7]. Описано антипроли-
феративное влияние HNF4α на β-клетки поджелу-
дочной железы [6], однако нарушения экспрессии и 
функций HNF4α, сопровождающие возникновение 
и прогрессию опухолей поджелудочной железы и, в 
частности, протоковой аденокарциномы, практиче-
ски не исследованы. Дополнительным стимулом к 
исследованиям этой области стало выявление экс-
прессии HNF4α в протоковых клетках. Опухоли, 
образующиеся из них, отличаются крайне агрес-
сивным фенотипом в силу повышенного пролифе-
ративного потенциала и способности к дедиффе-
ренцировке с последующей редифференцировкой в 
другие типы клеток поджелудочной железы [14]. 
Таким образом, HNF4α может оказаться потенци-
альной мишенью для терапии и профилактики опу-
холей поджелудочной железы, а исследование из-
менений его экспрессии в клетках протоковой аде-
нокарциномы является актуальным и перспектив-
ным направлением молекулярной онкологии. 

В настоящей работе показано, что опухоле-
вую трансформацию протоковых клеток поджелу-
дочной железы часто сопровождают нарушения 
экспрессии изоформ HNF4α. Впервые описано ос-
лабление злокачественного фенотипа и повышение 
уровня дифференцировки дедифференцированных 
клеток протоковой аденокарциномы поджелудоч-
ной железы при экзогенной экспрессии в них изо-
форм HNF4αР1 и HNF4αР2.  

 
Материалы и методы 
 
Клеточные линии 
В работе использованы линии клеток прото-

ковой аденокарциномы поджелудочной железы 
человека CaPan2, AsPC1, Panc1 и MiaPaCa2 из бан-
ка клеточных культур Института цитологии РАН. 
Для получения лентивирусных частиц использова-
ли линию эмбриональных клеток почки человека 
HEK293T (Invitrogen, США).  

Клетки линий HEK293T, Panc1 и MiaPaCa2 
культивировали в среде DMEM (Sigma-Aldrich, 
США), клетки линий CaPan2 и AsPC1 – в среде 
RPMI-1640 (ПанЭко, Россия). Среды содержали 
10% фетальной телячьей сыворотки (Gibco, США), 
300 мг/л глутамина (ПанЭко, Россия) и 10 мг/л ан-
тибиотика ципрофлоксацина. Культивирование 
проводили в атмосфере 5% СО2 при температуре 
+37 °С. Приблизительно раз в 5–7 дней клетки об-
рабатывали трипсином и пересевали. 

 
Плазмидные векторы 
В работе использовали: 
1. Лентивирусные векторы для упаковки 

вирусных частиц pLP1, pLP2 и pCMV-
VSVg (Invitrogen, США). 

2. Лентивирусный вектор pLenti6/V5-D-
TOPO, содержащий ген устойчивости к 
бластицидину (Invitrogen, США). 

3. Лентивирусные вектора рLenti-HNF4a1-
FLAG и рLenti-HNF4a7-FLAG, экспрес-
сирующие кДНК изоформ HNF4α1 и 
HNF4α7, соответственно, и несущие ген 
устойчивости к бластицидину, получен-
ные ранее в нашей лаборатории на осно-
ве вектора pLenti6/V5-D-TOPO.  

 
Получение культур,  
экспрессирующих изоформы HNF4α 
Клетки линии HEK293T трансфицировали 

плазмидными векторами, используя метод кальций-
фосфатной трансфекции. Три вектора (pLP1, pLP2, 
pCMV-VSVg) кодировали структурные белки ви-
русной частицы, четвертый вектор кодировал изо-
форму HNF4α1 или HNF4α7, либо нес только ген 
устойчивости к бластицидину. Культуральную сре-
ду, собранную с чашек с трансфицированными клет-
ками HEK293T и содержащую лентивирусные час-
тицы, фильтровали через фильтр с размером пор 
0,45 мкм и вносили в чашки с клетками Panc1. Зара-
жение проводили в течение 3 суток, ежедневно до-
бавляя среду с лентивирусными частицами, после 
чего проводили селекцию клеток в среде, содержа-
щей 3 мкг/мл бластицидина, в течение 14 суток. По-
сле селекции отбирали отдельные клоны, остальные 
клетки объединяли в смешанные культуры. 

 
ОТ-ПЦР анализ экспрессии генов 
Из клеток исследуемых культур получали 

образцы тотальной РНК с помощью набора «SV 
Total RNA Isolation System» (Promega, США) в со-
ответствии с протоколом, предложенным произво-
дителем. Концентрацию РНК определяли по опти-
ческой плотности раствора, измеренной на спек-
трофотометре «NanoDrop-1000» (Thermo Scientific, 
США) при λ260 нм. Образцы кДНК получали с по-
мощью метода обратной транскрипции, используя 
M-MLV-обратную транскриптазу, как описано ра-
нее [2]. В реакцию обратной транскрипции брали 
по 2,5 мкг суммарной РНК. 

Для определения уровней экспрессии генов 
применяли метод ПЦР с праймерами к генам цик-
лофилина А (PPIA), PDX1, PTF1α и различным 
участкам гена HNF4α.  

Реакцию с праймерами к PPIA использовали 
для контроля равенства количества кДНК, взятой в 
реакцию. Последовательности праймеров, исполь-
зованных в работе, доступны по запросу. 

Подбор праймеров осуществляли в программе 
Primer3, синтез осуществляла фирма «Синтол», Мо-
сква. ПЦР проводили в амплификаторе «Biometra T3 
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Thermocycler» (Biometra, Германия). Использовали 
ранее описанную схему постановки ПЦР [2]. В реак-
цию вносили по 0,1–0,2 мкг кДНК. Температура от-
жига и число циклов амплификации были подобра-
ны экспериментально для каждой пары праймеров 
так, чтобы реакция останавливалась в логарифмиче-
ской фазе. Продукты ПЦР анализировали с помо-
щью электрофореза в 2,0 %-ном агарозном геле, до-
кументировали с помощью системы «UVP Doc-It LS 
Image Analysis Software» (UVP, США).  

 
Анализ колониеобразующих свойств 
В чашки Петри ø3 см (Greiner Bio One, Гер-

мания) вносили по 1000 клеток и культивировали 
14 сут. Образовавшиеся колонии клеток фиксиро-
вали метанолом при -20ºС и окрашивали гематок-
силином Майера (BioVitrum, Россия). Для докумен-
тации и анализа результатов использовали пакет 
программ «Total Lab 2.01». 

 
Анализ активности синтеза ДНК 
Относительную активность синтеза ДНК в 

исследуемых клетках определяли по включению 
5'-бромдезоксиуридина (5'-BrdU), включающегося в 
синтезируемую ДНК вместо тимина. На чашки 
Петри высевали по 100000 клеток. Через 1–2 дня 
после рассева (в логарифмической фазе роста) 
клетки инкубировали 2 ч в среде, содержащей 10 
мМ 5’-BrdU. После инкубации клетки фиксировали 
метанолом при –20 ºС 20 минут, обрабатывали 1 %-
ным раствором Triton X-100 (Хеликон, Россия) 3 
минуты и 4 Н раствором HCl 10 мин при комнатной 
температуре. Неспецифическое связывание блоки-
ровали 3%-ным р-ром BSA (Sigma-Aldrich, США) 
на PBS. Препараты последовательно окрашивали 
антителами мыши к 5’-BrdU (1 : 100, Zymo Re-
search, США) и антителами козы к γ-глобулинам 
мыши, конъюгированными с флюоресцентной мет-
кой Alexa 488 (1 : 200, Invitrogen, США). Долю кле-
ток, меченых 5'-BrdU, подсчитывали с помощью 
флюоресцентного микроскопа Axioplan 2 (Carl 
Zeiss, США). 

 
Определение кинетики роста  
клеточных культур 
В лунки 96-луночного планшета вносили по 

2000 клеток, инкубировали планшеты при 37ºС в 
атмосфере 5 %-ного СО2 в течение 3; 24; 72 и 96 ч. 
После инкубации определяли количество клеток в 
лунках планшета с помощью набора для определе-
ния клеточной пролиферации «CyQUANT NF Cell 
Proliferation Assay Kit» (Invitrogen, США) согласно 
протоколу, предлагаемому изготовителем. Интен-
сивность флюоресценции определяли с помощью 
плашечного считывателя «Plate CHAMELEON V» 
(Hidex Ltd., Финляндия). Для возбуждения флюо-
ресценции использовали свет с λ495 нм, регистри-
ровали излучение с λ535 нм. 

 
Анализ способности  
к направленной миграции 
В лунки 24-луночного планшета устанавли-

вали вставки для определения направленной ми-
грации в камере Бойдена «BD Falcon Cell Culture 
Insert» (BD Biosciences, США) с размером пор 8,0 
мкм. В верхнюю камеру вносили 10000 клеток в 
среде, не содержащей сыворотки. В нижнюю каме-
ру вносили среду, содержащую 5% фетальную те-
лячью сыворотку в качестве хемоаттрактанта. 
Планшет с камерами инкубировали при 37 ºС в ат-
мосфере 5% СО2 в течение 16 ч. После инкубации 

удаляли клетки из верхней камеры ватной палоч-
кой, клетки на нижней стороне мембраны окраши-
вали 2% раствором кристаллвиолета и подсчитыва-
ли при помощи микроскопа. 

 
Статистическая обработка данных 
Все эксперименты выполняли не менее, чем 

в трех повторностях. Данные обрабатывали в про-
граммном пакете «Microsoft Office Excel 2003». Для 
определения достоверности отличий использовали 
двухвыборочный t-тест с различными дисперсиями. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Изменения экспрессии изоформ HNF4α были 

исследованы в линиях протоковой аденокарциномы 
поджелудочной железы человека с различным 
уровнем дифференцировки: CaPan2, AsPc1, Panc1, 
MiaPaCa2. Линия CaPan2 состоит из высокодиффе-
ренцированных клеток, сохраняющих эпителиаль-
ную морфологию; линия AsPC1 характеризуется 
умеренно-дифференцированным фенотипом; для 
линий Panc1 и MiaPaCa2 характерен крайне низкий 
уровень дифференцировки и фибробластоподобная 
морфология [17]. Методом ОТ-ПЦР со специфиче-
скими праймерами к группам изоформ HNF4αР1 и 
HNF4αР2 (рис. 1) было установлено, что в высоко-
дифференцированной линии CaPan2 экспрессиру-
ются изоформы HNF4αР2, характерные для нор-
мальной поджелудочной железы. В клетках уме-
реннодифференцированной линии AsPC1 активи-
руется экспрессия несвойственной для поджелу-
дочной железы группы изоформ HNF4αP1. Для 
низкодифференцированных линий Panc1 и 
MiaPaCa2 характерно подавление экспрессии обеих 
групп изоформ HNF4α (рис. 2). Эти данные указы-
вают на то, что, как и в ряде других эпителиальных 
тканей, дедифференцировка клеток протоковой 
аденокарциномы поджелудочной железы ассоции-
рована с нарушением нормальной экспрессии изо-
форм HNF4α. 

Для исследования влияния экзогенной экс-
прессии HNF4α на уровень дифференцировки и био-
логические характеристики клеток протоковой адено-
карциномы поджелудочной железы человека была 
использована дедифференцированная линия Panc1, в 
которой экспрессия изоформ HNF4α не выявляется. 
Поскольку изоформы групп HNF4αР1 и HNF4αР2 
обладают разными транс-активационными свойства-
ми, были отдельно исследованы эффекты, вызывае-
мые экспрессией как HNF4αР1, так и HNF4αР2 изо-
форм. С помощью лентивирусной инфекции с после-
дующей селекцией на антибиотике бластицидине нами 
были получены отдельные клоны и смешанные куль-
туры линии Panc1, экзогенно экспрессирующие изо-
формы HNF4α1 (группа изоформ Р1) и HNF4α7 (груп-
па изоформ Р2). Из всех полученных культур была 
выделена РНК и методом ОТ-ПЦР проведено сравне-
ние уровней экспрессии гена HNF4α (результаты не 
представлены). В качестве контрольной культуры ис-
пользовали клетки линии Panc1, не экспрессирующие 
экзогенный HNF4α (далее «Panc1-K»). Для дальней-
ших исследований из каждого варианта были выбраны 
клоны (далее обозначены «cl») и смешанные линии 
(далее обозначены «mix») с наиболее высокими уров-
нями экспрессии соответствующего трансгена (далее 
«Panc1-HNF4α1», «Panc1-HNF4α7»). Повышение син-
теза HNF4α в полученных культурах было подтвер-
ждено методом иммуноблоттинга с антителами к белку 
HNF4α, специфическими к консервативной последова-
тельности всех изоформ (результаты не представлены). 
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Методом ОТ-ПЦР в полученных культурах 
были проанализированы уровни экспрессии от-
дельных изоформ HNF4α, а также уровни экспрес-
сии двух ключевых факторов дифференцировки 
клеток поджелудочной железы, PDX1 и PTF1α. 

Экспрессию отдельных изоформ HNF4α оп-
ределяли, используя праймеры, фланкирующие 
вариабельные участки гена. Праймеры HNF4αР1, 
фланкирующие участок, содержащий вставку дли-
ной 90 п. н., характерную для изоформ α4-α6, были 
использованы для определения суммарной экспрес-
сии изоформ HNF4α1-α3 (продукт длиной 139 п. н.) 
и HNF4α4-α6 (229 п. н.). Праймеры HNF4αР2 ис-
пользовали для определения суммарного уровня 
экспрессии группы изоформ HNF4α7-α12. Для оп-
ределения уровней экспрессии изоформ HNF4α2, 
HNF4α5, HNF4α8 и HNF4α11 внутри групп исполь-
зовали праймеры HNF4α2, позволяющие по разме-
ру ПЦР-продуктов определить наличие вставки 
длиной 30 п. н., отличающей изоформы α2, α5, α8 и 
α11 от α1, α4, α7 и α10, соответственно. Праймеры 
HNF4α3 использовали для выявления изоформ 
HNF4α3, HNF4α6, HNF4α9 и HNF4α12, отличаю-
щихся альтернативной последовательностью 3'-
конца мРНК (рис. 1). 

Результаты ОТ-ПЦР приведены на рис. 3. 
Как видно из рисунка, экзогенная экспрессия изо-
формы HNF4α1 в клетках Panc1 не вызывает акти-
вации экспрессии изоформ группы HNF4αР2, ха-
рактерных для нормальных протоковых клеток 
поджелудочной железы [14]. Экспрессии изоформ 
HNF4α2-α6 в исследованных культурах HNF4α1 
обнаружено не было (результаты для HNF4α3 и 
HNF4α6 не представлены).  

Реэкспрессия изоформы HNF4α7 в клетках 
Panc1 не сопровождается активацией транскрипции 
изоформ группы HNF4αР1. В культурах Panc1-
HNF4α7 обнаружена активация эндогенной экс-
прессии изоформы HNF4α8, описанной в нормаль-
ной ткани поджелудочной железы [8]. Восстанов-
ление эндогенной экспрессии с промотора Р2 сви-
детельствует о том, что подавление активности ге-
на HNF4α, наблюдаемое в линии Panc1, не связано 
с нарушением последовательности гена или его 
промотора Р2 и, по всей видимости, осуществляет-
ся на уровне транскрипции. Это указывает на воз-
можность реактивации этого гена в опухолевых 
клетках. 

Во всех исследованных культурах, экспрес-
сирующих изоформы HNF4α1 или HNF4α7, нами 
была обнаружена активация экспрессии генов 
PDX1 и PTF1α, кодирующих два основных регуля-
тора дифференцировки панкреатических клеток [4]. 
Исчезновение экспрессии этих генов характерно 
для низкодифференцированных клеток протоковой 
аденокарциномы поджелудочной железы, их реак-
тивация указывает на повышение уровня диффе-
ренцировки клеток линий Panc1-HNF4α1 и Panc1-
HNF4α7 по сравнению с контрольной линией, не 
экспрессирующей HNF4α. HNF4α-зависимая акти-
вация PDX1 и PTF1α описана нами впервые, иден-
тификация молекулярных механизмов этого про-
цесса требуют дальнейших исследований. 

Повышение уровня дифференцировки куль-
тур Panc1, экспрессирующих изоформы HNF4α, 
сопровождается изменением транскрипционной 
программы, выполняющейся в клетке. Такие изме-
нения могут приводить к значительным изменени-
ям биологических характеристик клеток, таких как 
колониеобразующая способность, пролиферативная 
активность и подвижность. Анализ этих клеточных 

свойств позволяет оценить возможные изменения 
злокачественного фенотипа исследуемых клеток и 
таким образом установить онкогенное или опухоле-
супрессорное влияние исследуемого фактора. 

Для определения устойчивости опухолевых 
клеток к аноикису, их способности к адгезии на 
субстрате и образованию очага пролиферации в 
условиях in vitro был использован клоногенный 
тест, основанный на подсчете количества колоний, 
образуемых исследуемыми клетками в условиях 
высокого разведения. Как показано на рис. 4, клет-
ки культур Panc1, экзогенно экспрессирующих изо-
формы HNF4α, обладают пониженной способно-
стью к образованию колоний из одиночных клеток. 
Принципиальных различий между эффектами, ока-
зываемыми на исследованные линии экзогенными 
изоформами HNF4α1 и HNF4α7, выявлено не было. 

Пролиферативные свойства клеток культур 
Panc1-HNF4α были исследованы с помощью двух 
методов: определения количества клеток культур 
на стадии логарифмического роста и подсчета доли 
клеток, находящихся в S-фазе клеточного цикла, по 
включению в синтезируемую ДНК 5'-BrdU. Полу-
ченные результаты приведены на рис. 5. Ни в ско-
рости роста клеточных культур, ни в доле клеток, 
активно синтезирующих ДНК, значительных изме-
нений для клеток Panc1, экспрессирующих изо-
формы HNF4α, по сравнению с культурой Panc1-K, 
обнаружено не было. Слабое повышение ДНК-
синтетической активности в клетках Panc1-HNF4α1 
не приводит к значимым изменениям кинетики 
роста этих культур относительно линии Panc1-К, 
что говорит о независимости пролиферативных 
свойств этих клеток от уровня экспрессии изоформ 
HNF4α. 

Эксперименты, проведенные ранее на раз-
личных линиях опухолевых клеток, продемонстри-
ровали, что экзогенная экспрессия изоформ HNF4α 
приводит к замедлению пролиферации клеток ли-
ний Н33 (гепатокарцинома мыши), HEK293 (эм-
бриональный эпителий почки человека) и INS-1 
(трансформированные β-клетки поджелудочной 
железы крысы) [6; 7; 12]. Возможно, отсутствие 
влияния экспрессии HNF4α на пролиферацию в 
исследуемой системе обусловлено дополнительны-
ми нарушениями HNF4α-зависимых путей регуля-
ции клеточного цикла в линии Panc1. 

Для сравнения миграционных свойств 
HNF4α-экспрессирующих и контрольных культур 
Panc1 был проведен тест на способность к направ-
ленной миграции в модифицированных камерах 
Бойдена под действием аттрактанта. Результаты, 
полученные в процессе определения миграционно-
го потенциала исследуемых культур, приведены на 
рис. 6. Экзогенная экспрессия обеих изоформ 
HNF4α в клетках Panc1 сопровождается значитель-
ным повышением их способности к направленной 
миграции по градиенту аттрактанта по сравнению с 
клетками, не экспрессирующими HNF4α. Этот не-
ожиданный результат плохо сочетается с приве-
денными выше данными о частичной редифферен-
цировке клеток культур Panc1-HNF4α и ослаблении 
их колониеобразующего потенциала, которые дава-
ли повод предполагать, что реэкспрессия HNF4α 
приведет к ослаблению миграционного потенциала. 
Однако полученные данные согласуются с инфор-
мацией о значительном повышении способности 
клеток Panc1 к направленной миграции при экзо-
генной экспрессии в них фактора PDX1 [11], акти-
вирующегося также в HNF4α-экспрессирующих 
культурах Panc1.  
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Рис. 1. Схема строения гена HNF4α. Указаны ва-
риабельные участки и места связывания праймеров 
для определения экспрессии различных изоформ. 
 

 
 
Рис. 2. Изменения уровней экспрессии изоформ 
HNF4α и регуляторов дифференцировки поджелу-
дочной железы в линиях протоковой аденокарци-
номы поджелудочной железы человека разной сте-
пени дифференцировки. Экспрессия групп изоформ 
HNF4α и факторов PDX1 и PTF1α в клеточных ли-
ниях Capan2, AsPC1, Panc1, MiaPaCa2 и в ткани 
нормальной поджелудочной железы человека 
(Подж.) Электрофорез продуктов ПЦР в 2,0% ага-
розном геле. Экспрессия гена PPIA приведена для 
контроля количества кДНК, взятой в реакцию 
 

 
 
Рис. 3. Экзогенная экспрессия изоформ HNF4α в 
клетках линии Panc1 приводит к активации экс-
прессии регуляторов дифференцировки PDX1 и 
PTF1α. ОТ-ПЦР анализ уровней экспрессии групп 
изоформ HNF4α и генов PDX1 и PTF1α в HNF4α-
экспрессирующих клетках Panc1-HNF4α1 и Panc1-
HNF4α7 и контрольной линии Panc1-К. Электрофо-
рез продуктов ПЦР в 2,0% агарозном геле. Экс-
прессия гена PPIA приведена для контроля количе-
ства кДНК, взятой в реакцию. 
 

Предполагаемый механизм активации ми-
грационной активности через PDX1, однако, может 
быть не единственным, так как четкой корреляции 
между уровнями экспрессии PDX1 и относитель-
ным повышением количества мигрировавших в 
камере Бойдена клеток не наблюдается. 

 

А 
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Рис. 4. Экзогенная экспрессия HNF4α сопровожда-
ется снижением колониеобразующей активности 
клеток Panc1.  
А: внешний вид чашек Петри с колониями клеток; 
Б: количество колоний, формируемых клетками HNF4α-
экспрессирующих культур и контрольной культуры в 
условиях высокого разведения (1000 клеток на чашку 
диаметром 3 см). * – Р<0,05. 
 

Для адекватного истолкования обнаруженных 
изменений следует обратиться к гипотезе о том, что 
протоковые клетки поджелудочной железы могут 
играть роль мультипотентных клеток-предшествен-
ников. Усиление миграции панкреатических клеток-
предшественников описано, например, при диффе-
ренцировке клеток островков Лангерганса [10]. Для 
подвижных панкреатических клеток-предшествен-
ников, находящихся в фазе частичной дифференци-
ровки, характерна одновременная экспрессия факто-
ров PDX1 и PTF1α [20]. Сходный спектр экспрессии 
этих транскрипционных факторов наблюдается в 
культурах Panc1, экспрессирующих изоформы 
HNF4α. Ввиду этого наблюдаемое увеличение мигра-
ционного потенциала может быть истолковано как 
приближение свойств клеток к присущим панкреати-
ческим клеткам-предшественникам. 

 
Заключение 
 
Полученные результаты указывают на суще-

ственную роль транскрипционного фактора HNF4α 
в регуляции биологических свойств и экспрессии 
генов в клетках протоковой аденокарциномы под-
желудочной железы человека. Экзогенная экспрес-
сия изоформ HNF4α в клетках линии Panc1 сопро-
вождается активацией генов PDX1 и PTF1α, коди-
рующих основные регуляторы дифференцировки 
панкреатических клеток.  
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Рис. 6. HNF4α-экспрессирующие клетки Panc1 об-
ладают повышенной способностью к направленной 
миграции. Приведено среднее количество клеток, 
мигрировавших сквозь мембрану камеры Бойдена с 
размером пор 8,0 мкм. * – Р<0,05. 
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Описанные изменения характерны для панкреа-

тических мультипотентных клеток-предшественников, 
находящихся на стадии частичной дифференцировки. 
Таким образом, экзогенная экспрессия HNF4α в де-
дифференцированных клетках протоковой аденокар-
циномы поджелудочной железы человека приводит к 
их частичной редифференцировке и ослаблению зло-
качественного фенотипа. Это первое указание на то, 
что в клетках протоковой аденокарциномы поджелу-
дочной железы восстановление экспрессии HNF4α или 
блокирование сигнальных путей, определяющих его 
транскрипционную репрессию, могут вызывать час-
тичную редифференцировку и реверсию злокачествен-
ного фенотипа. Ранее на модели гепатоцеллюлярной 
карциномы нами было показано, что восстановление 
экспрессии HNF4α может быть достигнуто путем бло-
кирования ряда внутриклеточных сигнальных путей, 
активированных в опухолевых клетках, например сиг-
нального каскада, индуцируемого трансформирующим 
фактором роста β [2]. Дальнейшие исследования в этой 
области позволят детальнее понять ключевые меха-
низмы развития этого типа опухолей, которые могут 
быть использованы для разработки новых походов к 
терапии и диагностике опухолевых заболеваний под-
желудочной железы. 

 
 
 
Рис. 5. Экзогенная экспрессия HNF4α не оказывает 
существенного влияния на пролиферативные свой-
ства клеток Panc1.  
А: интенсивность синтеза ДНК, определенная по вклю-
чению 5'-BrdU в синтезирующуюся ДНК;  
Б: кинетика роста исследованных культур. Количество 
клеток нормализовано относительно количества клеток, 
прикрепившихся через 3 часа после посева. 

 
 HNF4α-экспрессирующие культуры клеток 

Panc1 обладают пониженной способностью к коло-
ниеобразованию по сравнению с контрольной 
культурой. В то же время экзогенная экспрессия 
изоформ HNF4α приводит к усилению способности 
клеток Panc1 к направленной миграции.  
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Не следует параллельно использовать термин и его сокращение. Если сокращений больше 10, 
следует вводить список сокращений. В статьях должна использоваться система СИ. В тексте должны 
быть указаны ссылки на таблицы и рисунки, например, (табл. 1); (рис. 1) или на рис. 1 представлены… 
Они должны быть размещены в соответствующих по смыслу абзацах и последовательно пронумерованы. 
Рисунки и таблицы нумеруются отдельно. 

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

Если под одной подписью планируется несколько рисунков, каждый должен быть прислан от-
дельно и соответствовать указанным выше требованиям по качеству. 

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

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

Все формулы должны быть тщательно выверены автором, набраны или встроены в формат тек-
стового редактора. В формулах необходимо различать строчные и прописные, латинские и греческие, 
подстрочные и надстрочные буквы. Использованные автором сокращения должны быть разъяснены 
под формулой. 

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

В списке литературы в алфавитном порядке перечисляются курсивом фамилии и инициалы ав-
торов на русском языке, затем на иностранных языках.  

Все библиографические ссылки в тексте должны быть пронумерованы в соответствии с их по-
ложением в списке литературы. Фамилии иностранных авторов приводятся в оригинальной транс-
крипции. В список литературы не включаются ссылки на неопубликованные работы и учебники. 
Ссылки должны быть тщательно выверены авторами, которые несут ответственность за правиль-
ность приведенных данных. 

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

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

Руководство по гематологии под ред. А.И. Воробьева. – Т. 2. – М.: Ньюдиамед, 2004. – 277 с. 
Bihrle R., Libertino J.A. Renal cell cancer with extension into the vena cava. In: Dekernion B.J., Pavone-

Macaluso M. eds., Tumors of kidney. – Baltimore: Williams&Wilkins, 1986. – Р. 111–123. 
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Резюме 
 
В данной работе была проведено исследование образования противоопухолевых антител в сыворотке 

крови больных диссеминированной меланомой, получавших аутологичную дендритную вакцину (n=26) и вак-
цину «Мелавак» (n=9). Определение наличия в сыворотке крови антител проводилось с использованием мето-
дов РИФ и ФИЦХ на клеточных линиях меланомы человека mel Kor и mel Ibr. Методом РИФ показано, что свя-
зывание IgM- и IgG-антител в сыворотке крови вакцинированных больных носит неспецифический характер. 
Обнаружено наличие специфических антител против меланомных антигенов методом ФИЦХ в сыворотке кро-
ви больных диссеминированной меланомой, получавших вакцину «Мелавак». Окрашивание наблюдалось в 
цитоплазме клеток. 

 
Ключевые слова: иммунная система, вакцина, дендритные клетки, иммуноглобулины, меланома. 
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DETERMINATION OF SPECIFIC ANTITUMOR ANTIBODIES  
IN PATIENTS WITH DISSEMINATED MELANOMA DURING VACCINE THERAPY 
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Abstract 
 
The present work studied the formation of antitumor antibodies in the serum of patients with metastatic 

melanoma treated with autologous dendritic vaccine (n = 26) and «Melavak» vaccine (n = 9). Determination of the 
presence of serum antibodies was performed using methods RIF and FICA on human melanoma cell lines and mel Kor 
mel Ibr. RIF method shown that binding of IgM-and IgG-antibodies in the serum of vaccinated patients is nonspecific. 
Revealed the presence of specific antibodies against melanoma antigens by FICA in the serum of patients with 
metastatic melanoma, the vaccine «Melavak». Staining was observed in the cytoplasm of cells. 

 
Key words: immune system, vaccine, dendritic cells, immunoglobulin, melanoma. 

 
Введение  
 
Благодаря развитию биотехнологии, активно 

разрабатываются новые методы, направленные на 
активацию естественного противоопухолевого им-
мунитета. Большое место в исследованиях этой 
области занимает вакцинотерапия. По мнению 
многих исследователей, активация естественных 
защитных иммунных механизмов может произойти 
при введении вакцин, содержащих опухолеассо-
циированные антигены [2–6]. Так, в ФГБУ «РОНЦ 
им. Н.Н. Блохина» РАМН на основе трансфициро-
ванных генами tag7 и ГМ-КСФ клеточных линий 
меланомы [9] и нагруженных опухолевым лизатом 
дендритных клеток больных меланомой созданы и 
охарактеризованы цельноклеточные вакцины: ау-
тологичные (Аутологичная/tag-7, Дендритная) и 
аллогенные («Аллоген», «Мелавак»). Проведенные 
доклинические и клинические исследования этих 
вакцин [7; 8; 10–12] способствовали выработке 
стратегического направления противоопухолевой 
вакцинотерапии, тем самым повышая эффектив-
ность лечения онкологических больных [2–12]. 

Изучение гуморального иммунного ответа к 
ОАА привлекло внимание ученых еще в восьмиде-

сятых годах прошлого столетия [1; 13; 14]. Много-
численные антигены на клеточной поверхности ин-
дуцировали развитие гуморального иммунного отве-
та, в некоторых случаях появление циркулирующих 
иммунных комплексов. Появление методов анализа 
с применением количественных и полуколичествен-
ных аналитических систем позволило идентифици-
ровать специфические антитела ко многим внутри-
клеточным и поверхностным опухолевым белкам. 
Следует отметить, что роль специфичных гумораль-
ных факторов в противоопухолевом иммунитете 
неоднозначна. Природа блокирующего фактора бы-
ла доказана еще 30 лет назад и с учетом специфич-
ности его действия была сформулирована концепция 
блокирующих антител. Согласно этой концепции, 
гуморальная и клеточная формы иммунного ответа 
на опухоль находятся в своеобразных антагонисти-
ческих взаимоотношениях. Иммунные лимфоциты 
распознают антигенные детерминанты опухолевых 
клеток и уничтожают их. Гуморальные антитела, 
соединяясь с этими же детерминантами, не способ-
ны оказывать вредное влияние на опухолевые клет-
ки, но экранируют их от цитопатогенного действия 
иммунных лимфоцитов [13]. В процессе опухолевой 
прогрессии, при угнетении или отсутствии киллер-
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ного эффекта T-лимфоцитов, деструкция трансфор-
мированных клеток может осуществляться за счет 
цитотоксичности, опосредованной гуморальными 
антителами [1]. Роль гуморальных антител в проти-
воопухолевой защите, по данным литературы, про-
тиворечива. В некоторых работах показано, что про-
тивоопухолевые антитела содействуют прогрессив-
ному росту опухоли, в других – выявлено их защит-
ное действие.  

Так, по данным отечественной литературы 
показано, что тенденция к увеличению продукции 
противоопухолевых антител характерна для пациен-
тов, у которых не удалось достичь клинического 
эффекта на фоне проведения вакцинотерапии [15], а 
по данным зарубежных авторов выявлено наличие 
прямой корреляции между величиной сывороточных 
IgM и IgG к ОАА и уровнем общей и безрецидивной 
выживаемости пациентов в ходе вакцинотерапии 
[18]. Ряд авторов показали, что у больных мелано-
мой в процессе иммунотерапии обнаруживаются 
антитела против тиреоглобулина, ядерного белка 
[17], углеводных антигенов, белка TA 90 [18], кото-
рые имеют прогностическое значение. 

В процессе противоопухолевой вакциноте-
рапии в сыворотке крови больных меланомой мо-
гут образовываться антитела против антигенов, 
которые экспрессируются в клетках, используемых 
для вакцины. Изучение гуморального иммунного 
ответа у больных диссеминированной меланомой в 
процессе вакцинотерапии представляет несомнен-
ный интерес в исследовании механизмов «ухода» 
опухоли от иммунологического надзора при мони-
торинге больных меланомой с целью прогноза за-
болевания и иммунологической оценки эффектив-
ности проводимой противоопухолевой терапии. 

Цель нашего исследования – выявление об-
разования противоопухолевых антител в сыворотке 
крови больных диссеминированной меланомой в 
процессе вакцинотерапии аутологичными дендрит-
ными клетками, нагруженными опухолевым лиза-
том, и вакциной «Мелавак» на основе аллогенных 
генно-модицифированных опухолевых клеток. 

 
Материалы и методы 
 
Материалом для исследования служили об-

разцы сывороток крови 26 больных диссеминиро-
ванной меланомой, которые после хирургического 
удаления опухоли получали вакцину на основе ау-
тологичных дендритных клеток, образцы сыворо-
ток крови 9 больных диссеминированной мелано-
мой, которые после хирургического удаления опу-
холи получали вакцину «Мелавак». В качестве кон-
троля использовались образцы сывороток крови 9 
больных меланомой без вакцинотерапии и образцы 
сывороток крови 6 здоровых доноров. 

В качестве лечебного препарата применялась 
противоопухолевая вакцина на основе аутологич-
ных дендритных клеток, нагруженных опухолевым 
лизатом in vitro [16]. 

Также в качестве лечебного препарата при-
менялась противоопухолевая вакцина «Mелавак» 
на основе аллогенных опухолевых клеток метаста-
тической линии меланомы человека, трансфициро-
ванной геном ГМ КСФ. 

Оценка связывания IgM и IgG антител прово-
дилась методом РИФ и методом ФИЦХ с использо-
ванием поликлональных антител против человече-
ских иммуноглобулинов IgG, конъюгированных с 
FITC (Goat F(ab,)2 ANTI HUMAN IgG:FITC) и поли-
клональных антител против человеческих иммуног-

лобулинов IgM, конъюгированных с PE (Goat F(ab,)2 
ANTI HUMAN IgM:PE) («Serotec», Германия). 

Для проведения РИФ и ФИЦХ использова-
лись клеточные линии меланомы человека mel Kor 
и mel Ibr, различающиеся экспрессией молекул 
главного комплекса гистосовместимости I и II 
классов. Результаты оценивали по уровню и часто-
те экспрессссии антиген-положительных клеток. 

 
Реакция непрямой иммунофлуоресценции  
Клеточные линии меланомы человека mel 

Kor и mel Ibr культивировали в среде RPMI-1640, 
содержащей 10% эмбриональной сыворотки круп-
ного рогатого скота, 2mM глутамина, антибиотики 
(100 МЕ/мл пенициллина и 100 мг/мл стрептоми-
цина).  

5×105 клеток mel Kor и mel Ibr инкубировали 
с 20 мкл образцами сыворотки крови пациентов и 
доноров в разведении 1:50 в течение 30 мин при 
комнатной температуре, после чего 10 мин отмыва-
ли в 1 мл фосфатно-солевого буфера при 1500 
об/мин. К осадку клеток добавляли 20 мкл вторич-
ных поликлональных антител против человеческих 
IgG, конъюгированных с FITC, либо 10 мкл поли-
клональных антител против человеческих IgM, 
конъюгированных с PE, и инкубировали в течение 
30 мин при 4 С. После этого клетки дважды отмы-
вали в 1 мл фосфатно-солевого буфера в тех же 
условиях, осадок клеток ресуспендировали в 200 
мкл 1%-ного р-ра формалина и анализировали на 
проточном цитометре FACSCalibur (Beckton 
Dickinson, США).  

 
Флуоресцентный  
иммуноцитохимический анализ 
Подготовка опухолевых клеток  
к иммуноцитохимическому анализу  
Для экспериментов клетки меланомы линиq 

mel Kor и mel Ibr использовали при конфлюентно-
сти 70–80 %. Клетки промывали 2 раза в холодном 
PBS и осаждали на стекла с помощью цитоцентри-
фуги. Полученные стекла с осажденными клетками 
хранили при –20 °С не более 2 нед. 
 

Проведение флуоресцентного  
иммуноцитохимического анализа 
Клетки фиксировали в 96%-ном C2H5OH в те-

чение 5 мин, затем в 100%-ном ацетоне – 3 мин. 
Препарат инкубировали в течение 10 мин в фосфат-
но-солевом буфере, содержащем 5% бычьего сыво-
роточного альбумина для забивки неспецифического 
связывания. Затем клетки инкубировали с сыворот-
ками крови больных в разведении 1:10 в течение 18 
ч при температуре 4 °С.  

В качестве вторичных антител использовали 
таковые против IgG и IgM человека, меченые FITC и 
PE, соответственно. Препарат докрашивали Hoechst-
33258 (2 мкг/мл). Препарат анализировали с помо-
щью флуоресцентного микроскопа Nikon 80i (Япо-
ния) при увеличении 400×.  

Статистическая обработка полученных дан-
ных проводилась с помощью пакета программ 
EXCEL 2003, STATISTICA 6.0. 

 
Результаты и обсуждение  
 
В ходе исследования выявлено неспецифи-

ческое связывание IgM- и IgG-антител в образцах 
сыворотки крови больных и здоровых доноров ме-
тодом непрямой РИФ. Полученные результаты 
представлены в табл. 1 и 2. 
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Таблиц а  1  
Результаты определения специфических IgM в сыворотке крови больных диссеминированной меланомой  
в процессе вакцинотерапии, (M ± m), %, РИФ 

n АГ+ к-к в mel Kor, (%) n АГ+ к-к в mel Ibr, (%) 

Срок лечения 
Группы 
пациентов 

До В ходе До В ходе 

1.Дендритная вакцина (n=26) 9,4±1,6 9,0±1,4 5,7±2,0 4,9±1,9 

2.Вакцина «Мелавак» (n=9) 6,0±1,6 5,7±2,3 7,0±3,0 6,8±2,2 

3.Контрольная группа 1* (n=9) 9,6±2,9 5,6±1,2 

4.Контрольная группа 2** (n=6) 4,1±0,7 3,5±0,5 

*больные меланомой без вакцинотерапии 
**здоровые доноры 
 

Таблиц а  2  
Результаты определения специфических IgG в сыворотке крови больных диссеминированной меланомой  
в процессе вакцинотерапии, (M ± m), %, РИФ 

n АГ+ к-к в mel Kor, (%) n АГ+ к-к в mel Ibr, (%) 

Срок лечения 
Группы 
пациентов 

До В ходе До В ходе 

1.Дендритная вакцина (n=26) 3,6±2,2 3,5±2,5 4,5±2,3 4,8±3,1 

2.Вакцина «Мелавак» (n=9) 1,1±0,6 1,8±0,9 1,1±0,9 1,2±0,7 

3.Контрольная группа 1* (n=9) 2,8±0,5 6,1±1,4 

4.Контрольная группа 2** (n=6) 0,8±0,5 0,9±0,6 

*больные меланомой без вакцинотерапии 
**здоровые доноры 

 
Таблиц а  3   

Результаты определения специфических IgM в сыворотке крови больных диссеминированной меланомой  
в процессе вакцинотерапии, (M ± m), %, ФИЦХ 

n АГ+ к-к в mel Kor, (%) n АГ+ к-к в mel Ibr, (%) 

Срок лечения 
Группы 
пациентов 

До В ходе До В ходе 

1.Дендритная вакцина (n=20) Не обнаружено Не обнаружено 

2.Вакцина «Мелавак» (n=9) (n=7) 2+, 40% 2+, 70% (n=7) 2+, 40% 2+, 60% 

3.Контрольная группа 1* (n=9) Не обнаружено Не обнаружено 

4.Контрольная группа 2** (n=6) Не обнаружено Не обнаружено 

*больные меланомой без вакцинотерапии 
**здоровые доноры 
 

Таблиц а  4   
Результаты определения специфических IgG в сыворотке крови больных диссеминированной меланомой в про-
цессе вакцинотерапии, (M ± m), %, ФИЦХ 

***ИО, % АГ+ к-к в mel Kor, (%) ИО, % АГ+ к-к в mel Ibr, (%) 

Срок лечения 
Группы 
пациентов 

До В ходе До В ходе 

1.Дендритная вакцина (n=20) Не обнаружено Не обнаружено 

2.Вакцина «Мелавак» (n=9) (n=4) 1+, 20% 1+, 40% Не обнаружено (n=1) 1+, 30% 

3.Контрольная группа 1* (n=9) (n=2) 1+, 20% Не обнаружено 

4.Контрольная группа 2** (n=6) Не обнаружено Не обнаружено 

*больные меланомой без вакцинотерапии 
**здоровые доноры 
***ИО – интенсивность окрашивания 
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Как следует из табл. 1, был выявлен неболь-
шой процент антиген-положительных клеток, реа-
гирующих с сывороткой крови доноров и больных. 
Однако эти результаты следует рассматривать как 
неспецифические, так как линии клеток являются 
мономорфными, и при специфической реакции 
нужно было ожидать 100%-ную экспрессию анти-
генов. Это заключение подчеркивают результаты 
определения IgG-антител (табл. 2), при которых 
специфическая реакция в сыворотке крови здоро-
вых доноров и в образцах сыворотки крови боль-
ных до и в ходе лечения отсутствовала. 

Таким образом, специфических IgM и IgG-
антител против поверхностных антигенов мелано-
мы в образцах сыворотки крови вакцинированных 
больных диссеминированной меланомой методом 
непрямой РИФ выявлено не было. 

Было проведено исследование наличия анти-
тел против цитоплазматических антигенов в сыво-
ротке крови больных методом ФИЦХ (табл. 3 и 4). 

Как следует из табл. 3 в образцах сыворотки 
крови здоровых доноров, больных меланомой без 
вакцинотерапии и больных, получавших дендрит-
ную вакцину, реакция с клетками mel Kor была от-
рицательной. Однако положительная реакция IgM-
антител с этими клетками выявлена в образцах сы-
воротки крови у 7 из 9 больных меланомой, полу-
чавших вакцину «Мелавак». Антитела обнаружива-
лись после первой вакцинации (рис. 1; см. вклейку). 
Обнаружена отрицательная реакция с клетками mel 
Ibr IgM-антител в образцах сыворотки крови доно-
ров и больных меланомой, получавших дендритную 
вакцину и положительная реакция IgМ-антител в 
образцах сыворотки крови у 7 из 9 больных мелано-
мой, получавших вакцину «Мелавак» (рис. 2).  

Как следует из табл. 4, была выявлена поло-
жительная реакция специфических IgG-антител с 
клетками mel Kor в образцах сыворотки крови у 4 из 
9 больных меланомой, получавших вакцину «Мела-
вак» (рис. 3) и у 2 из 9 больных меланомой без вак-
цинотерапии.  

Положительная реакция IgG-антител с клет-
ками mel Ibr была обнаружена только в одном из 9 
образцов сыворотки крови больных меланомой, по-
лучавших вакцину «Мелавак». Было выявлено 30% 
антиген-положительных клеток (рис. 4). 

Таким образом, при флуоресцентном имму-
ноцитохимическом исследовании было обнаружено 
появление специфических антител против мела-
номных антигенов в сыворотке крови больных дис-
семинированной меланомой, получавших вакцину 
«Мелавак». В процессе вакцинотерапии количество 
антиген-положительных клеток увеличилось. 

 
Заключение 
 
Было проведено исследование по изучению 

гуморального иммунного ответа у больных с дис-
семинированной меланомой, получавших вакцину 
на основе аутологичных дендритных клеток, на-
груженных опухолевым лизатом и у больных с дис-
семинированной меланомой, получавших вакцину 
на основе аллогенных генномодицифированных 
опухолевых клеток – «Мелавак».  

На основании полученных данных, в образ-
цах сыворотки крови вакцинированных больных с 
меланомой методом непрямой РИФ не было обна-
ружено иммуноглобулинов, способных специфи-
чески распознавать поверхностные меланомные 
антигены. Однако выявлено наличие специфиче-
ских противоопухолевых антител в сыворотке кро-
ви больных диссеминированной меланомой при 
вакцинации вакциной «Мелавак» методом ФИЦХ. 
Окрашивание наблюдалось в цитоплазме меланом-
ных клеток.  
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Резюме 

 
Разработана простая и хорошо воспроизводимая методика оценки in vitro специфической активности не-

скольких генно-инженерных белков – филграстима (чрГ-КСФ), интерферонов α и β, и соматотропина, вклю-
чающая программу автоматической статистической обработки результатов, соответствующую требованиям 
Европейской Фармакопеи VII. Методика основана на угнетении или стимулировании роста клеток определен-
ных линий и используется при тестировании отечественных и импортируемых субстанций и лекарственных 
препаратов. 

 
Ключевые слова: филграстим, интерфероны α и β, соматотропин, специфическая активность, тестиро-

вание на клетках in vitro. 
 

 
A.A. Wainson, V.V. Mescherikova 
A METHOD FOR ASSESSMENT  
OF FILGRASTIM (RG-CSF), α, β INTERFERONS,  
AND SOMATROPIN SPECIFIC ACTIVITY IN VITRO 
FSBI «N.N. Blokhin RCRC» RAMS, Moscow 

 
ABSTRACT 
 
A simple and reproducible methods of in vitro assessment of several human recombinant therapeutic proteins’ – fil-

grastim (rhG-CFU), interferons α and β, and somatropin – specific activity has been elaborated. The program of statistical 
processing of experimental data corresponds to XII issue of Russian Federation Pharmacopoeia. The methods are based on 
suppression or stimulation of specific cells growth and are used in testing the domestic and imported substances and final 
medical products.  

 
Key words: filgrastim, interferons α and β, somatropin, specific activity, in vitro test on cell cultures. 

 
Введение 
 
В последние годы отечественными компа-

ниями начат выпуск ряда генно-инженерных бел-
ков – цитокинов и гормонов, которые ранее посту-
пали на рынок от зарубежных производителей. При 
этом одним из условий регистрации препарата яв-
ляется оценка активности белка биологическим 
методом, так как такой распространенный и точный 
метод определения количества белка в пробе, как 
иммуноферментный, может не заметить небольших 
отличий в пространственной организации молекул 
человеческого белка и белка, синтезированного в 
бактериальных клетках. Эти отличия, однако, могут 
уменьшать биологическую активность белка, в свя-
зи с чем производимые лекарственные препараты 
должны быть охарактеризованы по показателю 
специфической активности, которая в идеале долж-
на быть сравнена с активностью соответствующего 
международного стандарта ВОЗ.  

Определение активности может выполняться 
как in vivo, так и in vitro. При этом в первом случае 
специфическая активность белка тестируется на 
животных по выполнению белком той же функции, 
ради которой его, собственно говоря, и производят. 
В системах in vitro оценка специфической активно-
сти полученного белка может производиться по 

критериям, не имеющим ничего общего с его функ-
цией в организме, но которые, тем не менее, позво-
ляют адекватно оценивать действие данного белка 
на человека (примером является оценка активности 
гормона соматотропина по стимулированию роста 
клеток Nb-2 лимфомы крыс in vitro). 

Предмет данного сообщения – рассмотрение 
собственного опыта оценки специфической актив-
ности, включая статистическую обработку резуль-
татов тестирования, четырех генно-инженерных 
белков: трех цитокинов – гранулоцитарного коло-
ниестимулирующего фактора (Г-КСФ) и интерфе-
ронов альфа и бета, и одного гормона – соматотро-
пина. Все эти белки как лекарственные препараты 
являются дженериками, так что тот или иной вари-
ант определения их специфической активности уже 
имеется у зарубежных компаний-производителей, 
но особенности использования этих методов в дос-
тупных публикациях отсутствуют. Кроме того, вы-
яснилось, что имеющиеся в открытых источниках 
описания методов оценки биологической активно-
сти некоторых генно-инженерных белков не удает-
ся воспроизвести при простом копировании; воз-
можно, в статьях были опущены какие-то сущест-
венные подробности. 

Методики основаны на одном принципе – на 
стимулировании или угнетении роста определенно-
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го вида клеток в культуре. Эффект стимулирования 
или угнетения роста оценивается с помощью вари-
анта хорошо известного МТТ-теста и сравнивается 
с эффектом действия соответствующего междуна-
родного стандарта, а также, для дополнительного 
контроля, с препаратами ведущих мировых произ-
водителей. 

 
Материалы и методы  
 
Определение активности филграстимов 
В литературе имеется несколько публикаций с 

описанием методики оценки активности чГ-КСФ. Ис-
ходно мы попытались использовать методики, основан-
ные на работе с коммерческими линиями клеток. Со-
гласно сообщению Yamaguchi T. et al., чГ-КСФ в кон-
центрации 0,3–10 нг/мл усиливает пролиферацию про-
миелоцитных клеток линии HL-60 человека, которая 
была предварительно подавлена введением в среду 
ДМСО или ретиноидной кислоты, и степень увеличения 
скорости роста авторы предложили использовать при 
оценке рч-Г-КСФ [15]. В наших экспериментах, однако, 
наблюдалось значительное варьирование от опыта к 
опыту диапазона «действующих» концентраций рч-Г-
КСФ, возможно, связанное со сложностью такой мето-
дики оценки, когда необходимо применение агентов и 
для подавления, и для стимулирования роста клеток. 
Также не дала результатов попытка работать с клетками 
линии 32D, полученными из костного мозга мышей [13], 
хотя к началу наших исследований имелась информации 
об их использовании для оценки активности производи-
телями рчГ-КСФ (насколько нам известно, сейчас эти 
клетки для такой цели не используются). 

Вместе с тем, в литературе имелись данные о 
чувствительности к чГ-КСФ линии NFS-60 клеток 
миелоидного лейкоза мышей [5; 6; 9–11], которая, 
однако, до сих пор не представлена ни в одной из 
коммерческих коллекций. По нашему запросу клетки 
этой линии [14] были любезно присланы одним из ее 
создателей, профессором Джеймсом Иле из St Jude 
Children's Research Hospital в Meмфисе, США. Поя-
вившиеся в последнее время технические и методиче-
ские усовершенствования позволили разработать 
простую в исполнении и обладающую очень высокой 
точностью методику определения активности рчГ-
КСФ (филграстима), описываемую ниже. 

Тестирование проводится в плоскодонных 96-
луночных планшетах, в которых клетки NFS-60 инку-
бируют с филграстимом в разных концентрациях в 
течение 2 сут. Различие в количестве выросших кле-
ток выявляют с помощью их дальнейшей инкубации в 
присутствии красителя, меняющего цвет при метабо-
лизировании клетками. Изменение цвета красителя 
оценивают либо по поглощению, либо по флуорес-
ценции исходного и конечного продукта.  

В наших условиях клетки выращивали на 
среде RPMI-1640 (ПанЭко, Москва) с добавлением 
10 % сыворотки эмбрионов крупного рогатого ско-
та (HyClone, США). Для роста этих клеток необхо-
дим мышиный интерлекин-3, который приобретали 
у фирмы BD Biosciences (США), а затем стали ис-
пользовать среду, в которой выращивали клетки 
WEHI (линия В-клеточной лимфомы мышей), вы-
деляющие интерлейкин-3 как продукт метаболиз-
ма. Филграстим также обладает стимулирующим 
действием и может быть использован для замены 
интерлейкина-3. Поэтому перед проведением теста 
клетки, которые растут в суспензионной культуре, 
должны быть отмыты от этих стимуляторов роста с 
повторным центрифугированием.  

Как агент, изменение окраски которого слу-

жит индикатором количества выросших клеток, 
использовали АламарБлю (Invitrogen, США), ме-
няющий при метаболизме цвет с голубого на розо-
вый. Изменение цвета хорошо видно на глаз, а так 
как краситель для клеток нетоксичен, периодически 
осматривая планшеты можно выбрать время, когда 
следует произвести измерение экстинкции (это от-
носится и к флуоресценции), а именно момент, ко-
гда лунки с нерастущими клетками остались сини-
ми, а лунки с наибольшим ростом клеток стали яр-
ко розовыми (рис. 1; см. вклейку). Это дает воз-
можность «прописать» полную S-образную кривую 
«концентрация препарата – эффект конверсии кра-
сителя» (концентрация препарата указывается на 
оси абсцисс в логарифмическом масштабе). 

Эффект стимулирования роста клеток NFS-60 
тем более заметен, чем длительнее их экспозиция с 
чГ-КСФ. Мы остановились на 48 ч длительности рос-
та клеток до введения красителя: при длительности 
клеточного цикла около 12 ч за это время количество 
посеянных клеток увеличивается в 16 раз. Отметим, 
что при проведении как этого, так и описываемых 
далее тестов рационально вносить в лунку от 10 до 15 
тыс. клеток, чтобы к концу роста они покрывали не 
более 70% площади дна. Для воспроизводимости ус-
ловий постановки эксперимента от опыта к опыту 
целесообразно производить посев одного и того же 
количества клеток с точностью ± 5%, для чего, в со-
ответствии с распределением Пуассона, в камере Го-
ряева надо просчитывать 400 клеток, независимо от 
числа «квадратов», в которых они находятся.  

В описываемых экспериментах при работе 
планшеты располагали вертикально и «на точку» ис-
пользовали по шесть лунок. В одном планшете про-
водили оценку двух образцов, используя 8 концен-
траций препаратов, отличающихся друг от друга, на-
пример, в два раза. Вначале во все лунки 2–8-й коло-
нок вертикально расположенных планшетов 12-
канальной электронной пипеткой (Biohit, Финляндия) 
вносили по 100 мкл питательной среды, затем в шесть 
лунок первой и второй колонок вносили по 100 мкл 
разведенного в среде одного из стандартов – либо 
«Международного стандарта» ВОЗ [7], либо отечест-
венного «Стандартного образца», а в шесть других 
лунок этих колонок – испытуемого препарата. Образ-
цы и «Стандартов», и препаратов вносили в 2–3 по-
вторностях на параллельные планшеты. После пере-
мешивания образцов и среды в лунках второй колон-
ки оттуда переносили по 100 мкл разведенного пре-
парата в лунки третьей колонки, и т.д. до восьмой 
колонки, из которой после перемешивания удаляли 
по 100 мкл. Далее во все лунки планшетов вносили по 
100 мкл суспензии клеток и планшеты ставили в ин-
кубатор на 48–55 ч. Затем в лунки вносили по 20 мкл 
красителя, и через 9–14 ч оценивали степень его кон-
версии, измеряя либо экстинкцию на аппарате имму-
ноферментного анализа Униплан (ПИКОН, Москва), 
либо флуоресценцию на аппарате Plate Chameleon V 
425-106 Multilabel Counter, Hidex Oy (Финляндия). 
Для красителя АламарБлю из-за значительного пере-
крытия спектра поглощения исходного красителя и 
его метаболизированного продукта экстинкцию изме-
ряют при двух длинах волн, – в нашем случае исполь-
зовали фильтры λ 535 и 590 нм с дальнейшем прове-
дении расчета согласно прилагаемой к красителю 
инструкции, а при измерении флуоресценции для 
возбуждения использовали излучение с λ 544 нм, а 
само измерение проводили при 590 нм. 

Заметим, что вместо дорогого АламарБлю 
возможно использование его основного компонента 
– более дешевого ресазурина (Sigma, США). Вме-
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сто АламарБлю и ресазурина можно использовать и 
более распространенный краситель МТТ, однако 
при метаболическом восстановлении формазан об-
разует кристаллы, нерастворимые в водной среде.  

Для их растворения прямо в питательной сре-
де, не осаждая растущие в виде суспензии клетки, в 
неё добавляют на несколько часов подкисленный 
изопропиловый спирт с Triton X-100 или другой 
растворитель, например, 10%-ный додецилсульфат 
натрия. Степень роста числа клеток определяют 
спектрофотометрически по увеличению оптической 
плотности при λ, например, 530 нм.  

Кривые доза–эффект для одного из проведенных 
тестов, в котором сравнивали активность выпускаемого 
компанией Фармстандарт-УфаВита филграстима «Ней-
помакс», Международного стандарта филграстима ВОЗ 
[Granulocyte colony stimulating factor (human, rDNA-
derived, First international standard, выпускается NIBS 
(Великобритания) Code 88/502. Version 4, January 2006] и 
отечественного «Стандартного образца» филграстима 
приведены на рис. 2. Конечная концентрация филгра-
стима в лунках первой колонки планшетов, с учетом 
разведения после добавления суспензии клеток, равна 
0,05 нг/мл (5 МЕ, активность 1 нг филграстима соответ-
ствует 100 МЕ), а в лунках последней, 8-й колонки – 0,39 
пг/мл (0,039 МЕ); концентрация чГ-КСФ, обеспечи-
вающая максимальную скорость роста, в разных опытах 
составила 1–3 МЕ/мл среды. Концентрация, при которой 
происходит 50-%ное усиление роста клеток, составляет 
≈0,5 МЕ/мл, т.е. 0,005 нг/мл.  

Заметим, что, согласно данным литературы, у 
других авторов, проводивших тестирование филграсти-
ма, даже на клетках NFS-60, эта величина лежала в диа-
пазоне существенно больших концентраций препарата: 
от 0,1–0,15 нг/мл [5; 9; 10] и до 2 нг/мл [15]. Гораздо бо-
лее высокая чувствительность используемой нами мето-
дики оказалась очень полезной и при определении ак-
тивности чГ-КСФ в биологических жидкостях.  

Полученные данные анализируют методом 
определения эквивалентных доз (Государственная 
фармакопея РФ XII, часть 2) [2]. На всех кривых 
«доза-эффект» можно выделить относительно ли-
нейные участки, на которых располагаются «точ-
ки» – данные о конверсии красителя – для трех 
концентраций «Международного стандарта» и пре-
паратов. Анализ результатов с целью определения 
специфической активности изучаемого препарата 
относительно «Стандарта» проводили по програм-
ме, разработанной в редакторе Excel (рис. 3). Опи-
санный метод использован при подготовке к вы-
пуску отечественного филграстима «Нейпомакс» 
[3], хорошо зарекомендовавшего себя при лечении 
онкологических больных [1], а также при проверке 
ряда других субстанций и лекарственных препара-
тов – филграстимов отечественного производства. 

 
Определение активности интерферонов α и β 
Специфическую активность генно-инженер-

ных интерферонов α и β,используемых при лечении 
онкологических заболеваний и помощи больным 
рассеянным склерозом, проверяли по угнетению 
роста клеток линии Daudi лимфомы Беркита чело-
века. Клетки были приобретены в Коллекции пере-
виваемых соматических клеток позвоночных НИИ 
вирусологии им. Д. И. Ивановского РАМН. Срав-
нение проводили со стандартами ВОЗ (WHO Inter-
national Standard INTERFERON ALPHA 2b, (Human 
rDNA derived) NIBSC code: 95/566, Potency is 70000 
IU/ 500ng и Interferon beta SER17 Mutein, Human, 
rDNA derived, NIBSC code 00/574, Potency is 64,000 
IU/1125 ng). Период удвоения клеток Daudi состав-

ляет сутки, так что инкубацию клеток с препаратом 
приходится проводить в течение более длительного 
времени, чем при работе с мышиными клетками, а 
именно в течение 72–120 ч.  

Методика тестирования и статистическая 
обработка данных аналогичны описанной для фил-
грастима. Принципиальной разницы в проведении 
тестирований интерферона α и β не было. На рис. 4 
и 5 приводятся результаты экспериментов по срав-
нению активности опытных образцов этих интер-
феронов с активностью стандартов ВОЗ. 

 
Определение активности соматотропина 
Специфическую активность генно-инженер-

ных препаратов гормона роста человека оценивали 
по ускорению роста клеток линии Nb-2 лимфомы 
крыс. Клетки получены в дар от проф. А.R. 
Buckley, University of Cincinnati Medical Center, 
США. Исходно культуру клеток из узла лимфомы 
крыс линии Nb получил проф. P. Gout [4; 8], ныне 
работающий в Department of Cancer Endocrinology, 
BC Cancer Agency, Канада, который и организовал 
передачу клеток Nb-2 для выполнения данной ра-
боты как одного из наиболее подходящего для этой 
цели объекта [12].  

Клетки выращивали на среде RPMI-1640 с 
10% фетальной сыворотки крупного рогатого скота 
и 10% лошадиной сыворотки, а также 60–100 мкМ 
2-меркаптоэтанола. В самом тесте активности со-
матотропина используется среда, не содержащая ни 
фетальной, ни лошадиной сыворотки. Вместо них 
используется 10% сыворотки мерина, которая не 
содержит лактогенных гормонов, также стимули-
рующих рост клеток Nb-2. Поэтому перед поста-
новкой теста клетки отмывают от «ростовой» сре-
ды центрифугированием.  

Сравнение проводили со стандартами ВОЗ 
(WHO International Standard Somatropin – Recombi-
nant DNA-Derived Human Growth Hormone; 3.0 
IU/mg somatropin; NIBSC code: в начале нашей ра-
боты – стандарт 88/624, затем – стандарт 98/574). 

Методика постановки тестов была такой же, 
как и в экспериментах с филграстимом. Кривые 
зависимости усиления конверсии АламарБлю от 
дозы препаратов, построенные по данным, полу-
ченным при измерении экстинкции, представлены 
на рис. 6, а полученные при измерении флуорес-
ценции – на рис. 7.  

Видно, что 50%-ное ускорение роста дости-
гается в первом случае при концентрации сомато-
тропина в 0,04 нг/мл среды, а при использовании 
более чувствительного метода оценки – по флуо-
ресценции – при 0,02 нг/мл. Разработанная методи-
ка используется для проверки специфической ак-
тивности различных препаратов соматотропина, в 
первую очередь отечественного генно-инженерного 
соматотропина человека «РАСТАН». 

 
Заключение 
 
Разработаны методики оценки специфиче-

ской активности нескольких генно-инженерных 
рекомбинантных белков медицинского назначения 
и программа статистической обработки экспери-
ментальных данных, соответствующая требовани-
ям Государственной фармакопеи РФ XII.  

Эти методики постоянно используются при 
оценке дженериков, выпускаемых отечественными 
фармацевтическими компаниями, а также субстан-
ций и лекарственных препаратов, ввозимых из-за 
рубежа. 

http://www.sevin.ru/collections/cellcolls/coll3.html
http://www.sevin.ru/collections/cellcolls/coll3.html
http://www.sevin.ru/collections/cellcolls/coll3.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gout%20PW%22%5BAuthor%5D
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Резюме 
 
В рамках доклинического изучения фармакокинетики лекарственной формы аналога гипоталамического 

гормона соматостатина (АГГ) был разработан метод получения 3Н-АГГ синтетическим путем из 3Н-
тетрапептида, полученного методом бомбардировки молекул вещества термически активным газообразным 
тритием, и цистеина. Фармакокинетические исследования АГГ в 15 тканях и органах мышей при пероральном 
введении в лекарственной форме показали хорошую доступность препарата ко всем органам и тканям, включая 
Са755, и высокую тропность к желудку и костному мозгу. Изучение выведения препарата из организма живот-
ных с мочой и калом показало, что кумулятивная экскреция составляет 16 и 78 % соответственно и в основном 
заканчивается к 24 ч наблюдения.  

 
Ключевые слова: доклиническая фармакокинетика, аналог гипоталамического гормона соматостатина. 
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Abstract 
 
As part of pre-clinical pharmacokinetic study of the dosage form of the hypothalamic hormone somatostatin 

analogue has been developed a method for 3H-AGG by synthesis of 3H-tetrapeptide obtained by the bombardment of 
molecules thermally active substances with gaseous tritium, and cysteine. Pharmacokinetic studies AGG in 15 tissues 
and organs of mice when administered in the dosage form of the drug showed good accessibility to all organs and 
tissues, including Sa755, and a high affinity to the stomach and bone marrow. Withdrawal from the study of the animal 
organism in the urine and feces showed that the cumulative excretion of respectively 16 % and 78 %, and mostly ends 
in 24h surveillance. 

 
Key words: pre-clinical pharmacokinetics, an analog of the hypothalamic hormone somatostatin. 

 
Введение 
 
Аналог гипоталамического гормона сомато-

статина был синтезирован в лаборатории химиче-
ского синтеза ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» 
РАМН. Синтез пентапептида осуществляли посте-
пенным наращиванием пептидной цепи, завершая 
стадией присоединения молекулы аминокислоты 
цистеина, предварительно защищенной по функцио-
нальным группам [1]. Была показана более высокая 
противоопухолевая активность синтезированного 
аналога соматостатина на ДМБА-индуцированных 
опухолях молочной железы и на РМ-1, перевивае-
мом раке молочной железы человека, у бестимусных 
мышей в сравнении с применяемым в клинической 
практике сандостатином [1]. По результатам изуче-
ния противоопухолевой активности препарат был 
рекомендован для широких доклинических исследо-
ваний, в рамках которых проводилось изучение его 
фармакокинетики [2].  

Целью работы было доклиническое изучение 
фармакокинетики АГГ в таблетированной лекарст-
венной форме у мышей с перевитой внутримышечно 
аденокарциномой молочной железы мышей (Са755). 

Задачи работы: 
1. Получение 3Н-АГГ методом термической 

активации газообразного трития. 
2. Изучение кинетики распределения и 

элиминации 3Н-АГГ в крови, органах и 
тканях мышей после однократного перо-
рального введения препарата в дозе 10 
мг (0,762 мКи)/кг. 

3. Изучение кинетики экскреции 3Н-АГГ и 
его метаболитов из организма животных 
с мочой и калом после однократного пе-
рорального введения. 

 
Материалы и методы 
 
В исследовании использовали меченый три-

тием препарат, полученный с помощью метода тер-
мической активации газообразного трития [3; 4]. На 
первом этапе разработки метода получения 3Н-АГГ 
было показано, что радиохимический выход мечено-
го АГГ оказался низким, а отделение целевого про-
дукта от реактивных примесей затруднено из-за то-
го, что при обработке вещества потоком атомов три-
тия происходило отщепление защитных групп и раз-

№ 3/том 11/2012   РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

mailto:zimakovan@mail.ru


 

№ 3/том 11/2012  РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

34 ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ДОКЛИНИЧЕСКОЕ ИЗУЧЕНИЕ…

рыв связи C-S в остатке цистеина. Для увеличения 
радиохимического выхода меченого продукта на 
втором этапе разработки тритиевую метку вводили в 
тетрапептид, а затем проводили стадию химического 
синтеза 3Н-тетрапептида с цистеином. Для очистки 
меченого препарата использовали пластинки TCX 
Silufol UV-254 и жидкостный хроматограф HP 1050, 
Hewlett-Packard, США. 

Для контроля степени радиохимической чис-
тоты 3Н-АГГ и уточнения его удельной радиоак-
тивности была применена разработанная нами ме-
тодика ВЭЖХ. Колонка YMC SiO2, 150×3 мм, 5 
мкм. Подвижная фаза – 30 : 1,2 : 6 (по объему) геп-
тан : метанол:хлороформ. Скорость подачи 0,4 
мл/мин. Температура комнатная. Детектирование 
при 290 нм. Для количественного определения 3Н-
АГГ использовали площадь пика стандартного рас-
твора препарата с известной концентрацией (метод 
внешней калибровки). Результат измерения коли-
чества 3Н-АГГ: 6,76 мг/850 мКи. На рис. 1 пред-
ставлена хроматограмма 3Н-АГГ и график распре-
деления радиоактивности в собранных в процессе 
ВЭЖХ фракциях. Радиохимическая чистота полу-
ченного 3Н-АГГ составляла 90 %. Для биологиче-
ских экспериментов 3Н-АГГ растворяли в микроко-
личестве ДМСО и в соответствующих аликвотах 
добавляли в лекарственную форму препарата, под-
готовленную для введения животным, после чего 
суспензию тщательно перемешивали. 

В эксперименте использовали мышей СВА, 
самок, весом 21 г с перевитой внутримышечно 
Са755, на 7-й день после перевивки. Животных 
группировали по 6 особей на каждую временную 
точку. Забор образцов органов и тканей проводили 
отдельно у каждой особи через 0,25; 0,5; 1,0; 3,0; 
5,0; 24,0; 48,0 и 96,0 ч после введения препарата. 
Препарат вводили с помощью желудочного зонда в 
виде суспензии гранулята таблетированной лекар-
ственной формы в 1 % крахмальном геле в объеме 
0,2 мл в дозе 0,21 мг (16 мкКи)/мышь, что состав-
ляет 10 мг (0,762 мКи)/кг. Концентрацию 3Н-АГГ 
определяли в 15 объектах: в крови, плазме, легких, 
печени, почках, селезенке, головном мозге, опухо-
ли Са755, костном мозге, поджелудочной железе, 
стенке желудка, стенке кишечника, надпочечниках, 
лимфатических узлах, тимусе. 

Для изучения экскреции 3Н-АГГ с мочой и 
калом группу животных в количестве 5 особей по-
мещали в метаболическую клетку «Tecniplast», 
Италия. Мочу и кал мышей собирали раздельно в 
периоды 0–5 ч, 5–24 ч, 24–48 ч, 48–72 ч и затем 
обрабатывали. 

Навески органов и тканей делали из полу-
ченных гомогенатов на весах «Sartorius laboratory L 
420 S» в количестве 100±1 мг и подвергали щелоч-
ному гидролизу в 3М растворе KOH в объеме, рав-
ном 1 мл, при температуре 90 °С в течение 40 мин. 
Точные аликвоты в объеме 50 мкл вносили во фла-
коны, содержащие 15 мл сцинтилляционной жид-
кости «Ultimo-Gold», Perkin Elmer США (из каждо-
го гидролизата в 3 флакона). До получения гемоге-
натов образцы желудка и кишечника освобождали 
от содержимого и тщательно отмывали внутренние 
поверхности от сорбированных остатков. Образцы 
бедренной кости вместе с костным мозгом взвеши-
вали и подвергали щелочному гидролизу, принимая 
весовое содержание костного мозга, равным 4 % от 
общего веса. Плазму крови стандартно получали из 
гепаринизированной крови центрифугированием. 
Кровь и плазму в количестве 100 мкл отбирали пи-
петками Brandt с постоянным объемом и добавляли 

к 1 мл 3М раствора KOH. Образцы подвергали гид-
ролизу в вышеуказанных условиях, затем из каждо-
го гидролизата отбирали материал параллельно в 3 
флакона. Таким образом, значение показателя ра-
диоактивности для каждой пробы рассчитывали как 
среднее значение из 3 измерений.  

Кал взвешивали и подвергали щелочному 
гидролизу при температуре 90 °С с последующим 
измерением содержания радиоактивности в аликво-
тах гидролизата. Измеряли объем мочи и концен-
трацию радиоактивности в аликвотах, помещенных 
во флаконы со сцинтилляционной жидкостью. 

Флаконы с содержащейся в них радиоактив-
ностью обсчитывали на счетчике 1219 Rack beta 
(spectral) LKB Wallac. Расчет концентраций препа-
рата в крови или ткани: 
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С – концентрация мкг/мл крови или мкг/г ткани; 
А – (dpm) – значение счета радиоактивности; 
1000 – мкл – объем пробы (гидролизата 100 мг ткани или 
100 мкл крови); 
50 – мкл – объем пробы (гидролизата), помещенный в 
флакон для счета радиоактивности; 
2,2 · 106 – dpm – значение счета (количество распадов в 
минуту, соответствующее 1 мкКюри); 
К – соотношение доза/радиоактивность (мкг/мкKюри на 
животное); 
10 – коэффициент перехода к 1 мл крови или грамму 
ткани. 

 
Величины концентраций АГГ в органах и 

тканях рассчитывали как средние из 6 параллель-
ных значений концентрации препарата в каждом 
образце материала от 6 животных, условно относя 
всю имеющуюся радиоактивную метку к молекуле 
исходного продукта. Величину радиоактивности 
каждого образца получали как среднее значение из 
3 параллельных измерений. 

 
Результаты 
 
В табл. 1 представлены результаты измере-

ния концентрации 3Н-АГГ в органах и тканях мы-
шей для каждой временной точки, выбранной для 
отбора образцов. Для сравнительной оценки кон-
центраций 3Н-АГГ в органах и тканях были рассчи-
таны их соотношения к концентрации препарата в 
крови (табл. 2). 

В табл. 3 представлены расчетные фармакоки-
нетические параметры: площади под AUC, построен-
ными по результатам измерения концентраций пре-
парата в интервале времени 15 мин – 96 ч; соотноше-
ние площадей для органа и крови, показывающие 
величину тропности препарата к объекту исследова-
ния, и средние времена его удержания (MRT) органа-
ми и тканями животных.  

Кинетические кривые на рис. 2–7, описываю-
щие изменения концентрации 3Н-АГГ в крови, плазме 
и органах животных, и построенные по данным, пред-
ставленным в табл. 1, были характерными для перо-
рального введения: с первой фазой всасывания, когда 
происходит повышение уровней концентрации препа-
рата, затем фазами распределения и выведения. 3Н-
АГГ сравнительно быстро всасывался и поступал в 
органы и ткани животных: максимальные значения 
концентраций препарата измеряли в основном через 
0,5ч после введения препарата.  
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Таблиц а  1  
Средние значения концентрации 3Н-АГГ в органах и тканях мышей после однократного перорального введения 
в дозе 10 мг (0,762 мКи)/кг  

[С]*, мкг/г ткани 
время, ч Орган, ткань 

0,25 0,5 1,0 3,0 5,0 24,0 48,0 96,0 
кровь** 0.50±0.08 0.76±0.10 0.68±0.11 0.48±0.05 0.63±0.05 0.59±0.06 0.51±0.03 0.29±0.03 
плазма** 0.75±0.11 1.06±0.12 0.95±0.33 0.62±0.08 0.74±0.07 0.70±0.04 0.55±0.04 0.30±0.03 
легкие 1.38±0.04 0.97±0.06 0.92±0.08 0.83±0.19 0.63±0.20 0.58±0.08 0.47±0.07 0.18±0.03 
печень 0.60±0.10 1.54±0.08 1.23±0.19 0.94±0.13 0.81±0.10 0.65±0.07 0.58±0.07 0.33±0.08 
почки 1.21±0.15 1.81±0.16 1.53±0.50 0.82±0.19 0.76±0.08 0.62±0.03 0.51±0.04 0.28±0.06 
селезенка 0.44±0.08 0.74±0.12 0.59±0.08 0.51±0.06 0.59±0.09 0.58±0.07 0.50±0.04 0.28±0.06 
головной мозг 0.21±0.02 0.45±0.04 0.48±0.10 0.40±0.07 0.43±0.03 0.51±0.04 0.40±0.04 0.23±0.06 
опухоль Са755 0.26±0.05 0.66±0.04 0.58±0.04 0.39±0.06 0.49±0.04 0.56±0.08 0.45±0.05 0.27±0.05 
костный мозг 13.45±3.18 10.69±1.79 13.67±2.59 8.73±2.20 8.16±0.65 7.99±0.81 10.53±2.6 7.57±1.50 
подж. железа 0.48±0.03 1.00±0.12 1.08±0.20 0.64±0.10 0.70±0.10 0.56±0.01 0.48±0.02 0.28±0.04 
желудок 79.49±11.2 52.17±13.0 50.95±8.3 50.95±1.9 25.24±1.86 0.76±0.2 0.59±0.15 0.18±0.05 
кишечник 3.81±1.87 15.78±1.33 6.71±1.29 1.75±0.49 1.80±0.59 0.36±0.05 0.31±0.05 0.08±0.02 
надпочечники 0.36 0.83 0.61 0.35 0.38 0.26 0.23 0.17 
лимф. узлы 0.23 0.49 0.52 0.33 0.40 0.39 0.40 0.19 
тимус 0.26 0.61 0.45 0.40 0.47 0.49 0.48 0.19 
В надпочечниках, лимфатических узлах, тимусе не показан доверительный интервал, 
так как количественное определение проводили по одному объединенному образцу. 
*± величина доверительного интервала; ** мкг/мл. 
 

Таблиц а  2  
Соотношение концентраций 3Н-АГГ в органах и тканях мышей к крови после однократного перорального вве-
дения в дозе 10 мг (0,762 мКи)/кг  

[С] орган/ [С] кровь 
время, ч Орган, ткань 

0,25 0,5 1,0 3,0 5,0 24,0 48,0 96,0 
кровь 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
плазма 1,50 1,39 1,39 1,29 1,17 1,18 1,08 1,03 
легкие 2,76 1,27 1,35 1,73 1,00 0,98 0,92 0,62 
печень 1,20 2,02 1,81 1,96 1,28 1,10 1,14 1,14 
почки 2,42 2,38 2,25 1,71 1,21 1,05 1,0 0,96 
селезенка 0,88 0,97 0,87 1,06 0,94 0,98 0,98 0,96 
головной мозг 0,42 0,59 0,70 0,83 0,68 0,86 0,78 0,79 
опухоль Са755 0,52 0,87 0,85 0,81 0,78 0,95 0,51 0,93 
костный мозг 26,9 14,06 20,10 18,19 12,95 13,54 20,65 26,10 
поджелудочная железа 0,96 1,31 1,59 1,33 1,11 0,95 0,94 0,96 
желудок 158,98 68,64 74,85 106,14 40,06 1,29 1,16 0,62 
кишечник 7,62 20,76 9,87 3,65 2,86 0,61 0,61 0,27 
надпочечники 0,72 1,10 0,89 0,73 0,60 0,44 0,45 0,58 
лимфатические узлы 0,46 0,64 0,76 0,69 0,63 0,66 0,78 0,65 
тимус 0,52 0,80 0,66 0,83 0,75 0,83 0,94 0,65 
 

Таблиц а  3  
Фармакокинетические параметры 3Н-АГГ для крови и органов мышей после однократного перорального введе-
ния в дозе 10 мг (0,762 мКи)/кг 

Фармакокинетические параметры Орган, ткань АUС, мкг·ч/г AUC орган/АUC кровь MRT, ч 
кровь 46,97 1,0 40,48 
плазма 52,62 1,12 38,90 
легкие 43,71 0,93 35,67 
печень 55,38 1,18 38,78 
почки 50,72 1,08 37,33 
селезенка 45,42 0,97 40,45 
головной мозг 36,92 0,78 40,82 
опухоль Ca755 41,83 0,89 41,31 
костный мозг 858,68 18,28 46,90 
поджелудочная железа 46,64 0,99 35,79 
желудок 501,73 10,68 7,01 
кишечник 57,93 1,23 17,65 
надпочечники 23,76 0,50 39,83 
лимфатические узлы 33,07 0,70 40,94 
тимус 38,93 0,83 39,75 
AUC – площадь под фармакокинетической кривой; MRT – среднее время удержания 
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Таблиц а  4  
Экскреция 3Н-соединений с мочой и калом мышей при однократном пероральном введении 3Н-АГГ в дозе 10 
мг (0,762 мКи)/кг 

Среднее значение кумулятивной экскреции в % от введенной дозы Время отбора экскрементов, ч Моча кал сумма 
5,0 3,16 30,90 34,06 

24,0 12,91 72,25 85,16 
48,0 15,59 77,4 92,99 
72ч 16,05 78,05 94,1 

Соотношение кал/моча – 4,86 – 
 
 
 

 
 
 
 

   
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 1. Хроматографический анализ 3Н-АГГ 
и график распределения радиоактивности по 
соответствующим фракциям. 

Рис. 2. Фармакокинетическая кривая 3Н-АГГ для 
крови мышей при однократном пероральном введе-
нии препарата в дозе 10 мг (0,762 мКи)/кг 
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Рис. 3. Фармакокинетическая кривая 3Н-АГГ 
для легких мышей при однократном перо-
ральном введении препарата в дозе 10 мг 
(0,762 мКи)/кг.

Рис. 4. Фармакокинетическая кривая 3Н-АГГ для 
печени мышей при однократном пероральном 
введении препарата в дозе 10 мг (0,762 мКи)/кг. 

 
 
 

 
 
 

      
 

Рис. 5. Фармакокинетическая кривая 3Н-АГГ 
для стенки желудка мышей при однократном 
пероральном введении препарата в дозе 10 
мг (0,762 мКи)/кг. 

Рис. 6. Фармакокинетическая кривая 3Н-АГГ 
для стенки кишечника мышей при однократ-
ном пероральном введении препарата в дозе 
10 мг (0,762 мКи)/кг. 

 
 
 
 
 

 
 
 
Рис. 7. Фармакокинетическая кривая 3Н-АГГ для костного мозга мышей при однократном пероральном введе-
нии препарата в дозе 10 мг (0,762 мКи)/кг 
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Исключение составили легкие, костный мозг 
и стенка желудка, где фаза нарастания концентра-
ции 3Н-соединений была короче и приходилась на 
период 0–15 мин. После достижения максимальных 
концентраций наблюдалось медленное снижение 
концентрации препарата практически во всех орга-
нах и тканях, кроме стенок желудка и кишечника. В 
желудке и кишечнике происходило быстрое сни-
жение содержания радиоактивных продуктов, 
практически на порядок к 24 ч наблюдения, при 
этом к 5 ч в стенке желудка оставалось 31,7 % от 
максимального уровня, а в стенке кишечника уже к 
3 ч определяли только 11,0 % от максимальной 30 
мин концентрации. 

Необычно высокие концентрации 3Н-АГГ 
отмечены в легких в начальный момент наблюде-
ния (15мин) – 1,38 мкг/г, что более, чем в 2 раза 
больше, чем в печени, крови или плазме. Затем, 
только к 5 часам, концентрация 3Н-соединения 
снижалась до уровня крови – 0,63 мкг/мл. В подже-
лудочной железе концентрация препарата достига-
ла максимальной величины к 1 ч и превышала та-
ковую для крови в 1,6 раза; затем снижалась до 
уровня крови только к 24 ч после введения препа-
рата. В опухоли Са755 максимальные концентра-
ции отмечались к 0,5 ч – 0,66 мкг/г, далее происхо-
дило их медленное уменьшение к 48 ч на 30–35 %.  

В желудке (стенке без содержимого) концен-
трация препарата через 15 мин после введения со-
ставила 79,5 мкг/г и за 5 часов снизилась в 3 раза, 
что отражает как процессы всасывания, так и накоп-
ления препарата в исследуемой ткани. Так, в период 
наблюдения с 0,5 до 3 ч концентрация 3Н-АГГ прак-
тически не изменялась, что, видимо, является след-
ствием связывания препарата с рецепторами, содер-
жащимися в стенке желудка. В стенке кишечника 
происходит подъем концентрации с 3,8 мкг/г к 0,25 ч 
до 15,78 мкг/г через 0,5 ч, что отражает поступление 
препарата из желудка; далее к 3 ч наблюдения кон-
центрация 3Н-соединения уменьшается в 9 раз от 
15,7 до 1,75 мкг/г. Вероятно, в кишечнике наряду с 
эвакуацией происходит и всасывание препарата 
и/или его метаболитов, так как к 5 ч в крови, плазме, 
селезенке, опухоли, поджелудочной железе и голов-
ном мозге было отмечено некоторое увеличение 
концентрации 3Н-соединений.  

Тканями, накапливающими препарат, можно 
считать костный мозг и желудок, так как коэффи-
циенты тропности (соотношение площадей под 
AUC к крови) составляют: костный мозг/кровь 
18,28 и желудок/кровь 10,7, в то время как для всех 
других органов величины коэффициентов или не-
значительно превышали, или были меньше 1. 

Таким образом, препарат быстро распреде-
лялся в организме животных, AUC для большинства 
органов и тканей варьирует от 30,0 до 47,0 
мкг·ч/мл,г, в печени и почках AUC несколько боль-
ше 50-55 мкг·ч/г ,что характерно для экскретирую-
щих органов. Накопление препарата отмечено в ко-
стном мозге, где AUC больше в 18 раз, чем в крови и 
MRT=46,9ч. Высокие концентрации 3Н-соединения 
отмечаются (более 10 часов) в стенке желудка 79,5-
10 мкг/г, что, вероятно, обусловлено его связывани-
ем с рецепторами.  

Величины среднего времени удержания 
(MRT) для большинства органов и тканей были 
близки по своим значениям: 36ч-41ч. Сравнительно 
быстро освобождались от 3Н-соединений желудок и 
кишечник, 7,0ч и 17,65ч, соответственно.  

В табл. 4 представлены данные анализа 3Н-
радиоактивности фракций мочи и кала животных.  

Как видно, максимальное количество 3Н-
соединений было выведено мышами в интервале 
времени 5–24 ч, всего за 24 ч было выведено от 
введенной дозы 12,91 % с мочой и 72,25 % с калом, 
а за 72 ч кумулятивная экскреция составляла 94,1 
%, в т.ч. 16,05 % с мочой и 78,05 % с калом. Соот-
ношение выведенного количества 3Н-соединений с 
калом и мочой составляло 4,86 раза.  

Средняя скорость экскреции была наиболь-
шей с калом (6,16 % в ч) и мочой (0,63 % в ч) в пе-
риод 0–5ч от введения препарата. 

 
Заключение 
 
В работе представлены результаты фармако-

кинетических исследований нового противоопухо-
левого препарата, пентапептида, аналога гипотала-
мического гормона соматостатина. Для идентифи-
кации АГГ и его количественного определения в 
биологических объектах был разработан метод по-
лучения меченого тритием препарата, путем хими-
ческого синтеза 3Н-тетрапептида и цистеина. Для 
введения радиоактивной метки молекулы тетрапеп-
тида подвергались бомбардировке термически ак-
тивированным газообразным тритием с последую-
щей очисткой целевого продукта.  

3Н-АГГ вводили мышам линии СВА с пере-
витой внутримышечно Са755 перорально в лекар-
ственной форме в дозе 10 мг (761,96 мКи)/кг. Оп-
ределение концентрации 3Н-АГГ проводили в 15 
органах и тканях мышей, включая Са755. Образцы 
крови и органов для анализа отбирали в 8 времен-
ных точках в интервале времени 15мин – 96 ч после 
введения препарата, а кал и мочу собирали в пе-
риоды 0–5 ч, 5–24 ч, 24–48 ч, 48–72 ч. 

Фармакокинетические исследования показа-
ли доступность 3Н-АГГ для всех изученных орга-
нов и тканей, в том числе для головного мозга и 
Са755. Препарат быстро всасывался и поступал в 
органы и ткани животных.  

Максимальные концентрации 3Н-АГГ в лег-
ких, стенке желудка и костном мозге достигались 
до 15 мин., а в остальных органах и тканях – через 
30 мин. после введения препарата.  

Величины максимальных концентраций 3Н-
АГГ в стенках желудка и кишечника, костном моз-
ге, легких, печени и почках превышали таковую в 
крови, соответственно, в 104,6 и 20,8; 18,0; 2,0; 2,0 
и 2,4 раза. 

По соотношению площадей под AUC ор-
ган/кровь органами-мишенями для 3Н-АГГ были 
костный мозг и желудок, для которых величины 
показателей составляли 18,3 и 10,7, соответственно. 
Кумулятивная экскреция 3Н-АГГ с мочой и калом 
мышей в основном завершалась к 24 ч после введе-
ния препарата и к 72 ч составляла 16 и 78 %, соот-
ветственно, суммарно 94 % от введенной дозы. 
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Резюме 
 
Проведена сравнительная характеристика показателей иммунного статуса у 106 пациентов хронической 

крапивницей, эритемами и хроническим тонзиллитом на фоне персистирующей ВЭБ инфекции и пациентов с 
IgE-зависимым типом заболевания. В группах больных с признаками активации латентной ВЭБ-инфекции на-
блюдалась недостаточность клеточного звена иммунитета, что может свидетельствовать об угнетении иммун-
ной системы в результате длительной персистенции ВЭБ, проявляющиеся в снижении общих Т-лимфоцитов 
CD3+, особенно выраженное у больных крапивницей; снижении уровня цитотоксических Т-лимфоцитов CD8+; 
снижении уровня натуральных киллеров CD16+, главным образом у больных хроническим тонзиллитом и сни-
жении CD25+.  

 
Ключевые слова: персистирующая ВЭБ-инфекция, иммунный статус, эритема, крапивница, тонзиллит. 
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Abstract 
 
We carried out a comparative studying of immune system parameters at 106 patients with chronic EBV-infection 

and chronic urticaria, erythemas, relapsing tonsillitis against IgE-dependent diseases patients. We observed insuffi-
ciency of cellular immunity in groups of patients with activation of a latent EBV-infection. It testifies about to oppres-
sion of immune system as a result of activity EBV-infection. Oppression of immune system is expressed in decrease in 
the general T-lymphocytes of CD3+, (it is especially expressed at patients with urticaria); decrease in level of cytotoxic 
T-lymphocytes of CD8+; decrease in level of natural killers of CD16+ (it is strongly expressed at patients with chronic 
tonsillitis) and decrease in CD25+. 

 
Key words: chronic EBV-infection, immune status, erythema, urticaria, tonsillitis. 

 
Введение 
 
Одной из фундаментальных проблем совре-

менной онковирусологии является изучение моле-
кулярных механизмов действия онкогенных виру-
сов, к числу которых относят и ВЭБ. Изучение за-
болеваний, вызываемых ВЭБ, являющимся пред-
ставителем семейства гамма-герпесвирусов челове-
ка, в настоящее время является важной медицин-
ской проблемой, привлекающей внимание специа-
листов различного профиля. Это обусловлено по-
всеместным распространением возбудителя, его 
специфической тропностью к иммунокомпетент-
ным клеткам, системным поражением внутренних 
органов, широким диапазоном клинических форм 
заболеваний, а также отсутствием специфического 
лечения и профилактики. Значимость проблемы 
герпетических инфекций в последние годы возрас-
тает, что объясняется также увеличением числа лиц 
со вторичными иммунодефицитами, при которых 
герпетические инфекции являются оппортунисти-
ческими. Для пациентов с иммунодефицитными 
состояниями (больных СПИДом, пациентов после 
трансплантации, новорожденных) герпесвирусные 
инфекции представляют опасность и могут приво-

дить к тяжелой болезни и в некоторых случаях к 
летальному исходу [2; 18]. С другой стороны гер-
песвирусная инфекция способствует развитию им-
мунодефицитных состояний, обусловленных не-
достаточностью различных звеньев иммунной сис-
темы и отсутствием возможности элиминировать 
вирус из организма. Кроме того, доказано, что ВЭБ 
может оказывать на организм воздействие вследст-
вие своей способности вызывать латентную инфек-
цию и длительно персистировать в дифференциро-
ванных клетках иммунной системы, индуцируя 
различные нарушения как на хромосомном, так и 
на генном уровнях.  

ВЭБ-инфицирование ассоциировано не толь-
ко с доброкачественными заболеваниями, такими 
как инфекционный мононуклеоз, чаще встречаю-
щийся у детей, волосатоклеточная лейкоплакия, но 
также с возникновением ряда злокачественных 
лимфопролиферативных заболеваний, таких как 
лимфома Ходжкина, неХоджкинские лимфомы и Т-
клеточные лимфомы, назофарингеальная карцино-
ма, некоторые гистологические варианты рака же-
лудка, легких, слюнных, околоушных, молочных 
желез [1; 4; 5; 27; 34]. При этом показана транс-
формирующая активность ряда протеинов ВЭБ, 

 



 

№ 3/том 11/2012   РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

40 ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ  

одним из проявлений которой является способ-
ность инактивировать ген опухолевого супрессора 
р53, что ведет к нарушению процессов апоптоза [6]. 
Значительная роль в процессе малигнизации эпите-
лиальных клеток отводится латентному мембран-
ному протеину ВЭБ (LMP-I). Злокачественное те-
чение инфекции, вызванной ВЭБ, может проявить-
ся развитием В-клеточной лимфомы – лимфомы 
Беркитта, частота выявляемости которой в США 
составляет примерно 1200 пациентов ежегодно. 

Впервые лимфома Беркитта была описана у 
детей Denis Burkitt в 1958 г. Хотя по данным лите-
ратуры наиболее часто заболевание наблюдается у 
лиц мужского пола в детском и молодом возрасте, 
по данным SEER Национального института по над-
зору за онкологическими заболеваниями в 2007 
году (National Cancer Institute Surveillance, Epidemi-
ology and End Results) частота встречаемости забо-
левания у взрослых пациентов старше 40 лет соста-
вила приблизительно 59 %.  

Вирус Эпштейна-Барр относится к семейству 
Herpesviridae подсемейству Gammaherpesvirinae роду 
Lymphocriptovirus и является вирусом герпеса 4-го 
типа. Впервые вирус герпеса IV типа был обнаружен 
Эпштейном и его коллегами в 1964 г. при электрон-
номикроскопическом исследовании клеток лимфо-
мы Беркитта. Вирус Эпштейна-Барр, проникая в 
верхние отделы верхних дыхательных путей, вне-
дряется в эпителиальные клетки и лимфоидную 
ткань рото- и носоглотки, в которых развивается 
воспалительный процесс. После первоначальной 
репликации в носоглотке вирус попадает в кровь и 
инфицирует В-лимфоциты, индуцируя секрецию 
иммуноглобулинов. В семействе герпесвирусов ВЭБ 
является уникальным по своей способности вызы-
вать не цитолиз, а размножение пораженных клеток-
В-лимфоцитов. Геном вируса представлен двойной 
спиралью ДНК, в ней закодировано 30 полипепти-
дов. Молекулярная масса 101×l06D, капсид имеет 
форму икосаэдра. ВЭБ вызывает латентную инфек-
цию, при которой в некоторых клетках макроорга-
низма пожизненно персистирует геном вируса, тогда 
как инфекционный вирус образуется в редкие пе-
риоды реактивации. Вирус Эпштейна-Барр способен 
поражать не только В-лимфоциты, но и клетки эпи-
телия рото- и носоглотки, низкодифференцирован-
ные клетки эпителия канальцев слюнных желез и 
тимуса. Геном ВЭБ обнаруживается и в Т-
лимфоцитах, эти клетки способны к экспрессии ран-
них и мембранных антигенов. Установлено, что ВЭБ 
трансформирует как зрелые, так и незрелые В-
клетки. В зараженных клетках вирус осуществляет 
четыре функции: индукция бласттрансформации, 
продолжительная пролиферация клеток, поддержа-
ние фонда вирусной ДНК в инфицированных клет-
ках, регуляция экспрессии вирусных генов. Антиге-
ны вируса, синтезирующиеся в процессе его репро-
дукции, формируются в разное время и имеют раз-
личное биологическое значение [3].  

Waldeyer's лимфатическое кольцо состоит из 
лимфоидной ткани, которая включает небные и 
глоточные миндалины и является частью первой 
линии защиты против патогенов. Большое число 
микроорганизмов может инфицировать эту ткань и 
являться причиной тонзиллита [20; 36]. Высокая 
частота идентификации ДНК ВЭБ (у 54,1 % боль-
ных) и белка LMP-1 (37,5 %) при хроническом тон-
зиллите у детей подтверждает, что миндалины мо-
гут являться резервуаром для ВЭБ, который может 
быть вовлечен в патогенез рецидивирующего тон-
зиллита [8; 11; 16]. 

Спектр патологических процессов у человека, 
в возникновении которых, как полагают, участвует 
ВЭБ, постоянно расширяется [19; 22; 23; 27; 28]. 
Достаточное число исследований, посвященных 
изучению особенностей клинических проявлений 
ВЭБ-инфекции, указывает на высокую частоту кож-
ных проявлений при инфекционном мононуклеозе 
[25; 26; 35; 38]. По данным Fitzpatrik у 70–100 % 
больных инфекционным мононуклеозом кожные 
высыпания развиваются в ответ на проводимую те-
рапию, чаще антибиотиками пенициллинового ряда, 
особенно ампициллином [14; 33]. Одиночные высы-
пания могут быть связаны с применением других 
антибиотиков, таких как амоксициллин, цефалексин, 
эритромицин и левофлоксацин. Обычно сыпь возни-
кает на 7–10 день после начала антибиотикотерапии. 
Эритематозные или скарлатиноформные высыпания 
красного или медно-красного цвета локализуются на 
туловище и конечностях и регрессируют через 7 
дней, сопровождаясь десквамацией. Сыпь может 
быть результатом продукции ВЭБ-индуцированных 
антител. Эти антитела впоследствии формируют 
иммунные комплексы, которые фиксируют компле-
мент. Экзантема, вызванная непосредственно ВЭБ-
инфекцией, может встречаться в 5–15 % случаев, 
проявляется болезненными и зудящими высыпания-
ми, появляющимися с первых дней заболевания, и 
регрессирует в течение 1–6 дней. Периорбитальный 
отек может наблюдаться у 50 % больных инфекци-
онным мононуклеозом. Примерно в 25 % случаев 
наблюдается энантема в виде 6–20 петехий диамет-
ром 0,5–1,0 см на мягком и твердом небе, которые 
могут формировать крупные очаги. 

Развитие ВЭБ-инфекции может сопровождать-
ся развитием многоформной экссудативной эритемы 
(МЭЭ), узловатой эритемы, акроцианозом, кольце-
видной центробежной эритемой, красным плоским 
лишаем, пальмарным дерматитом, холодовой крапив-
ницей и кольцевидной гранулемой [19; 32; 37–39]. У 
пациентов с первичной ВЭБ-инфекцией наблюдалось 
развитие генитальных язв. ВЭБ является наиболее 
частой причиной развития синдрома Джанотти-
Крости (Gianjtti-Crosti).  

Много сообщений в литературе посвящено 
ассоциации ВЭБ-инфекции и аутоиммунных заболе-
ваний. Эпидемиологические и экспериментальные 
исследования показали, что усиление репликации 
ВЭБ при хронических аутоиммунных болезнях, та-
ких как ревматоидный артрит, системная красная 
волчанка и рассеянный склероз может активировать 
эндогенные человеческие ретровирусы [30–32]. Ряд 
исследований указывает на ассоциацию ВЭБ-
инфекции и МЭЭ. Авторами описан случай развития 
МЭЭ на фоне продромальных явлений у 3-летней 
пациентки с локализацией на акральных частях ту-
ловища. Лабораторное исследование выявило высо-
кие титры антител к ВПГ и ВЭБ на фоне нормаль-
ных показателей функциональных проб печени и 
негативных антител против других вирусов, включая 
ЦМВ, энтеровирус, гепатит А [9; 24; 26; 29; 38]. В 
литературе встречаются сообщения о ВЭБ-
индуцированном синдроме Свита. Описан случай 
редкой необычной буллезной формы ВЭБ-
ассоциированного синдрома Свита у 45-летнего 
больного, развившейся на фоне 3-дневной лихорад-
ки, ассоциированной с артралгией. Высыпания лока-
лизовались на туловище и верхних конечностях.  

Также вирусные инфекции, вызванные виру-
сом простого герпеса, коксаки-вирусом А и В, ге-
патитом В, ВЭБ, играют важную роль в этиологии 
ангиоотеков у детей.  
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Подавляющее большинство случаев холодовой 
крапивницы являются спонтанными, однако считает-
ся, что до 5 % случаев может быть связано с рядом 
инфекций – сифилисом, боррелиозом, корью, ветря-
ной оспой, гепатитами, мононуклеозом, ВИЧ. На-
блюдается частая ассоциация холодовой и аквагенной 
крапивницы с активацией вирусных инфекций [13; 
15; 17; 39]. Зарубежные авторы представили клиниче-
ское наблюдение развития прогрессирующих билате-
ральных периорбитальных отеков на фоне лимфаде-
нопатии шейных и подчелюстных лимфоузлов. Лабо-
раторные признаки инфекционного мононуклеоза 
выражались в позитивном моноспот-тесте и наличии 
антител класса IgM к капсидному антигену ВЭБ. Ан-
титела класса IgG против EBV-VCA и EBV ядерного 
антигена (EBNA) отсутствовали. Результаты диагно-
стики с помощью ПЦР показали 306,700 ДНК ВЭБ 
копий/мл, что позволило установить диагноз инфек-
ционного мононуклеоза [12]. Периорбитальный отек 
может являться манифестацией инфекционного мо-
нонуклеоза. У таких пациентов ошибочно выставля-
ют диагноз ангиоотеки, контактный дерматит, нефро-
тический синдром или тиреоидит. Этиология периор-
битального отека неизвестна, но назофарингеальная 
репликация вируса, лимфопролиферация или лимфа-
тическая обструкция могут являться провоцирующи-
ми факторами [7; 10; 21]. 

Целью настоящего исследования явилось изу-
чение особенностей иммунологических нарушений у 
пациентов с хронической крапивницей, эритемами и 
хроническим тонзиллитом на фоне персистирующей 
ВЭБ инфекции. Проведена сравнительная характери-
стика показателей иммунного статуса у 106 пациентов 
хронической крапивницей, эритемами и хроническим 
тонзиллитом на фоне персистирующей ВЭБ инфекции 
и пациентов с IgE-зависимым типом заболевания (кра-
пивница, рино-конъюнктивальный синдром). 

 
Материалы и методы 
 
Все пациенты до начала исследования были 

разделены на 3 группы.  
В первую группу были включены 28 боль-

ных хронической спонтанной крапивницей, 21 
больной фиксированной эритемой и 13 больных 
многоформной экссудативной эритемой, с лабора-
торными признаками активности ВЭБ-инфекции 
при отсутствии сенсибилизации к основным при-
чинно-значимым аллергенам. Эту группу составили 
29 мужчин и 33 женщины в возрасте от 18 до 52 
лет. Длительность заболевания крапивницей варьи-
ровала от 2 месяцев до 5 и более лет; фиксирован-
ной эритемой и многоформной экссудативной эри-
темой от 4 месяцев до 10 лет. 

В состав второй группы включены 25 боль-
ных хроническим тонзиллитом и явлениями лим-
фаденита в шейной или затылочной области и ла-
бораторными признаками персистирующей ВЭБ 
инфекции. Длительность заболевания варьировала 
от 2 месяцев до 5 и более лет. 

Третью группу составили 40 пациентов с IgE-
зависимым типом заболевания (крапивница и рино-
конъюнктивальный синдром), не имеющих призна-
ков активации персистирующей ВЭБ-инфекции. 
Средний возраст составил 24,3±9,8лет. Суммарный 
стаж заболевания составил от 1 года до 30 лет, сред-
ний срок заболевания составил 9,5±6,9 лет. Всем 
больным было проведено клинико-лабораторное 
исследование (табл. 1 и 2). 

Лабораторные методы исследования вклю-
чали клинический анализ крови и мочи, биохими-

ческий анализ крови, комплекс серологических 
реакций на сифилис, а также тест на ВИЧ-инфи-
цирование, вирусный гепатит С и В. Иммунологи-
ческие методы исследования включали оценку фа-
гоцитарной активности нейтрофилов по определе-
нию фагоцитарного индекса и в НСТ тесте в спон-
танном и индуцированном вариантах.  

Содержание субпопуляций лимфоцитов в кро-
ви проводили с использованием моноклональных 
антител методом проточной цитометрии на проточ-
ном цитофлуориметре FacsCalibur (Becton Dickinson, 
США). Использовали FITC панель моноклональных 
антител (производства «Сорбент», ФГУ Институт 
Иммунологии Минздровсоцразвития РФ) к CD3, 
CD4, CD8, CD16, CD20 , CD71, CD25, HLA-DR. ИРИ 
рассчитывали по соотношению CD4+/CD8+. 

Содержание общих иммуноглобулинов IgА, 
IgG, IgМ классов проводили методом турбодимет-
рии на анализаторе Screen Master Plus (Hospitex 
Diagnostics S.A., Switzerland) с использованием мо-
носпецифических антисывороток АО НПО «Синте-
ко». Уровень общего IgE определяли в ИФА. 

Исследование уровня интерферона проводи-
ли по методу С.С. Григорян. В цельной гепарини-
зированной крови микрометодом in vitro определя-
ли уровень сывороточного интерферона, а также 
его спонтанную и индуцированную продукцию 
лейкоцитами. Продукцию индуцированного IFN-α 
определяли при стимуляции лейкоцитов ВБН, про-
дукцию IFN-γ лейкоцитами при воздействии мито-
геном – фитогемагглютинином (ФГА). Метаболи-
ческую и цитохимическую активность фагоцитов 
определяли путем спонтанного теста с НСТ (нитро-
синий тетразолий), методом хемилюминесценции, 
индуцированную in vitro фагоцитозом частиц опсо-
низированного зимозана (усиленной добавлением 
люминола, люцигенина) с использованием люми-
нометра L1251 (LKB, Sweden). Титры специфиче-
ских антител в сыворотке крови к вирусам ЦМВ, 
ВЭБ, Парвовирус В19 определяли методом ИФА. 
Всем больным были проведены микробиологиче-
ские исследования мазков из отделяемого зева, но-
соглотки, исследования секретов слюнных желез, и 
других биологических жидкостей на наличие ДНК 
ЦМВ, ВПГ, ВЭБ методом ПЦР.  

 
Результаты и обсуждение 
 
На основании анализа полученных результа-

тов выявлено, что у пациентов первых трех групп 
(с хронической крапивницей, эритемами и хрони-
ческим тонзиллитом) показатели НСТ-теста были в 
пределах нижней границы нормы, в то время как у 
больных с IgE-зависимым типом заболевания (кра-
пивница, рино-конъюнктивальный синдром), не 
имеющих признаков активации ВЭБ-инфекции, 
этот показатель был в пределах верхней границы 
нормы и составил 20,6±4,2 % (табл. 3). 

Показатели интерферонового статуса у пациен-
тов с признаками ВЭБ-инфекции были значительно 
ниже референтных значений. IFN-α в группах пациен-
тов, имеющих признаки активации ВЭБ-инфекции, 
были достоверно ниже нормы, наиболее низкие значе-
ния отмечены у пациентов, страдающих хроническим 
тонзиллитом (до 160,0ед/мл). Значения ниже рефе-
рентных, но выше, чем у пациентов с тонзиллитами, 
отмечены у пациентов с хронической спонтанной кра-
пивницей на фоне персистирующей ВЭБ-инфекции. 
(213,0 ед/мл; табл. 4). При сравнении показателей кле-
точного звена иммунитета обнаружены следующие 
изменения (табл. 5).  
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Таблиц а  1  
Содержание специфических антител к ВЭБ в сыворотке крови больных хронической спонтанной крапивницей 
и эритемами 

Показатель Нормальные значения Средние значения в n=62 

Антитела IgМ к капсидному антигену ВЭБ/VCA <0,3 0,67±0,54 

Антитела IgG к капсидному антигену ВЭБ/VCA <1ОП 17,73±5,88 

Антитела IgG к раннему антигену ВЭБ/EA <0,3ОП 1,24±0,9 

Антитела IgG к ядерному антигену ВЭБ/EBNA <5ед/мл 75,02±27,43 
 

 
 

Таблиц а  2  
Качественное определение ДНК ВЭБ методом ПЦР в секрете слюнных желез 

Группа больных 
хроническая спонтанная 

крапивница n=28 
Эритемы 

n=34 
хронический тон-
зиллит  n =25 

IgE-зависимые лица (крапивница, рино-
конъюнктивальный синдром) n =40 

+ + + - 
 
 
 

 
Таблиц а  3  

Сравнительная характеристика фагоцитарной активности нейтрофилов периферической крови у больных хро-
нической крапивницей, эритемами и хроническим тонзиллитом на фоне персистирующей ВЭБ-инфекции 

Группа 1 Группа 2 Группа 3 
Показа-
тель 

 

Нор-
мальные 
значения 

Хроническая 
спонтанная кра-
пивница n=30 

Э -
н -
ритема фиксирован
ая и эритема много
формная экссудатив-

ная n =32 

Хрониче-
ский тонзи-
лит n =25 

IgE-зависимый тип заболе-
вания (крапивница, рино-
конъюнктивальный син-

дром) n =40 

Фагоци-
тарный 
индекс 

40-80% 71,480±13,46 67,95±21,22 Нет данных 73,4±3,8 

НСТ ЦП 0,1-0,32 
у.е 0,272±0,13 0,3±0,11 Нет данных Нет данных 

НСТ 5-23% 9,7±0,8* 
 

8,4±1,1* 
 8,8±6,4* 20,6±4,2* 

*p<0,05 достоверность различий между группами 1,2 и группой сравнения 3. 

 
 
 
 

Таблиц а  4  
Сравнительная характеристика основных показателей интерферонового статуса у больных крапивницей, эри-
темами и хроническим тонзиллитом на фоне персистирующей ВЭБ-инфекции 

Группа 1 Группа 2 
Показатель 

 
Нормальные 
значения Хроническая спонтанная 

крапивница n=30 

Эритема фиксированная  
и эритема многоформная 
экссудативная n =32 

Хронический тон-
зиллит n =25 

IFN-α 
 

640-1280 
ед./мл 213,0±127,2 * 251,2±148,4* 160,0±50* 

*p<0,05 достоверность различий между группой 1 и группой 2. 
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1. Значения CD3 были в пределах нижней 
границы референтных значений в груп-
пах пациентов с кожной патологией. 
При этом у больных хронической 
спонтанной крапивницей наблюдается 
снижение абсолютных и относитель-
ных значений CD3, в то время как в 
группе больных эритемами относи-
тельные значения CD3 – в пределах 
нормы на фоне незначительного по-
вышения абсолютных значений. В 
группе больных хроническим тонзил-
литом уровень CD3 также в пределах 
нормальных значений. Таким образом, 
выявлены существенные различия в 
абсолютном содержании CD3+ клеток 
у пациентов с рецидивирующей кра-
пивницей и эритемами на фоне перси-
стирующей вирусной инфекции 
(1047,100±242,57 и 1891,1±105,3×106 
г/л). Низкие значения CD3 клеток, ве-
роятно, играют ключевую роль в кас-
кадных реакциях гистаминолаберации. 

2. Показатели CD4 и CD16 у всех были в 
пределах референтных интервалов, 
иммунорегуляторный индекс ИРИ не 
изменен. Однако в группе больных 
хроническим тонзиллитом наблюда-
лось снижение CD16 до 8,5 %. Наблю-
далось снижение относительных и аб-
солютных значений CD8 во всех ис-
следуемых группах. В группе больных 
с кожной патологией наблюдались 
различия в уровнях CD72: у больных 
крапивницей относительные и абсо-
лютные значения были значительно 
повышены до 18,8±5,84 %; 448,7±176,1 
г/л, в то время как у больных эритема-
ми этот показатель был существенно 
снижен до 9,9±0,8 %. 

3. На фоне персистенции ВЭБ-инфекции 
наблюдались изменения показателей 
CD25. Наиболее низкие значения вы-
явлены у пациентов с хроническим 
тонзиллитом (3,85±2,68 %). В группе 
пациентов с кожной патологией выяв-
лены существенные различия в зави-
симости от диагноза. У пациентов с 
клиническими проявлениями крапив-
ницы показатель CD25 составил 
10,4±6,1%, а у пациентов с эритемами 
несколько ниже - 6,1±4,8%. Показатели 
CD95 у пациентов в группах на фоне 
персистирующей ВЭБ-инфекции были 
различны. Отмечено, что у больных 
хроническим тонзиллитом значения 
CD95 были выше референтных значе-
ний (65,3±3,9 %), в то время как у па-
циентов с проявлениями крапивницы и 
эритемами значительно ниже нормаль-
ных значений (30,6±11,3 % и 35,9±10,7 
% соответственно). Вероятно, сниже-
ние маркера CD95 играет важную роль 
в развитии кожной патологии на фоне 
персистенции ВЭБ-инфекции. 
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4. CD21 является важным рецептором 
для распознавания вирусов на эпители-
альных клетках и В-лимфоцитах, одно-
временно являясь рецептором для C3d 
компонента комплемента. В группе 
больных кожными заболеваниями вы-

явлены существенные различия в пока-
зателях CD21: у больных крапивницей 
отмечается повышенный уровень 
CD21, составляющий 18,8±9,7 %, в то 
время как у больных эритемами этот 
показатель находился на нижней гра-
нице нормальных значений (11,3±4,3 
%). У больных хроническим тонзилли-
том значение CD21 было снижено и 
составляло 10,6±2,7 %.  

Таким образом, у всех пациентов обследуе-
мых групп с признаками активации персистирую-
щей ВЭБ-инфекции наблюдались признаки недос-
таточности клеточного звена иммунитета, что мо-
жет свидетельствовать об угнетении иммунной 
системы в результате длительной персистенции 
ВЭБ, проявляющиеся в снижении общих Т-лимфо-
цитов CD3, особенно выраженное у больных кра-
пивницей; снижении уровня цитотоксических Т-
лимфоцитов CD8+; снижении уровня натуральных 
киллеров CD16+, главным образом у больных хро-
ническим тонзиллитом и снижении CD25.  

При исследовании показателей гуморального 
звена иммунитета у больных с хроническим тон-
зиллитом, протекающем на фоне персистирующей 
ВЭБ-инфекцией выявлено нарушение соотношения 
основных классов иммуноглобулинов, выражаю-
щееся в снижении уровней IgA и IgM (табл. 6). 
Аналогичный дисбаланс выявлен в группе пациен-
тов с IgE-зависимым типом заболевания. В группах 
с кожной патологией уровни иммуноглобулинов 
были в пределах нормы. Вероятно, это отражает 
умеренную степень репликации вируса у обследуе-
мых больных.  

 
Заключение 
 
На основании результатов, представленных в 

статье, на современном этапе представляется акту-
альным изучение влияния степени репликации ВЭБ 
на формирование вторичных иммунодефицитных 
состояний.  

Ранее основными парадигмами для изучения 
ВЭБ являлись культуры клеток, пациенты с онко-
логическими и аутоиммунными заболеваниями, 
лица, инфицированные ВИЧ.  

В настоящее время спектр заболеваний, в 
развитии и прогрессировании которых ведущая 
роль отводится ВЭБ-инфекции, значительно рас-
ширился. В свою очередь, длительная персистен-
ция ВЭБ способна привести к ряду иммунологиче-
ских нарушений и изменить течение некоторых 
заболеваний, что показано в данном исследовании 
на примере некоторых дерматозов и хронического 
тонзиллита.  

Несмотря на то, что ВЭБ, являясь лимфо-
тропным вирусом, преимущественно поражает В-
лимфоциты, стимулируя их пролиферацию, форми-
рующиеся под действием вируса изменения затра-
гивают все звенья иммунной системы. Во всех об-
следуемых группах у больных с признаками акти-
вации латентной ВЭБ-инфекции наблюдалась не-
достаточность клеточного звена иммунитета, что 
может свидетельствовать об угнетении иммунной 
системы в результате длительной персистенции 
ВЭБ, проявляющиеся в снижении общих Т-лимфо-
цитов CD3, особенно выраженное у больных кра-
пивницей; снижении уровня цитотоксических Т-
лимфоцитов CD8+; снижении уровня натуральных 
киллеров CD16+, главным образом у больных хро-
ническим тонзиллитом и снижении CD25.  
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46 ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ОПРЕДЕЛЕНИЕ СПЕЦИФИЧЕСКИХ…

Полученные данные расширяют сущест-
вующие на сегодняшний день фундаментальные 
знания о роли потенциально онкогенного вируса 
Эпштейна-Барр в патогенезе некоторых дерматозов 
и хронических воспалительных заболеваний ЛОР-
органов и влиянии длительной персистенции ВЭБ 
на клетки иммунной системы. Знание причин, ме-
ханизма развития повреждений иммунной защиты 
организма при ВЭБ-инфекции необходимы для 
своевременной диагностики, разработки и проведе-
ния эффективных мер для коррекции иммунологи-

ческих нарушений, а также позволят контролиро-
вать ВЭБ-ассоциированные хронические воспали-
тельные процессы в эпителии слизистой, которые 
могут способствовать онкогенезу.  

Дальнейшее изучение этих иммунологиче-
ских нарушений, возможно, поможет расширить 
понимание сложного комплекса молекулярно-
биологических, вирусологических и иммунологи-
ческих закономерностей, которые лежат в основе 
патогенеза ВЭБ-ассоциированного иммунодефи-
цита. 
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Резюме 
 
В настоящем исследовании изучался иммунологический ответ у онкологических больных, которые по-

лучали дендритноклеточную вакцину. Оценка противоопухолевого иммунитета проводилась методом ELISPOT 
– одним из основных способов определения количества цитокин-продуцирующих клеток. Лимфоциты инкуби-
ровались в присутствии фитогемагглютинина (ФГА) или опухолевого лизата. Было установлено, что в процессе 
вакцинотерапии число секретирующих интерферон-γ клеток в двух указанных пробах увеличивается в несколь-
ко раз у 8 пациентов. У 5 больных было зафиксировано уменьшение данного показателя. У одного пациента нет 
изменения в количестве активированных лимфоцитов на фоне иммунизации. Была обнаружена взаимосвязь 
между изменением числа интерферон-γ-продуцирующих клеток в двух группах. У 4 больных с повышением 
иммунного ответа в присутствии лизата увеличивается также и неспецифическая реакция на ФГА. У 1 пациента 
при уменьшении числа клеток в опытной пробе уменьшается и число клеток при инкубации с ФГА. 

 
Ключевые слова: меланома, дендритноклеточная вакцина, ELISPOT, противоопухолевый иммунитет, 

интерферон-γ. 
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Abstract 
 
In this study we have examined the immune response in cancer patients treated with dendritic cell vaccine. Anti-

tumor response was estimated by ELISPOT method, one of the basic methods determining the number of cytokine-
produced cells. Lymphocytes were incubated with phytohaemagglutinin (PHA) and tumor lysate. 14 patients were en-
rolled in this study. It was determined that the number of interferon-γ secreted cells increased few-fold in 8 patients 
during the vaccination, the number of interferon-γ secreted cells reduced in 5 patients and there was no response in one 
patient. Moreover, we have observed that the increasing of immune response in 4 patients was correlated with the re-
sponse to PHA and the decreasing of immune response was correlated with the decrease of immune response to PHA in 
one patient. Based on data obtained we conclude that the dendritic vaccine is effective. 

 
Key words: melanoma, dendritic cell vaccine, ELISPOT, antitumor immunity, interferon-γ. 
 
Введение 
 
Успешное лечение онкологических заболе-

ваний является одной из центральных проблем ме-
дицины. Сейчас основными методами противоопу-
холевой терапии являются: хирургическое удале-
ние опухоли, химиотерапия, лучевая терапия. Но 
все эти методы не позволяют полностью уничто-
жить опухоль и ее метастазы. Насущной проблемой 
медицины является разработка новых терапевтиче-
ских методов борьбы с онкологическими заболева-
ниями. Одним из направлений этой работы являет-
ся создание противоопухолевых вакцин [3; 6; 20]. К 
ним относятся: коктейль рекомбинантных опухоле-
вых антигенов, рекомбинантные микроорганизмы, 
онколитические вирусы, анти-идиотипические ан-
титела, ДНК, генно-инженерные конструкции, об-
лученные цельные опухолевые клетки и клетки 
иммунной системы (в частности, аутологичные 
дендритные клетки, нагруженные опухолевыми 

антигенами) [21; 23; 25; 26; 32]. Кроме того, одной 
из применяемых вакцин являются дендритомы, 
которые в опытах in vitro показали большую эф-
фективность по сравнению с дендритоклеточной 
вакциной [7; 18].  

В России проходили клиническое испытания 
вакцины на основе опухолевых клеточных линий 
меланомы, трансфицированных геном tag-7 и ГМ-
КСФ и аутологичные дендритные клетки больных 
нагруженных опухолевым лизатом [9; 11–15]. Це-
лью создания подобного рода препаратов является 
увеличение у пациентов популяции CD8+ цитоток-
сических Т-лимфоцитов (ЦТЛ), способных унич-
тожать опухолевые клетки [4; 5; 30]. Вакцины на 
основе дендритных клеток в настоящее время про-
ходят I и II фазу клинических испытаний как в Рос-
сии, так и за рубежом [1; 16; 27]. Изучается их дей-
ствие при разных нозологиях: раке мочевого пузы-
ря, колоректальном раке, меланоме, нейроглиоме и 
др. [1; 8; 16; 17].  
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Для оценки степени выраженности Т-клеточ-
ного звена иммунитета на фоне иммунизации дан-
ной вакциной используют метод ELISPOT. 
ELISPOT (Enzyme-Linked ImmunoSpot) – твердо-
фазная модификация метода иммуноферментного 
анализа. Изначально ELISPOT был разработан С. 
Czerkinsky et al. в 1983 г. [22] для подсчета В-
лимфоцитов, продуцирующих специфические ан-
титела, а затем был адаптирован для разных задач, 
в особенности для идентификации и подсчета ци-
токин-продуцирующих клеток с точностью вплоть 
до отдельных клеток. ELISPOT позволяет визуали-
зировать вещество, продуцируемое отдельными 
активированными клетками, и предоставляет как 
качественную (тип продуцируемого вещества), так 
и количественную (число активированных клеток) 
информацию. Метод ELISPOT является удобным и 
надежным для оценки иммунного ответа у больных 
злокачественными новообразованиями, получаю-
щих иммунотерапию [2; 33]. 

Цель работы – оценить иммунологическую 
эффективность дендритноклеточной вакцины ме-
тодом ELISPOT у больных меланомой. 

 
Материалы и методы 
 
Исследование проводилось на мононуклеа-

рах 14 больных меланомой кожи. Вакцину вводили 
больным внтутрикожно в дозе 1×106 аутологичных 
дендритных клеток. Интервалы между первыми 4 
инъекциями составляли 2 нед., далее иммунизация 
больных проводилась 1 раз в месяц [16]. Вакцина-
ция продолжалась вплоть до развития прогрессиро-
вания. На разных этапах вакцинации проводился 
забор крови, условно обозначенный «точка». 

Мононуклеары периферической крови полу-
чали путем разделения в градиенте плотности фи-
колл-урографина (=1,077 г/мл) по стандартной 
методике [31].  

Клеточную линию меланомы человека mel 
Kor [10] культивировали в среде RPMI-1640, со-
держащей 10 % ТЭС, 10мМ HEPES (Sigma, США), 
2мМ L-глутамина (Sigma, США), 40 нг/мл гента-
мицина (ICN, США), 0,1% 1000х раствора амино-
кислот и 0,1% 1000х раствора витаминов (ПанЭко, 
Россия). Клетки поддерживали в логарифмической 
фазе роста постоянным пересевом культуры через 
3–4 дня. Для открепления клеток с пластика ис-
пользовали раствор Версена. Для получения опухо-
левого лизата проводили процедуру заморажива-
ния–оттаивания клеток линии mel Kor 5 раз. Полу-
ченный лизат разливали по аликвотам и хранили 
при –80 °С. Клеточная линия mel Kor отличается 
отсутствием антигенов главного комплекса гисто-
совместимости I и II классов и наличием различных 
опухолеассоциированных антигенов [10]. 

При постановке ELISPOT раскапывали по-
кровные МКА к ИФН-γ на белок-связывающую 
мембрану 96-луночного планшета по 50 мкл на 
лунку и инкубировали 18 ч при 37 °С и 5 % СО2. 
Плато отмывали от несвязавшихся МКА стериль-
ным фосфатно-солевым буфером (PBS). Блокиро-
вали белок-связывающую мембрану средой RPMI-
1640 содержащей 5 % ТЭС. Инкубировали 2 ч при 
комнатной температуре, после чего блокирующую 
среду сливали. В лунки вносили мононуклеары по 
5×104 клеток на лунку в присутствии ФГА в кон-
центрации 10 мкг/мл, или по 1×105 клеток на лунку 
в присутствии лизата (из расчета лизат из 10 000 
опухолевых клеток на 100 000 лимфоцитов). Инку-
бировали 18 ч при 37 °С и 5 % СО2. После инкуба-

ции 10-кратно отмывали от клеток буферным рас-
твором, содержащим 0,1 % Tween-20. Затем, добав-
ляли 100 мкл на лунку биотинилированных МКА к 
интерферону-γ, разведенных 1:1000 в PBS с 0,5% 
бычьим сывороточным альбумином и 0,1% Tween-
20, инкубировали 2 ч и отмывали от несвязавшихся 
антител. Затем добавляли 0,01 %-ную щелочную 
фосфатазу по 100 мкл на лунку. Инкубировали 30 
мин в темноте при комнатной температуре. Плато 
отмывали и добавляли субстрат к щелочной фосфа-
тазе по 100 мкл на лунку. Плато инкубировали 30 
мин при комнатной температуре в темноте. Для 
остановки реакции плато отмывали проточной дис-
тиллированной водой в течение 2 минут. Плато 
высушивали при комнатной температуре в темноте. 
Количество пятен в лунках определяли на приборе 
ELISPOT-reader.  

 
Результаты и обсуждение 
 
Изучалась продукция ИФН-γ лимфоцитами 

крови 14 больных меланомой, получавших аутоло-
гичную дендритноклеточную вакцину. Результаты 
работы представлены в табл. 1. При активации мо-
нонуклеаров опухолевым лизатом у 8 пациентов 
наблюдалось повышение интерферон-γ-продуци-
рующих клеток в процессе вакцинации (Б.А.В., 
М.А.В., С.Н.М., С.Л.В., Т.А.В., К.Е.С., Т.О.В., 
Г.С.Л.; табл. 1). Отметим, что статистически досто-
верное увеличение числа исследуемых клеток за-
фиксировано у 4 из 8 пациентов (М.А.В., С.Н.М., 
С.Л.В., Г.С.Л.). У 5 больных число клеток, проду-
цирующих интерферон-γ, уменьшалось в процессе 
вакцинации (П.А.В., С.Р.В., П.Н.А., Г.С.Д., Д.Ф.А.). 
Достоверное отличие имеется только у 2 из них 
(С.Р.В., П.Н.А.). У одного пациента нет изменения 
в числе активированных лимфоцитов на фоне вак-
цинотерапии (В.Е.В.). Полученные результаты по-
зволяют говорить о стимуляции Т-клеточного им-
мунитета у большинства пациентов получающих 
дендритноклеточную вакцину. Кроме того, следует 
отметить, что у всех пациентов этой группы число 
интерферон-γ-продуцирующих клеток увеличива-
ется поступательно от вакцинации до вакцинации.  

Помимо противоопухолевого ответа Т-лим-
фоцитов на вакцинотерапию дендритными клетка-
ми, изучалась также неспецифическая активность 
клеток способных секретировать интерферон-γ в 
ответ на ФГА на фоне иммунизации (табл. 2). Ста-
тистически значимое увеличение числа данных 
клеток имеется у 7 пациентов (М.А.В., С.Н.М., 
П.А.В., Д.Ф.А., Г.С.Л.). Статистически значимое 
уменьшение хотя бы на каком-то этапе – у 4 боль-
ных (Б.А.В., П.Н.А., Г.С.Д., Т.О.В.). Полученные 
результаты свидетельствуют о повышении неспе-
цифической активности Т-лимфоцитов в процессе 
вакцинации у большей части пациентов.  

Была также установлена прямая взаимосвязь 
между изменением числа интерферон-γ-проду-
цирующих клеток в ответ на лизат и ФГА. У 4 
больных с повышением иммунного ответа в опыт-
ной пробе увеличивается также и неспецифическая 
реакция на ФГА (М.А.В., С.Н.М., С.Л.В., Г.С.Л.) У 
1 пациента при уменьшении числа клеток в опыт-
ной пробе уменьшается и число клеток при инку-
бации с ФГА. Исследование по использованию ден-
дритноклеточной вакцины для иммунизации боль-
ных меланомой проводилось в рамках I фазы кли-
нических испытаний. На основании полученных 
результатов можно дать заключение об иммуноло-
гической эффективности данной вакцины.  
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У некоторых больных число клеток, секре-
тирующих интерферон-γ, в процессе вакцинации 
увеличивается примерно в 3, а у одного в 10 раз. В 
местах введения вакцины у больных развивается 
реакция ГЗТ, что свидетельствует о наличии спе-
цифических иммунных реакций, направленных 
против опухоли [28].  

Вакцина на основе дендритных клеток, на-
груженных опухолевым лизатом, предназначена 
для активации эффекторного звена иммунитета для 
уничтожения опухоли. Идея создания данной вак-
цины основана на сведениях о взаимодействии кле-
ток иммунной системы и антиген-презентации. 
Дендритная клетка представляет фрагмент антиге-
на в комплексе с молекулами HLA-ABC и HLA-DR 
как Т-хелперам, так и Т-киллерам и запускает кас-
кад реакций, направленных на уничтожение кле-
ток-мишеней. Предполагается, что и презентация 
опухолевых пептидов в иммуногенном комплексе 

будет способствовать специфической активации Т-
лимфоцитов и в конечном счете ликвидации опу-
холевой массы [19; 24; 29].  

Однако параллельное изменение уровня ин-
терферон-γ-продуцирующих клеток в ответ на опу-
холевый лизат и ФГА указывает на то, что аутоло-
гичная дендритноклеточная вакцина неспецифиче-
ски активирует иммунную систему.  

Вероятно, манипуляция с дендритными 
клетками и их активация стимулирует иммунную 
систему, которая реагирует на любые встретившие-
ся антигены. 

 
Заключение  
 
Полученные результаты позволяют говорить 

о ст муляции Т-клеточного звена иммунитета у 
большинства пациентов получающих дендритнок-
леточную вакцину. 

 
 
 
 

Таблиц а  1   
Число ИНФ-γ-продуцирующих клеток больных, получающих дендритноклеточную вакцину на разных этапах 
вакцинации в ответ на опухолевый лизат 

Больные № точки Опухолевый лизат + клетки Медиана 

В.Е.В. 
1 
3 
5 

4,3 ± 2,5 
3,7 ± 0,6 
4 ± 5,1 

4 
4 
1 

Б.А.В. 
1 
3 
5 

7,7 ± 3,8 
8,3 ± 6,1 

22,7 ± 12,7 

6 
7 

18 

М.А.В. 
1 
3 

10 

3 ± 1 
9 ± 4,6 ** 

27,7 ± 5 *** 

3 
8 

27 

С.Н.М. 
1 
5 

10 

13 ± 8 
25,7 ± 2,1 

41,3 ± 10,5*** 

13 
25 
41 

С.Л.В. 
1 
5 

10 

4 ± 2,6 
14 ± 7 ** 

42,7 ± 5,5 *** 

5 
14 
43 

П.А.В. 1 
5 

15 ± 1,7 
12,7 ± 2,1 

16 
12 

Т.А.В. 1 
3 

58,3 ± 10,7 
74,7 ± 14,4 

56 
83 

С.Р.В. 1 
3 

54,7 ± 6,5 
24,7 ± 8,5 *** 

55 
25 

К.Е.С. 1 
3 

5,7 ± 0,6 
16 ± 9,5 

6 
11 

П.Н.А. 
1 
3 
5 

86 ± 12,8 * 
18 ± 3,5 ** 

49,3 ± 11,5*** 

89 
16 
49 

Г.С.Д. 1 
3 

39 ± 17,6 
28 ± 2,6 

46 
29 

Т.О.В. 1 
3 

9 ± 5,6 
21,7 ± 7,1 

8 
23 

Д.Ф.А. 1 
3 

18,7 ± 5,5 
11,7 ± 6,1 

16 
13 

Г.С.Л. 1 
3 

3,3 ± 2,5 
36 ± 7,9 *** 

3 
33 

*статистическая достоверность между первой и последующей точкой;  
**статистическая достоверность между промежуточной и последней точками;  
***статистическая достоверность между первой и последней точками. 
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Таблиц а  2   
Число ИНФ-γ-продуцирующих клеток больных, получающих дендритноклеточную вакцину на разных этапах 
вакцинации в ответ на ФГА 

Больные № точки ФГА + клетки Медиана 

В.Е.В. 
1 
3 
5 

176,3 ± 90,45 
186 ± 10 

243 ± 44,7 

195 
188 
257 

Б.А.В. 
1 
3 
5 

306,3 ± 6 * 
448,3 ± 9,7 ** 

302 ± 2,7 

307 
446 
301 

М.А.В. 
1 
3 

10 

202,7 ± 21,5 
238,3 ± 10,7** 

439,7 ± 13,9 *** 

201 
236 
436 

С.Н.М. 
1 
5 

10 

35,7 ± 4,1 * 
354 ± 7,9 ** 

423 ± 9,6 *** 

37 
351 
419 

С.Л.В. 
1 
5 

10 

137 ± 58,6 * 
368 ± 50,2 

432 ± 9,2 *** 

134 
353 
434 

П.А.В. 1 
5 

331 ± 13,7 
391,7 ± 28,9 *** 

334 
386 

Т.А.В. 1 
3 

224,7 ± 30 
219,7 ± 19,5 

241 
211 

С.Р.В. 1 
3 

463,7 ± 7,2 
453 ± 7,5 

460 
452 

К.Е.С. 1 
3 

215 ± 33,6 
226,3 ± 40,6 

212 
230 

П.Н.А. 
1 
3 
5 

485,7 ± 15 * 
335 ± 31,6 ** 
445 ± 10,8 *** 

487 
348 
442 

Г.С.Д. 1 
3 

425,7 ± 19,5 
224,7 ± 7,8*** 

417 
217 

Т.О.В. 1 
3 

418 ± 19,9 
305 ± 16 *** 

429 
305 

Д.Ф.А. 1 
3 

196 ± 18,5 
382 ± 44,8 *** 

206 
400 

Г.С.Л. 1 
3 

118 ± 34,1 
400 ± 7,2 *** 

128 
402 

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

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

Если под одной подписью планируется несколько рисунков, каждый должен быть прислан от-
дельно и соответствовать указанным выше требованиям по качеству. 

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

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

Все формулы должны быть тщательно выверены автором, набраны или встроены в формат тек-
стового редактора. В формулах необходимо различать строчные и прописные, латинские и греческие, 
подстрочные и надстрочные буквы. Использованные автором сокращения должны быть разъяснены 
под формулой. 

Список литературы должен быть кратким и содержать не более 20 ссылок для статей, посвя-
щенных экспериментальным и клиническим исследованиям, и не более 100 ссылок для обзорных 
статей. Номера ссылок указывается в квадратных скобках через точку с запятой. 
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Резюме 
 
5-кратное введение через рот водного экстракта, приготовленного из БАДа «Фиточай Амарантил» 

(ВЭА) сопровождается торможением роста сóлидной лимфомы P388 у мышей. ВЭА способен усилить противо-
опухолевый эффект, наблюдаемый при однократной инъекции мышам низкодозового циклофосфамида. 

 
Ключевые слова: биологически активная добавка «Фиточай Амарантил», торможение роста опухоли, 

однократный низкодозовый циклофосфамид. 
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Abstract 
 
5-fold administration through the mouth of the water extract prepared from the BAA "Phytotea Amaranthyl" 

(WEA) is accompanied by inhibition of the growth of a solid P388 lymphoma in mice. WEA is able to enhance the 
antitumor effect observed after a single injection of mice with low-dose cyclophosphamide. 

Key words: biologically active additive «Phytotea Amaranthyl», tumor growth inhibition, water extracts of an 
amaranth, a single low dose of cyclophosphamide. 
 

Введение 
 
Многие растения содержат большое число 

ингредиентов, способных проявлять противоопу-
холевую активность. Недавно в ВНИИССОК впер-
вые созданы сорта амаранта овощного назначения, 
содержащие в листьях высококачественный расти-
тельный белок, витамины, алкалоид амарантин, 
микроэлементы. Изучение влияния амаранта на 
опухолевый рост актуально как для более полного 
понимания полезности питания с использованием 
этого овоща, так и для определения возможности 
использования его в качестве источника соедине-
ний, которые могут быть полезны для профилакти-
ки онкологических заболеваний и лечения онколо-
гических пациентов. Такими средствами могут, в 
частности стать биологически активные добавки к 
пище, созданные на основе красноокрашенного 
амаранта Amaranthus tricolor Linn. (Amaranthus 
gangeticus L.) семейство Amaranthaceae. 

Известно, что, начиная с 4 тысячелетия до 
нашей эры, овощные виды амаранта широко ис-
пользуются для питания и в качестве лечебного 
средства в странах Латинской Америки, Юго-
Восточной Азии, Индии, Китае [2]. Amaranthus tri-
color Linn является одним из традиционных лекар-
ственных растений, применяемых в народной ме-
дицине многих народов: растение широко приме-

няется для лечения меноррагии, диареи, дизенте-
рии, геморрагического колита, кишечных кровоиз-
лияний, кашля и бронхита, а также используется 
наружно в качестве смягчающих или припарок, для 
промывания рта, лечения изъязвлений горла и по-
лости рта, язвенной болезни, обладает вяжущим 
действием [6; 7; 9]. Этанольный экстракт листьев A. 
Tricolor проявляет выраженную гепатопротектор-
ную активность [5]. 

На основании многочисленных исследований 
нами показано, что листовая биомасса красноокра-
шенных растений амаранта (Amaranthus tricolor L., 
селекции ВНИИССОК) содержит биологически ак-
тивные вещества: краснофиолетовый пигмент ама-
рантин (бетацианин), незаменимые аминокислоты, 
аскорбиновую кислоту, фенольные соединения, в том 
числе простые фенолы и фенолкарбоновые кислоты, 
оксикоричные кислоты, флавоноиды, конденсирован-
ные и полимерные полифенолы, пектин и д.р. [3]. 
Благодаря этим веществам, водные экстракты ама-
ранта обладают бактерицидным и антимикотическим 
действием, влияют на устойчивость иммунной систе-
мы, стимулируют рост и развитие бифидо- и лакто-
бактерий [4]. Водорастворимый гетерополисахарид 
изолирован из стеблей A. Tricolor [12]. Из этилацетат-
ного экстракта листьев и семян A. tricolor были выде-
лены галоктозилдиацилглицерины, с мощной актив-
ностью ингибиторов циклооксигеназ 1 и 2 и роста 
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опухолевых клеток. Эти соединения проявляют анти-
пролиферативную активность в культурах клеток 
рака желудка (AGS), ЦНС (SF-268), толстой кишки 
(HCT-116), лёгкого (NCI-H460) и РМЖ (MCF-7) [8]. 
Добавление к диете 5, 7,5 и особенно 10 %-ного вод-
ного экстракта амаранта подавляет in vitro пролифе-
рацию клеток рака печени (HepG2), РМЖ (MCF-7) и 
рака толстой кишки (CaCO-2), но не нормальных кле-
ток (Chang Liver), а также in vivo химического гепато-
канцерогенеза у крыс [11]. В связи с этим особый ин-
терес представляет изучение противоопухолевого 
действия водного экстракта, полученного из БАДа 
«Фиточай Амарантил», как одного, так и в сочетании 
с однократным введением циклофосфамида в низкой 
дозе (антисупрессорная обработка [13]). 

 
Материалы и методы 
 
Животные 
Самцов мышей линии DBA/2 (D2) и гибри-

дов (C57BL6 × DBA/2)F1 (B6D2F1) получали из 
питомника РАМН «Крюково». Животных содержа-
ли при естественном режиме освещения, со сво-
бодным доступом к воде и пище. 

 
Опухоль 
Использовали перевиваемый лимфобласт-

ный лейкоз P-388. Штамм поддерживали в асцит-
ной форме серийными внутрибрюшинными пасса-
жами на мышах линии D2. В опытах опухоль пере-
вивали гибридам B6D2F1 под кожу правого бока по 
1×106 клеток на мышь. День прививки опухоли 
принимали за 0. 

 
Препараты 
Водный экстракт БАДа «Фиточай Амарантил» 

(ВЭА) получали путём 30-минутной экстракции в 
дистиллированной воде, соотношение растительного 
материала и воды 1 : 7. Затем проводили центрифуги-
рование при 3 тыс. оборотах в мин. в течение 10 мин. 
Мышам вводили перорально надосадочную жидкость 
(по 0,5 мл / мышь × 5 суток). Использовали также 
коммерческий циклофосфамид (ЦФ). 

 
Эксперименты 
Противоопухолевую активность проверяли, 

вводя ВЭА по 0,5 мл через рот 1 раз в сутки, еже-
дневно на протяжении 5 суток. Кроме влияния само-
го ВЭА изучали также комбинацию однократного 
низко-дозового (50 мг/кг в/бр) ЦФ с последующим 
введением ВЭА, схемы даны в разделе «Результаты 
и обсуждение». В динамике следили за темпом роста 
опухоли, измеряя штангенциркулем три наибольших 
взаимно перпендикулярных диаметра. Параметр 
ТРО рассчитывали по формуле:  
 

100
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)(
(%) 




k

ok

CPMO

CPMOCPMO
TPO , где  

СРMОк и СРMОо – средняя расчётная масса опухоли в 
контроле и опыте, соответственно.  
 
Массу опухоли рассчитывали по формуле:  
 

2

c)ba(
)(


мгPMO , где  

РMО – расчётная масса опухоли,  
a, b, c – 3 наибольших взаимно перпедикулярных диа-
метра опухолевого узла в мм [10].  

О токсичности судили по общему состоянию 
мышей и изменению массы тела за вычетом рас-
считанной массы опухоли. 

Статистическую обработку полученных 
данных проводили с помощью компьютерных про-
грамм Microsoft Office Excel 2003 и BioStat 2008 
Professional. Достоверность различий средних оп-
ределяли по t-критерию Стъюдента. Достоверность 
различий в продолжительности жизни определяли 
по непараметрическому критерию Колмогорова-
Смирнова. За достоверные принимали различия 
при P ≤ 0,05. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Всего было поставлено 3 опыта по изучению 

противоопухолевой активности: в двух опытах ис-
пользовали половозрелых мышей 2-3 месячного 
возраста и в одном эксперименте – более пожилых 
мышей в 5-месячном возрасте. В наших опытах 
ВЭА проявил активность на молодых животных и 
не проявил активности на пожилых животных (ре-
зультаты не показаны). 

Результаты опытов на молодых мышах пред-
ставлены на рис. 1–2 и в табл. 1; 2 и 3. Несмотря на 
то, что опухоль у мышей, не получавших лечения, 
развивалась одинаково в обоих опытах, терапевти-
ческие эффекты несколько отличались. В первом 
эксперименте ВЭА вводили с 3 по 7 сутки, а во 
втором – с 5 по 9 сутки. Если при более раннем 
начале лечения наблюдалось сильное торможение 
темпа развития узла на месте инокуляции опухоле-
вых клеток вплоть до 17 суток (рис. 1, табл. 1), то 
при более позднем начале терапии сильное тормо-
жение роста опухоли быстро ослабло, хотя и оста-
валось статистически достоверным, к 18 суткам 
(рис. 2, табл. 1). Если при раннем начале терапии 
наблюдалось, хотя и слабое, но статистически дос-
товерное увеличение выживаемости, то при более 
позднем начале терапии ВЭА не повлиял на выжи-
ваемость мышей (табл. 3). Таким образом, можно 
заключить, что ВЭА при пероральном введении 
способен проявить противоопухолевую активность, 
проявляющуюся достоверным ингибированием 
темпа роста опухоли. 

Можно предположить, что одни компонен-
ты, содержащиеся в ВЭА, способны непосредст-
венно влиять на выживаемость опухолевых клеток 
[8; 11], а другие могут влиять на противоопухоле-
вую резистентность организма [4; 12]. Одним из 
приёмов, позволяющих более эффективно влиять 
на противоопухолевую резистентность организма, 
является антисупрессорная обработка, в частности 
– путём однократного введения низко-дозового ЦФ 
[13]. Как видно из представленных результатов 
(рис. 1 и 2, табл. 1 и 3) такая обработка приводила, 
в наших опытах, к резкому торможения роста опу-
холи и достоверному увеличению выживаемости. 
Введение ВЭА на фоне обработки организма ЦФ 
сопровождалось значительным увеличением эф-
фекта в первом опыте.  

Следует отметить, что, по непонятной при-
чине, одинаковая обработка ЦФ значительно силь-
нее затормозила развитие опухоли во втором опы-
те, по сравнению с первым. Во втором опыте вве-
дение одного ЦФ привело к практически полному 
предотвращению роста лимфомы на месте иноку-
ляции клеток лимфобластного лейкоза вплоть до 18 
суток (начало гибели мышей, не получавших пре-
параты). Кроме того, начало терапии ВЭА во вто-
ром опыте было более поздним.  
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Рис. 1. Влияние ВЭА, ЦФ и комбинации «ЦФ + ВЭА» на темп роста подкожной лимфомы, развившейся из 
трансплантированных клеток лимфобластного лейкоза P388 (опыт №1): 

1А: данные представлены в виде среднего  ст. ош. 
КРО – контроль роста опухоли; ВЭА – водный экстракт амаранта; ЦФ – циклофосфамид. ЦФ вводили однократно 
в дозе 50 мг/кг в/бр в сутки 2. ВЭА вводили ежедневно по 0,5 мл через рот, с 3 по 7 сутки опыта. u, a, c – достовер-
ное отличие по сравнению с группой КРО, ВЭА и ЦФ, соответственно. 
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Рис. 2. Влияние ВЭА, ЦФ и комбинации ЦФ+ВЭА на темп роста подкожной лимфомы, развившейся из транс-
плантированных клеток лимфобластного лейкоза P388 (опыт №2). ВЭА вводили ежедневно по 0,5 мл через рот, 
с 5 по 9 сутки опыта. Остальное – как на рис. 1. 

 
 

Таблиц а  1  
Влияние ВЭА, ЦФ и комбинации ЦФ+ВЭА на динамику роста солидной лимфомы, развившейся на месте под-
кожной трансплантации мышам клеток лимфобластного лейкоза P388 

РМО в мг (ТРО %) на сутки Группа n 10 14 16 17 18 
Опыт №1 

КРО 11 59  21 1507  242  5537  1217  
ВЭА 7 5  2 (92)u 106  31 (93)u  828  125 (85)u  
ЦФ 6 1  0,1 (98)u 83  24 (94)u  836  254 (85)u  
ЦФ+ВЭА 7 0,1  0,1 (99)u 8  3 (99)u,a,c  88  30 (97)u,a,c  

Опыт №2 
КРО 13 91  44 875  152 1653  294  2468  243 
ВЭА 10 6  1 (93)c 201  44 (77)u,c 556  96 (66)u,c  1745  178 (29)u,c 
ЦФ 10 1  1 (99) 1  0,2 (100)u,a 3  1 (100)u,a  7  2 (100)u,a 
ЦФ+ВЭА 10 0  0 (100)a 0,4  0,2 (100)u,a 2  1 (100)u,a  3  1 (100)u,a 
n – число животных в группе. Остальные сокращения, режим введения и дозы препаратов см. в подписях к рис. 
1 и 2. 
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Таблиц а  2  
Влияние ВЭА, ЦФ и комбинации ЦФ+ВЭА на изменение массы тела (без подкожной опухоли) мышей с транс-
плантированным лимфобластным лейкозом P388 

Изменение массы тела (без подкожной опухоли) в %: Группа n 10 14 16 17 18 
Опыт №1 

КРО 11 105  1 108  2  100  4*  
ВЭА 7 102  2 108  3  113  3u  
ЦФ 6 103  1 105  1  108  2  
ЦФ+ВЭА 7 102  3 107  1  109  1  

Опыт №2 
КРО 13 116  2 116  2 121  2  118  2 
ВЭА 10 106  1u 109  2u 117  2c  116  2 
ЦФ 10 106  2u 106  2u 111  2u  111  2u 
ЦФ+ВЭА 10 98  3u,c,a 98  2u,c,a 105  2u,c,a  106  2u,a 
*4 из 11 мышей пали 

 
Таблиц а  3  

Влияние ВЭА, ЦФ и комбинации ЦФ+ВЭА на выживаемость мышей, которым трансплантировали под кожу 
клетки лимфобластного лейкоза P388 

СПЖ  Сроки гибели УПЖ № оп Группа n сутки сутки % 
КРО 11 19,4 16; 17; 17; 17; 18; 20; 20; 20; 20; 22; 26  
ВЭА 7 22,3 20; 21; 21; 22; 22; 23; 27* 15 
ЦФ 6 22,8 22; 22; 23; 23; 23; 24* 18 1 

ЦФ + ВЭА 7 25,6 22; 23; 26; 27; 27; 27; 27* 32 
КРО 13 21,9 17; 21; 21; 21; 21; 21; 22; 22; 23; 23; 24; 24; 25  
ВЭА 10 21,4 21; 21; 21; 21; 21; 21; 21; 22; 22; 23 2 
ЦФ 10 29,4 27; 27; 29; 29; 29; 29; 30; 30; 30; 34* 34 2 

ЦФ + ВЭА 10 30,1 25; 26; 27; 27; 30; 30; 32; 32; 35; 37* 37 
*достоверное отличие от группы КРО. 
Условия постановки опытов и сокращения см. в подписях к рис. 1 и 2. 
 

Таким образом, ВЭА может быть более ак-
тивен в случае предварительной антисупрессорной 
обработки ЦФ. Однако необходимо дальнейшее 
изучение, как для уточнения оптимальных условий 
комбинирования, так и для расшифровки механиз-
мов, лежащих в основе усиления противоопухоле-
вого эффекта. 

На протяжении всего срока наблюдения не 
наблюдалось проявлений токсичности использо-
ванных препаратов. Введение ВЭА не вызывало 
похудания мышей (табл. 2). Наблюдающиеся не-
большие различия, хотя статистически достовер-
ные, скорее всего, связаны с влиянием на распро-
странение лейкозного процесса. 

Таким образом, ВЭА проявил при ежеднев-
ном пероральном введении достоверную противо-
опухолевую активность. Механизм противоопухо-
левой активности ВЭА требует специального изу-
чения: он может определяться как прямым, так и 
опосредованным действием входящих в состав 
ВЭА компонентов.  

При этом очень важно отметить, что изучен-
ный нами ВЭА (полученный из БАДа) не стимули-
рует рост опухоли. ВЭА помимо антиоксиданта 
амарантина содержит в большом количестве поли-
фенолы, в том числе флаваноиды, кверцетин, де-
гидрокверцитин, рутин, которые также обладают 
противоопухолевым действием [4].  

Можно предположить, что использование в 
диетах онкологических пациентов амаранта и 
БАДа «фиточай Амарантил» полезно, а ВЭА явля-
ется перспективным препаратом для комбиниро-
ванной химиотерапии опухоли. В связи с вышеска-
занным представляются перспективными дальней-
шие клинико-лабораторные исследования ВЭА с 
целью рекомендации их для использования в тера-
пии онкологических пациентов. По результатам 
исследований получен патент РФ [1]. 

 
Выводы 
 

1. Водный экстракт, приготовленный из БАД к 
пище «Фиточай Амарантил», не токсичен и не 
стимулирует роста опухоли у эксперименталь-
ных животных. 

2. Водный экстракт, приготовленный из БАД к 
пище «Фиточай Амарантил», обладает проти-
воопухолевой активностью: торможение роста 
опухоли выявлено в отношении роста транс-
плантированного под кожу мышам лимфобла-
стного лейкоза P-388. 

3. Сочетанное применение водного экстракта, при-
готовленного из БАД к пище «Фиточай Амаран-
тил», с однократной инъекцией низкодозового 
циклофосфамида может сопровождаться увели-
чением противоопухолевого эффекта. 
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Резюме 
 
Изучено влияние иммобилизованной формы проспидина на рост подкожно перевитых опухолей саркомы М-1 

и Йенсена в сравнении с раствором субстанции проспидина, полимером-носителем. Показано, что иммобилизован-
ная форма проспидина обеспечивает повышение эффекта противоопухолевой активности по сравнению с раствором 
проспидина с такой же дозой активного вещества, излечение животных наблюдали в 100 % случаев. 

 
Ключевые слова: иммобилизованная форма, проспидин, фосфат декстрана, саркома М-1 крыс, саркома 

Йенсена крыс. 
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Abstract 
 
The effect of prospidin in immobilized form on growth of subcutaneously implanted M-1 sarcoma and Jensen 

sarcoma was studied in comparison with prospidin solution and polymer carrier (dextran phosphate). It was shown that 
immobilized prospidin form provides an increase of antitumor activity effect in comparison with prospidin solution with 
the same dose of active substance and results in animal recovery in 100% of cases. 

 
Key words: prospidin hydrogel, dextran phosphate, rat M-1 sarcoma, rat Jensen sarcoma. 
 
Введение 
 
Отечественный противоопухолевый препа-

рат проспидин,дихлорид N,N3-ди(-хлор--оксипропил)-N1, N2-диспиротрипиперазиния] 

используется в медицинской практике при лечении 
рака гортани, кожных ретикулезов, рака мочевого 
пузыря и других видов злокачественных новообра-
зований [1; 2]. Он характеризуется хорошей пере-
носимостью больными, большим диапазоном доз, 
при которых проявляется терапевтическое действие 
препарата без побочных явлений. Однако, биологи-
ческая доступность проспидина при внутривенном 
введении ограничена быстрым исчезновением пре-
парата или продуктов его трансформации из крови, 
что препятствует достижению максимального ле-
чебного действия [2]. В связи с этим, возможность 
получения пролонгированной формы проспидина, 
способной поддерживать действующую концен-
трацию цитостатика в крови в течение длительного 
времени, является важной и актуальной задачей. 
Одним из эффективных решений этой проблемы 
является химическая модификация проспидина 
путем присоединения его к нетоксичным полиме-
рам, способным к биодеструкции. Сведения о по-

лучении пролонгированных форм проспидина, ко-
торые могут найти применение для локальной те-
рапии различных патологических процессов, в ли-
тературе отсутствуют.  
Данная работа посвящена получению иммобилизо-
ванной формы проспидина и изучению ее противо-
опухолевой активности на моделях саркомы М-1 и 
саркомы Йенсена. В качестве полимера-носителя 
для иммобилизации проспидина был использован 
фосфат декстрана, который относится к классу ма-
лотоксичных веществ, обладает иммуномодули-
рующей активностью, способностью к биодеграда-
ции и может быть получен в виде микрогелей. 

 
Материалы и методы 
Объекты и реактивы 
В качестве исходных материалов и реакти-

вов в работе использовали: декстран с молекуляр-
ной массой 60000 Да (НД № РБ 0221С-2008), орто-
фосфорную кислоту (ГОСТ 6552-80, 4 = 1,698 
г/мл; с = 85,4 %), мочевину (х.ч.), гидроксид на-
трия, соляную кислоту, азотную кислоту, серную 
кислоту, перекись водорода, молибдат аммония, 
ванадат натрия, муравьиную кислоту, уксусный 
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ангидрид, хлорную кислоту, кристаллический фио-
летовый (все реагенты с маркой «чда»), субстан-
цию проспидина (ФСП 1501 – 10). 

 
Приборы 
ИК-спектрофотометр Thermo Nicolet FT-IR 

Nexus, спектрофотометр UV VIS РВ 2201, аппарат 
для определения азота, рН-метр HI 9321, газовый 
хроматограф Agilent 7890А с двумя детекторами 
FID и MSD. 

 
Получение  
иммобилизованной формы проспидина 
Для получения иммобилизованной формы 

проспидина (ПР) в качестве полимера-носителя ис-
пользовали фосфат декстрана (ФД) с содержанием 
фосфорнокислых групп 2,2 ммоль/г, образующий 
при набухании в воде (степень набухания 160 г/г) 
суспензию микрогелей, проходящую через иглу 
шприца (2 мл). Синтез ФД осуществляли проведени-
ем реакции этерификации декстрана ортофосфорной 
кислотой в присутствии мочевины в течение 3 ч при 
массовом соотношении декстран: Н3РО4 : CO(NH2)2= 
1 : 0,44 : 1,49, температуре 125 °С и остаточном дав-
лении в зоне реакции ≤ 0,2 атм [3].  

Образцы иммобилизованной формы проспи-
дина с соотношением ФД : ПР = 1 : 1 (ФД(1) – ПР) и 2 
: 1 (ФД(2) – ПР) синтезировали путем набухания ФД 
в водных растворах цитостатика с заданными кон-
центрациями и последующего лиофильного высу-
шивания. Полученные образцы стерилизовали ра-
диационным методом (доза 2,5 Мрад).  

О химическом взаимодействии проспидина с 
ФД свидетельствуют данные ИК-спектроскопии: в 
ИК-спектрах иммобилизованных форм проспидина 
по сравнению с ИК-спектром аддитивной смеси ФД 
и проспидина отсутствует полоса поглощения при 
2360 см-1 (валентные колебания гидроксилов фос-
форнокислых групп, ассоциированных водородными 
связями) и уменьшается интенсивность полос по-
глощения при 2980, 2900 и 2847 см-1 (валентные ко-
лебания С-Н в группах СН, СН2, СН2СI проспидина).  

Отмеченные изменения в ИК-спектрах, а так-
же данные рН-метрии свидетельствуют об электро-
статических и донорно-акцепторных связях проспи-
дина и ФД.  

Кроме того, нельзя исключить и наличие сво-
бодных не связанных с полимером молекул проспи-
дина, которые при набухании препарата в воде рас-
пределены в пространственной сетке образовавше-
гося геля. Разделение свободной, растворенной в 
воде гидрогеля, и полимер-связанной фракций про-
спидина в набухших препаратах, в работе не прово-
дили. Однако, сопоставление содержания фосфор-
нокислых групп в ФД и соотношения полимер: ци-
тостатик показывает, что доля свободных молекул 
проспидина выше в препарате ФД(1) – ПР. 

 
Исследование  
противоопухолевой активности  
иммобилизованной формы проспидина in vivo 
Исследования проведены на 120 белых бес-

породных крысах обоего пола (80 крыс с саркомой 
М-1 и 40 крыс с саркомой Йенсена), полученных из 
вивария РНПЦ ОМР им. Н.Н. Александрова. Жи-
вотные находились на стандартной диете и в обыч-
ном питьевом режиме. 

Использовали два штамма перевиваемых 
опухолей крыс: саркому М-1, полученную из Банка 
опухолевых штаммов ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Бло-
хина» РАМН (Москва) и саркому Йенсена, полу-

ченную из Российской коллекции клеточных куль-
тур (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург) 
[4], которые поддерживали путем перевивки жи-
вотным каждые 2 недели. Для экспериментов кры-
сам с массой тела 120–160 г перевивали опухоли 
подкожно в область левого бедра, вводя по 0,5 мл 
20 %-ной взвеси опухолевой ткани. 

Эксперименты проводили на 7–10 сутки после 
перевивки опухоли крысам. В каждой контрольной и 
опытной группах использовали по 8–10 крыс. 

Перед применением к препаратам ФД(1) – ПР 
и ФД(2) – ПР добавляли по 10 мл стерильной воды и 
выдерживали для набухания и образования суспен-
зии набухших микрогелей.  

Полученные суспензии вводили крысам од-
нократно внутрибрюшинно в объемах 1 или 2 мл на 
100 г массы тела так, чтобы дозы препаратов со-
ставляли от 1000 до 3000 мг/кг массы животного. 
Дозы препаратов и составляющих их компонентов, 
а также результаты оценки эффективности проти-
воопухолевого действия приведены в таблицах 1, 2 
и на рисунках 1 – 3. 

Использовали следующие критерии оценки 
противоопухолевой эффективности: 

 динамика роста опухоли: для этого 3 
раза в неделю проводили измерения 
размеров опухолей в контрольных и 
опытных группах с последующим по-
строением кривых роста; 

 объем опухоли (V, см3) рассчитывали по 
формуле: 

 

6

c)b(a
V


 , где 

a, b и с – линейные размеры опухоли в см; 
индекс роста опухоли (ИРО) [1]: 

 

%100)
S

S
(,%

k

oИРО , где  

So и Sк – площади под кинетической кривой роста опу-
холей в опытной и контрольной группах животных; 

 
 средняя продолжительность жизни (СПЖ) 

павших животных; 
 число излеченных животных: излечен-

ными считали выживших через 60 дней 
после лечения животных, у которых 
опухоль не пальпировалась. 

Статистическую обработку результатов 
исследования проводили, используя программу 
Origin 7 (2002 год). 

 
Результаты  
 
Изучение противоопухолевой активности 
 на штамме саркомы М-1 
Результаты, представленные на рис. 1 и 2 и в 

табл. 1, свидетельствуют, что проспидин и его им-
мобилизованные формы: ФД(1) – ПР и ФД(2) – ПР, а 
также и сам ФД вызывали торможение роста опу-
холи у крыс с перевитой саркомой М-1 (Са М-1) по 
сравнению с контролем.  

Динамика изменения объемов опухолей в 
течение 40 дней наблюдения показывает, что наи-
более выраженное противоопухолевое действие 
оказывал препарат ФД(1) – ПР в дозе 2000 мг/кг, что 
эквивалентно вводимым дозам проспидина и ФД по 
1000 мг/кг веса животного (рис. 1; 2). 
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Рис. 1. Динамика роста Са М-1 крыс в контроле (1) и после однократного внутрибрюшинного введения ФД (2) 
в дозе 2000 мг/кг, субстанции ПР (3) в дозе 1000 мг/кг и ФД(1) – ПР (4) в дозе 2000 мг/кг. 
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Рис. 2. Динамика роста Са М-1 крыс после однократного внутрибрюшинного введения препаратов ФД(1) – ПР 
(1, 4) и ФД(2) – ПР (2, 3) в дозах в пересчете на проспидин 500 (1, 2) и 1000 (3, 4) мг/кг. 
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Рис. 3. Динамика роста саркомы Йенсена крыс в контроле (1) и после однократного внутрибрюшинного введе-
ния препаратов: 2 – ФД в дозе 1000 мг/кг, 3 – субстанция ПР в дозе 1000 мг/кг, 4 – ФД(1) – ПР в дозе 2000 мг/кг 
(эквивалентно 1000 мг/кг проспидина). 
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Таблиц а  1  
Влияние исследуемых препаратов на ИРО, СПЖ и число излеченных животных с саркомой М-1 

доза компонента , мг/кг 

Г
ру
пп
а 

доза, мг/кг ПР ФД 
S под кривой роста 
опухоли, см2 × с. ИРО, % СПЖ, с. Излеченные 

животные, % 

1 – – – 690,91±55,62 100 31,5±2,24 0 
2 2000 – 2000 239,75±17,01 34,70 40,0±7,25 0 
3 500 500 – 36,14±3,37 5,23 65,5±9,40* 50 
4 1000 1000 – 34,18±2,50 4,95 62,8±4,97* 50 
5 1000 500 500 127,95±8,52 18,52 60,1±8,90* 0 
6 2000 1000 1000 14,85±1,96 2,15 >60 100 
7 1500 500 1000 43,85±2,65 6,35 >60 100 
8 3000 1000 2000 31,06±2,60 4,50 67,6±2,66* 50 

*достоверные различия с контролем (р<0,05);  
число крыс в каждой группе – 8. Группа: 1 – контроль, 2 –  ФД, 3-4 – ПР, 5-8 – ФД-ПР 

 
Таблиц а  2  

Влияние исследуемых препаратов на ИРО, СПЖ и число излеченных животных с саркомой Йенсена 
доза компонента, мг/кг 

Г
ру
пп
а 

доза, мг/кг ПР ФД 
S под кривой роста 
опухоли, см2 × с. ИРО, % СПЖ, с. Излеченные 

животные, % 

1 – – – 353,45±31,91 100 30,5±2,52 0 
2 1000 – 1000 36,80±2,17* 10,41 37,4±7,25 10 
4 1000 1000 – 7,65±0,44* 4,95 62,8±2,96* 50 
6 2000 1000 1000 4,80±0,41* 1,36 >60 100 

*достоверные различия с контролем (р<0,05); 
число крыс в каждой группе – 10. Группа: 1 – контроль, 2 – ФД, 4 – ПР, 6 – ФД(1)-ПР 

 
Площадь под кривой роста опухоли Са М-1 

после введения крысам препарата ФД(1) – ПР в до-
зе, эквивалентной 1000 мг/кг проспидина, стати-
стически достоверно меньше, чем при введении 
такой же дозы чистой субстанции цитостатика – 
14,85±1,96 и 34±2,50 см3сутки (табл. 1). Препарат 
ФД(1) – ПР в указанной дозировке вызывал стати-
стически достоверное торможение роста Са М-1 во 
все сроки наблюдения, а начиная с 28 суток после 
перевивки, процент торможения опухоли достигал 
100 %. Наименее выраженным противоопухолевым 
действием обладал ФД, для которого на 28 сутки 
наблюдения за животными процент торможения 
опухоли равнялся 57 %.  

Противоопухолевые эффекты исследуемых 
препаратов оценивались и по показателю ИРО, ко-
торый, согласно [5], учитывает не только величину, 
но и продолжительность противоопухолевого дей-
ствия (чем меньше ИРО, тем продолжительнее и 
сильнее противоопухолевый эффект).  

По эффективности противоопухолевого дей-
ствия, оцениваемой по показателю ИРО (табл. 1), 
изученные препараты, вводимые животным-опухо-
леносителям в дозах, эквивалентных 500 и 1000 
мг/кг проспидина, можно расположить в следующих 
последовательностях:  
ФД  – ПР < ФД  – ПР < ПР (для дозы 500 мг/кг) и (1) (2)
ПР < ФД  – ПР< ФД  – ПР (для дозы 1000 мг\кг).  (2) (1)

Сравнение этих двух последовательностей 
позволяет сделать предположение о том, что при 
одинаковой дозе активного вещества существенное 
влияние на выраженность противоопухолевого 
действия оказывает количество содержащегося в 
препарате ФД. 

Так, при введении крысам препаратов ФД(1) 
– ПР и ФД(2) – ПР в дозах, эквивалентных 1000 
мг/кг проспидина (№ 6 и 8 в табл. 1), противоопу-
холевый эффект препарата ФД(1) – ПР был выше по 
сравнению с эффектом препарата ФД(2) – ПР, со-

держащего в два раза больше ФД (ИРО составляют 
2,15 и 4,65 соответственно). Причиной такого 
влияния ФД в препарате может быть увеличение 
доли свободных не связанных с функциональными 
группами полимера молекул проспидина, распре-
деленных в пространственной сетке набухшего ге-
ля ФД и характеризующихся значительно более 
высокой скоростью поступления в окружающие 
ткани организма животных. Это позволяет в более 
ранние сроки достигать эффективных концентра-
ций цитостатика в опухоли и затем постоянно под-
держивать их за счет более медленного высвобож-
дения, связанного с функциональными группами 
проспидина, протекающего за счет обменных и 
биодеструктивных процессов. Кроме того, необхо-
димо отметить, что приготавливаемые непосредст-
венно перед применением суспензии с различными 
концентрациями по полимерному компоненту 
(ФД), имеют, соответственно, и различную конси-
стенцию: если микрогели препарата ФД(2) – ПР за-
нимают практически весь объем суспензии, то в 
случае ФД(1) – ПР наблюдается ее расслоение. Это 
не влияет на эффективность препарата ФД(1) – ПР 
при его внутрибрюшинном введении в дозе, экви-
валентной 1000 мг/кг проспидина, но может яв-
ляться причиной аномально низкой противоопухо-
левой активности (ИРО=18,52) при уменьшении 
дозы в два раза (500 мг/кг проспидина). 

Для препарата ФД(1) – ПР и субстанции ПР, 
вводимых в дозе, эквивалентной 1000 мг/кг цито-
статика, в начальный период времени (до 22 суток 
после перевивки) тенденция торможения объема 
опухоли одинакова. Далее в случае введения суб-
станции наблюдается рост объема опухоли, а в слу-
чае введения препарата ФД(1) – ПР рецидивный 
рост опухоли отсутствует. Это свидетельствует о 
более длительном противоопухолевом эффекте 
иммобилизованной формы проспидина по сравне-
нию с субстанцией.  
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Подтверждением достижения пролонгации 
действия цитостатика при иммобилизации его на 
ФД являются полученные нами данные по исследо-
ванию фармакокинетики меченых 14С проспидина и 
препарата ФД(1) – ПР при их однократном внутри-
брюшинном введении крысам в одинаковых дозах 
в пересчете на активное вещество: для проспидина 
и препарата ФД(1) – ПР значения периода полувы-
ведения (Т1/2) составляли 0,25 и 25,09 ч, соответст-
венно (по результатам изучения фармакокинетики 
иммобилизованных форм проспидина при различ-
ных путях поступления препаратов в организм жи-
вотных готовится отдельная статья). 

Из результатов, приведенных в табл. 1, вид-
но, что в группах животных, где для противоопухо-
левой терапии использовались препараты иммоби-
лизованной формы проспидина (гр. 6 и 7, табл. 1), у 
всех животных через 60 дней после лечения опу-
холь не пальпировалась, т.е. число излеченных жи-
вотных достигало 100 %.  

Этот показатель был в два раза выше по 
сравнению с таковым для животных тех групп, в 
которых в качестве средства противоопухолевой 
терапии использовался проспидин.  

Тем не менее, во всех группах наблюда-
лось статистически достоверное увеличение 
средней продолжительности жизни по сравнению 
с контролем. 

Таким образом, на модели опухоли Са М-1 
наиболее эффективным оказался препарат ФД(1) 
– ПР, вводимый однократно внутрибрюшинно в 
дозе 2000 мг/кг (эквивалентно дозе цитостатика 
1000 мг/кг).  

 

Изучение противоопухолевой активности  
на штамме саркомы Йенсена крыс 
Результаты сравнительного исследования про-

тивоопухолевой активности субстанции ПР, ФД и пре-
парата ФД(1) – ПР при однократном внутрибрюшинном 
введении крысам с перевитой саркомой Йенсена при-
ведены на рис. 3 и в табл. 2. Видно, что, как и в случае 
саркомы М-1, наиболее выраженным противоопухоле-
вым эффектом обладает препарат ФД(1) – ПР. Так, 
площади под кривой роста опухоли и значения ИРО 
после однократного внутрибрюшинного введения кры-
сам с перевитой саркомой Йенсена препарата ФД(1) – 
ПР были статистически достоверно меньше, чем при 
введении субстанции проспидина. Однократное внут-
рибрюшинное введение субстанции проспидина в дозе 
1000 мг/кг крысам с перевитой саркомой Йенсена дос-
товерно увеличивало СПЖ по сравнению с контролем 
и ФД, при этом у 50 % животных через 60 суток после 
лечения опухоль не пальпировалась, т.е. они считались 
излеченными. При введении препарата ФД(1) – ПР из-
леченными были все животные.  

 
Заключение 
 
Препарат ФД(1) – ПР, представляющий собой 

иммобилизованный на фосфате декстрана проспи-
дин с соотношением компонентов 1 : 1, при одно-
кратном внутрибрюшинном введении в дозе 2000 
мг/кг крысам с перевитыми саркомой М-1 и сарко-
мой Йенсена (эквивалентно 1000 мг/кг субстанции 
проспидина), обеспечивает значительное повыше-
ние эффективности противоопухолевой активности 
по сравнению с субстанцией проспидина.  
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Резюме 
 
Основной метод лечения рака шейки матки, радиационная терапия, часто приводит к лучевому повреж-

дению окружающих тканей и ухудшению показателей периферической крови. Использование во время лучево-
го лечения экстрактов дикорастущих лекарственных трав, которые проявляют антибактериальное, противовос-
палительное, иммуномодулирующее, противоопухолевое, мочегонное действие, позволяет уменьшить эти яв-
ления. Авторы рекомендуют комплексное применение лекарственных растений (элеутерококк колючий, 
Eleutherococcus senticosus Maxim., бадан толстолистный, Bergenia crassifolia, береза повислая, Betula Pendula, 
ромашка аптечная, Matricaria chamomilla L., подорожник большой, Plantago major, зверобой продырявленный, 
Hypericum perforatum, солодка голая, Glycirrhiza uralensis Fisch./Gl. Glabra, толокнянка обыкновенная Arc-
tostaphylos uva-ursi Spr., тысячелистник обыкновенный Achillea millefolium) для уменьшения побочных эффек-
тов лучевой терапии. 

 
Ключевые слова: радиационная терапия, рак шейки матки, лекарственные растения. 
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Abstract 
 
The primary method of treatment for cervical cancer, radiation therapy, often leads to radiation damage to sur-

rounding tissue and deterioration of peripheral blood. Use during radiation treatment of wild herbs extracts that exhibit 
antibacterial, antiinflammatory, immunomodulatory, antineoplastic, diuretic effect, can reduce these effects. The au-
thors recommend the combined use of medicinal plants (Eleutherococcus senticosus Maxim., Bergenia crassifolia, 
Betula Pendula, Matricaria chamomilla L., Plantago major, Hypericum perforatum, Glycirrhiza uralensis Fisch./Gl. 
glabra, Arctostaphylos uva-ursi Spr., Achillea millefolium) to reduce the side effects of radiotherapy. 

 
Key words: radiotherapy, cancer cervix uteri, herbs. 
 
Введение 
 
Рак шейки матки вносит 5,3% в структуру он-

кологической заболеваемости женского населения 
России, что составляет 14,7 тысяч человек или 19,3 
на 100 000 женщин [2]. Основной метод лечения 
рака шейки матки (РШМ) – лучевой. Это «золотой 
стандарт» при локализованных процессах и единст-
венный метод радикального лечения при местно 
распространенном и инвазивном раке. Увеличение 
дозы облучения увеличивает как радикальность ле-
чения, так и частоту лучевых повреждений, из кото-
рых чаще всего наблюдаются таковые кожи, кишеч-
ника и нижних мочевыводящих путей, что может 
приводить к необходимости досрочного прерывания 
терапии. Поэтому поиск и введение в практику ме-
тодов профилактики лучевых повреждений является 
сегодня актуальной задачей. 

Использование сборов лекарственных расте-
ний для профилактики и смягчения побочных яв-
лений лучевого лечения может дать неплохие ре-
зультаты, если использовать по назначению хоро-
шо изученные травы с известными свойствами. А 

практика показывает, что очень часто онкологиче-
ские пациенты самостоятельно принимают различ-
ные препараты, иногда опасные, из арсенала на-
родной медицины, втайне от врача, рискуя причи-
нить себе вред. Поэтому включение фитотерапии в 
сопроводительное лечение злокачественного ново-
образования является полезным не только с точки 
зрения непосредственной пользы (даже если она 
небольшая) лекарственных трав, но и увеличения 
степени доверия между врачом и пациентом и уча-
стия пациента в лечебном процессе (приготовление 
отваров, выполнение процедур), что повышает его 
эмоциональный фон и опосредованно усиливает 
сопротивляемость организма. 

В онкологической практике целесообразно при-
менение элеутерококка колючего (Eleutherococcus sen-
ticosus Maxim.). Гликозиды элеутерококка усиливают 
неспецифический иммунитет и сопротивляемость в 
отношении множества физических, химических или 
биологических воздействий как у больных, так и у здо-
ровых, обладают антиоксидантными, противоканцеро-
генными, радиопротекторными свойствами и полно-
стью безвредны в терапевтических дозировках [5; 12; 
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15]. У человека элеутерозиды усиливают апоптоз при 
раке желудка [13] и увеличивают общее количество Т-
лимфоцитов и Т-киллеров [10]. 

Сесквитерпен азулен, содержащийся в эфир-
ном масле ромашки аптечной (Matricaria chamomilla 
L.), обладает седативным, противовоспалительным, 
антисептическим действием, а флавон апиин, пре-
вращающийся в организме в апигенин, – спазмолити-
ческим [3]. 

Комплекс биологически активных веществ по-
дорожника большого (Plantago major L.): иридоид-
гликозиды, фенилэтанолы, галактуроновая кислота, 
флавоноиды и другие вещества проявляют противо-
воспалительную, антимикробную и выраженную про-
тивоопухолевую активность, индуцируют пролифе-
рацию лимфоцитов [1; 11; 20]. Полисахарид PM-II из 
листьев подорожника – мощный активатор компле-
мента, сопоставимый по силе с человеческим имму-
ноглобулином IgG [18]. 

Зверобой продырявленный (Hypericum perfo-
ratum L.) содержит многочисленные активные компо-
ненты, в числе которых гиперицин и гиперфорин, 
обладающие выраженными антидепрессантными, 
противоопухолевыми, антибактериальными и проти-
вовирусными свойствами [6; 24]. Экстракт зверобоя 
близок по эффективности к синтетическим антиде-
прессантам, например, к сертралину или имипрамину, 
и является единственной среди растений альтернати-
вой синтетическим антидепрессантам, эффективность 
которого доказана в клинических испытаниях [25]. 
Гиперфорин подавляет неоангиогенез за счет ограни-
чения хемотаксической миграции эпителиальных 
клеток, а в цитокин-активированных клетках блоки-
рует транскрипцию генов, регулирующих жизнеспо-
собность и инвазивность опухолевых клеток, и мат-
ричную металлопротеиназу-2, что препятствует мета-
стазированию [17]. 

Высушенное корневище солодки голой (Gly-
cirrhiza uralensis Fisch./Gl. glabra L.) содержит око-
ло 400 изученных биологически активных веществ 
[12]. Препараты из солодки обладают противовос-
палительным и спазмолитическим действием. Гли-
цирризовая и глицирретиновая кислоты блокируют 
продвижение лейкоцитов к очагу воспаления [3; 
14]. Глицирризин селективно ингибирует тромбин 
[9]. Экстракт из корня солодки защищает слизи-
стую желудка, подавляет секрецию соляной кисло-
ты и предупреждает развитие индуцированных аце-
тилсалициловой кислотой язв [4]. 

Экстракты из листьев толокнянки обыкно-
венной (Arctostaphylos uva-ursi Spr.) обладают мо-
чегонным и бактерицидным действием за счет гид-
рохинона (образуется в организме при расщепле-
нии арбутина и выделяется с мочой) и комплекса 
флавоновых соединений [3; 12]. 

В тысячелистнике обыкновенном (Achillea 
millefolium L.) идентифицировано и изучено около 
100 биологически активных компонентов. Он обла-
дает противовоспалительным (за счет сесквитерпен-
лактонов, азулена), спазмолитическим (флавоноиды) 
и антимикробным (эссенциальные летучие масла, 
сесквитерпен-лактоны) действием и применяется 
при заболеваниях желудочно-кишечного тракта [3]. 
Найденный в тысячелистнике метиловый эфир ахи-
лилловой кислоты показал противоопухолевую ак-
тивность. В эксперименте на мышах он подавлял 
рост клеток лейкоза, что приводило к увеличению 
продолжительности их жизни на 30 % [23]. 

Препараты из березы повислой (Betula pen-
dula) используются для лечения инфекционных, 
воспалительных и спастических расстройств при 

пиелонефрите, цистите и уретрите, самостоятельно 
или в комплексе с другими препаратами. Флаво-
ноиды из листьев и почек березы ингибируют ней-
тральную металло-эндопротеиназу, которая отвеча-
ет за разрушение натрийуретических пептидов и 
регуляцию экскреции хлористого натрия, что спо-
собствует быстрому уропоэзу и экскреции [12]. 
Бетулин и бетулиновая кислота оказывают прямое 
повреждающее действие на митохондрии, вызывая 
апоптоз опухолевой клетки [16]. Найдена прямая 
корреляция между чувствительностью опухолевых 
клеток к воздействию тритерпенов березы и чувст-
вительностью к цитостатикам (даунорубицин, ми-
токсантрон) [8]. Выраженную антиоксидантную 
активность проявляют компоненты из листьев ба-
дана толстолистного [19; 22]. Изучена его анти-
микробная и противогрибковая активность; найде-
на иммуностимулирующая активность в отноше-
нии гуморального и клеточного иммунитета и вы-
явлено подавление адгезии нейтрофилов [7; 21]. 
Перечисленные лекарственные растения обладают 
комплексной биологической активностью, под-
твержденной как в клинических, так и в лаборатор-
ных экспериментах, и могут быть предложены в 
качестве сопроводительного лечения при РШМ для 
профилактики ранних лучевых повреждений.  

Цель исследования – изучить динамику по-
казателей крови больных раком шейки матки при 
использовании в сопроводительной терапии дико-
растущих лекарственных растений. 

 
Материалы и методы 
 
Клиническое исследование проведено на базе 

радиологического отделения Алтайского краевого 
онкологического диспансера в 2006–2008 гг. В него 
вошли данные о 408 женщинах 24–64 лет с морфо-
логически подтвержденным раком шейки матки T1-

3N0M0, не имеющих тяжелой сопутствующей сома-
тической патологии. Основная группа – 208 женщин 
(средний возраст 47,9 лет), контрольная группа – 200 
женщин (средний возраст 48,5 лет, р>0,05). Все 
женщины получали сочетанно-лучевую терапию по 
стандартным методикам. 

Основная группа, кроме лучевого лечения, 
получала сопроводительную фитотерапию курсами 
по 2 нед. ежедневно, с перерывом между курсами 2 
нед. Первый курс проводился до начала лучевой 
терапии, второй – во время нее, третий и четвертый 
– после окончания. Фитопрепараты назначались по 
разработанной врачом-фитотерапевтом к.м.н. С.В. 
Корепановым схеме: 

1. Официнальный экстракт из корней эле-
утерококка колючего (Eleutherococcus 
senticosus Maxim.) ежедневно внутрь по 
25 капель 2 раза в день утром и днем за 
30 минут до еды, 14 дней.  

2. Отвар сбора, состоящего из смеси в рав-
ных весовых частях высушенных свежеза-
готовленных дикорастущих лекарствен-
ных растений (2 г): травы ромашки аптеч-
ной (Matricaria chamomilla L.), листьев по-
дорожника большого (Plantago major L.), 
цветков зверобоя продырявленного 
(Hypericum perforatum L.), корневища со-
лодки голой (Glycirrhiza uralensis Fisch./Gl. 
glabra L.), листьев толокнянки обыкновен-
ной (Arctostaphylos uva-ursi Spr.) и цветков 
тысячелистника обыкновенного (Achillea 
millefolium L.), ежедневно внутрь, утром и 
вечером, за 30 минут до еды, 14 дней. 
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Таблиц а  1  
Динамика общего анализа крови в основной и контрольной группах 

Группы 

Основная Контрольная 
Показатель Измерение 

Mean* SD** Mean* SD** 

р*** 

1 123,896 10,66 124,381 10,89 0,655 
2 119,695 12,12 117,718 12,84 0,148 Гемоглобин, г/л 
3 121,207 10,97 117,104 12,87 0,002 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000  
1 3,796 0,257 3,782 0,251 0,403 
2 3,740 0,284 3,692 0,292 0,069 Эритроциты, 1012/л 
3 3,709 0,284 3,608 0,324 0,001 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000  
1 280,85 46,41 273,58 46,96 0,250 
2 253,27 34,64 237,59 39,97 0,000 Тромбоциты, 109/л 
3 243,63 38,32 228,46 32,43 0,000 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000  
1 6,92 0,44 7,08 0,30 0,001 
2 4,99 0,49 5,07 0,39 0,559 Лейкоциты, 109/л 
3 4,62 0,54 4,47 0,46 0,000 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000  
1 19,93 5,52 19,52 4,62 0,714 
2 25,70 6,29 25,12 4,49 0,933 СОЭ, мм/час 
3 27,01 5,38 28,02 5,32 0,082 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000 – 

*Среднее; 
**стандартное отклонение. 
***между группами 

 
 
 
 

Таблиц а  2  
Динамика лейкоцитарной формулы в основной и контрольной группах  

Группы 

Основная Контрольная Показатель Измерение 

Mean SD Mean SD 

р*** 

1 2,03 1,02 2,11 1,06 0,295 
2 2,41 1,08 2,27 1,15 0,227 Эозинофилы, % 
3 2,59 0,92 2,04 1,04 0,000 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000  
1 1,87 0,76 1,84 0,71 0,756 
2 2,16 0,76 2,24 0,66 0,435 Палочкоядерные  

нейтрофилы, % 
3 1,92 0,77 2,28 0,64 0,000 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,046  
1 66,18 2,01 64,36 2,13 0,000 
2 69,20 2,13 67,94 1,63 0,000 Сегментоядерные  

нейтрофилы, % 
3 68,97 2,97 68,19 1,66 0,011 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000  
1 27,42 1,73 29,30 1,40 0,000 
2 23,93 2,07 25,11 1,71 0,000 Лимфоциты, % 
3 23,62 1,63 21,38 1,58 0,000 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000  
1 2,69 0,96 2,77 0,90 0,365 
2 2,50 0,98 2,39 0,80 0,389 Моноциты, % 
3 2,87 0,84 2,31 0,79 0,000 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000 – 

***между группами 
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Таблиц а  3  
Динамика биохимических показателей в основной и в контрольной группах 

Группы 

Основная Контрольная Показатель Измерение 

Mean SD Mean SD 

р*** 

1 76,4817 1,64134 76,4773 1,61932 0,961 
2 75,5305 1,09903 74,9654 0,70719 0,000 Общий белок, г/л 
3 76,2335 0,66999 74,8613 0,68412 0,000 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,086 
1 17,3603 0,22694 16,6603 0,39823 0,000 
2 17,2315 0,13156 16,9146 0,43409 0,000 Протромбиновое время, с 
3 17,2662 0,07800 17,1372 0,32803 0,002 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,002 р1-2=0,000; р2-3=0,003 
1 3,5318 0,08627 3,5295 0,09004 0,823 
2 3,5075 0,11063 3,5359 0,22607 0,831 Фибриноген, г/л 
3 3,5031 0,11546 3,5628 0,04180 0,000 

р между измерениями р1-2=0,025; р2-3=0,570 р1-2=0,116; р2-3=0,000 
1 52,1106 7,18844 52,5000 7,06609 0,396 
2 55,9663 7,76489 57,1500 5,93495 0,001 Креатинин, мкмоль/л 
3 53,4760 6,24611 57,2300 6,08541 0,000 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,059 
1 4,8573 0,67228 4,8803 0,65925 0,695 
2 4,8584 0,67058 4,9749 0,65263 0,086 Мочевина, ммоль/л 
3 4,8590 0,66960 4,9048 0,65925 0,470 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000 
1 7,1515 0,40158 7,2379 0,32596 0,027 
2 7,2048 0,40827 7,2885 0,33226 0,028 Общий билирубин, мкмоль/л 
3 7,1359 0,40782 7,2893 0,33366 0,000 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000  
1 4,8540 0,41742 4,8424 0,42986 0,875 
2 4,8555 0,41782 4,8376 0,43210 0,720 Глюкоза, ммоль/л 
3 4,8455 0,41608 4,8540 0,42725 0,779 

р между измерениями р1-2=0,002; р2-3=0,005 р1-2=0,002; р2-3=0,041  
1 4,7596 0,28154 4,7736 0,27719 0,625 
2 4,7174 0,28722 4,6581 0,30092 0,051 Калий, ммоль/л 
3 4,7817 0,27911 4,7110 0,28672 0,013 

р между измерениями р1-2=0,000; р2-3=0,000 р1-2=0,000; р2-3=0,000  
1 138,9754 1,19853 138,9634 1,21890 0,968 
2 138,9520 1,21848 138,9700 1,21256 0,903 Натрий, ммоль/л 
3 138,9411 1,21137 138,9701 1,21256 0,797 

р между измерениями р1-2=0,726; р2-3=0,856 р1-2=0,566 ; р2-3=0,775 – 

***между группами 

 
3. Масляный экстракт березовых почек (Betula 

Pendula) ежедневно в виде микроклизмы по 
30 мл в прямую кишку и на ватном тампоне 
во влагалище, вечером, 14 дней. 

Контроль за состоянием пациенток осущест-
влялся путем клинического наблюдения и оценки 
тяжести состояния по шкале Карновского, а также 
проведением общего и биохимического анализов 
крови (клеточный состав, уровень белка, мочевины, 
общего билирубина, фибриногена, глюкозы, калия 
и натрия и др. показатели) непосредственно перед 
началом лучевой терапии (первое измерение), во 
время лечения (второе) и после него через две не-
дели (третье).  

Значимость различий между группами оце-
нивалась по критериям Манна-Уитни (Mann-
Whitney), между переменными внутри группы – по 
критериям Уилкоксона (Wilcoxon). 

 
Результаты 
 
Средний индекс Карновского в основной 

группе до начала лечения составил 85,9%, в кон-

трольной – 88%, через две недели после лечения – 
89 и 89,5% соответственно, различия статистически 
не значимы (р>0,05). 

Динамика показателей крови перед началом 
лечения, во время и после него приведена в табл. 1. 
В обеих группах во время лучевой терапии наблю-
далась отчетливая отрицательная динамика общего 
анализа крови: снижались средние уровни гемогло-
бина, эритроцитов, тромбоцитов, лейкоцитов и по-
вышалась СОЭ (между измерениями показателей 
р<0,001). Минимальный средний уровень гемогло-
бина в основной группе наблюдался при втором 
измерении (во время лучевого лечения), а при 
третьем измерении (после лечения) он был выше 
(р2-3=0,000). В контрольной группе при третьем 
измерении наблюдался минимальный средний уро-
вень гемоглобина, и он был значимо ниже, чем в 
основной группе (р=0,002). Среднее количество 
эритроцитов в основной группе при третьем изме-
рении было выше, чем в контрольной (р=0,001). 
Среднее количество тромбоцитов было выше в ос-
новной группе при втором и при третьем измерени-
ях (р<0,001).  
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Среднее количество лейкоцитов было стати-
стически значимо выше в контрольной группе до 
начала лечения (первое измерение, р=0,001), после 
лечения этот показатель принял более высокие зна-
чения в основной группе (р=0,000). Средние значе-
ния СОЭ не имели статистически значимых разли-
чий между группами. 

Динамика лейкоцитарной формулы показана 
в табл. 2. При первом и втором измерениях не на-
блюдалось статистически значимых различий между 
основной и контрольной группами по средним уров-
ням эозинофилов, палочкоядерных нейтрофилов и 
моноцитов (р>0,05), а средний уровень лимфоцитов 
был выше в контрольной группе (р=0,000). Во время 
лечения в обеих группах наблюдалась отрицательная 
динамика лейкоцитарной формулы: уменьшалось 
среднее количество лимфоцитов и моноцитов, уве-
личивалось среднее количество палочкоядерных 
нейтрофилов и эозинофилов (р<0,001). При третьем 
измерении показателей в основной группе был най-
ден более высокий средний уровень лимфоцитов, 
моноцитов и эозинофилов, и более низкий средний 
уровень палочкоядерных нейтрофилов (р<0,001).  

Динамика биохимических показателей при-
ведена в табл. 3. Во время лучевой терапии в обеих 
группах наблюдалась следующая динамика биохи-
мических показателей крови: уменьшалось среднее 
содержание белка и калия, повышались средние 
уровни креатинина, мочевины, общего билирубина 
(р<0,001).  

При втором измерении средний уровень бел-
ка сыворотки крови в основной группе был выше, 
чем в контрольной, а при третьем измерении (после 
лечения) в основной группе этот показатель не-
сколько увеличился по сравнению со вторым, а в 
контрольной продолжал снижаться. Средний уро-
вень протромбина в основной группе был выше, 
чем в контрольной при всех измерениях, а средний 
уровень фибриногена был выше в контрольной 
группе при третьем измерении.  

Средний уровень креатинина при втором и 
третьем измерении был выше в контрольной груп-
пе. При третьем измерении в основной группе он 
снизился, а в контрольной продолжал повышаться. 
Средний уровень билирубина в основной группе 
был более низким при всех измерениях. Средний 
уровень калия в контрольной группе был ниже при 
втором и третьем измерении, чем в основной. Ста-
тистически значимых различий в средних уровнях 
мочевины, глюкозы и натрия между группами не 
было найдено.  

 
Выводы 
 
1. В обеих группах наблюдалась отчетли-

вая отрицательная динамика показателей 
общего и биохимического анализов кро-
ви: снижались средние уровни гемогло-
бина, эритроцитов, лейкоцитов, тромбо-
цитов, белка и калия сыворотки и повы-
шались средние уровни СОЭ, креатини-
на, мочевины и общего билирубина, на-
блюдались изменения в лейкоцитарной 
формуле. 

2. В основной группе в конце лучевой те-
рапии (третье измерение показателей) 
наблюдались статистически значимо бо-
лее высокие средние уровни гемоглоби-
на, эритроцитов, тромбоцитов и лейко-
цитов, в том числе лимфоцитов и моно-
цитов, более высокий средний уровень 
белка, протромбина и более низкие 
средние уровни фибриногена, креатини-
на и билирубина. 

3. В целом в основной группе отклонения 
показателей крови от нормальных уров-
ней во время лечения носили менее вы-
раженный характер и быстрее возвраща-
лись к нормальному уровню после лече-
ния, чем в контрольной. 
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Резюме 
 
Множественная миелома – злокачественное лимфопролиферативное заболевание, которое характеризу-

ется инфильтрацией костного мозга плазматическими клетками и остеолитическим поражением костей. В ходе 
исследований было показано, что взаимодействие миеломных клеток с клетками стромы костного мозга акти-
вирует в последних транскрипцию и секрецию цитокинов и ростовых факторов, в том числе и инсулиноподоб-
ного фактора роста 1 типа (IGF-1), который является членом системы IGF/инсулин. Исследования in vivo и in 
vitro показали, что IGF-1 усиливает пролиферацию, выживание и миграцию миеломных клеток, а также участ-
вует в регуляции механизмов возникновения лекарственной устойчивости и разрушения кости. Данный обзор 
посвящен обсуждению роли IGF-1 и некоторых других членов системы IGF/инсулин в прогрессии множествен-
ной миеломы. 

 
Ключевые слова: множественная миелома, костный мозг, микроокружение, выживаемость, пролифера-

ция, инсулиноподобный фактор роста 1 типа (IGF-1), рецептор. 
 
 

S.S. Shushanov  
THE ROLE OF INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR TYPE-1 (IGF-1)  
AND SOME OTHER MEMBERS OF IGF/INSULIN SYSTEM  
IN THE PROGRESSION OF MULTIPLE MYELOMA  
FSBI «N.N. Blokhin RCRC» RAMS, Moscow 

 
Abstract 
 
Multiple myeloma is a malignant lymphoproliferative disease with the infiltration of bone marrow by the plasma 

cells and associates with the osteolytic bone lesions. It was shown that the interaction of MM cells to bone marrow 
stromal cells activates the transcription and secretion of cytokines and growth factors, including insulin-like growth 
factor type-1 (IGF-1) which is belong to the IGF/insulin system. The studies in vivo and in vitro have shown that IGF-1 
promote tumor growth, survival, drug resistance and bone destruction. In his review the role of the IGF-1 and some 
other members of the IGF/insulin system in multiple myeloma progression will be discussed.  

 
Key words: multiple myeloma, bone marrow, microenvironment, survival, proliferation, insulin-like growth fac-

tor type-1 (IGF-1), receptor. 
 
Введение 
 
Множественная миелома – злокачественное 

лимфопролиферативное заболевание, характери-
зующееся инфильтрацией костного мозга плазма-
тическими клетками, наличием моноклонального 
иммуноглобулина в сыворотке крови и/или моче и 
остеолитическими поражениями костей [1]. В соот-
ветствии с классификацией ВОЗ ММ относится к 
периферическим В-клеточным лимфоидным опу-
холям [49]. ММ составляет 1% от всех онкологиче-
ских заболеваний и 13% от всех гемобластозов (не-
опластических заболеваний кроветворной и лимфа-
тической ткани) [83]. Причины развития ММ у че-
ловека остаются неясными. Веских аргументов в 
пользу индуцирующего влияния ионизирующей 
радиации и токсических веществ не получено [1; 

15]. В настоящее время большинство ведущих ис-
следователей считают, что опухолевая трансфор-
мация В-лимфоцитов при ММ происходит в герми-
нальном центре периферических лимфоидных ор-
ганов после соматических гипермутаций реаранжи-
рованных генов иммуноглобулинов и изотипиче-
ского переключения синтеза антител [1; 27; 57]. 
Предполагают, что во время созревания нормаль-
ной В-клетки происходят ошибки, которые приво-
дят к хромосомным транслокациям с вовлечением 
генов иммуноглобулинов, в частности – локуса Н-
цепи (IgH) на хромосоме 14 в области 4q32 [105]. 
Результаты изучения наиболее типичных хромо-
сомных транслокаций с вовлечением локусов генов 
иммуноглобулинов позволили идентифицировать 
ряд потенциальных онкогенов, которые играют 
важную роль в патогенезе этого заболевания [28].  
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В дальнейшем плазмобласты (предшествен-
ники плазматических клеток) и клетки памяти, пре-
терпевшие опухолевую трансформацию, как и нор-
мальные аналогичные клетки, возвращаются в ко-
стный мозг. В костном мозге при взаимодействии с 
элементами костномозгового окружения (фиброб-
ластами, белками внеклеточного матрикса) транс-
формированные плазмобласты проходят оконча-
тельный этап созревания до плазматических клеток 
– получают соответствующие сигналы для выжи-
вания и пролиферации, формируют опухолевый 
клон, секретируют моноклональный иммуноглобу-
лин (M-белок), активируют остеокласты, которые 
впоследствии индуцируют остеолитическое пора-
жения кости [16; 64; 111]. 

Длительность жизни больных ММ в основ-
ном зависит от чувствительности к лечению проти-
воопухолевыми препаратами. Часто в результате 
лечения у больных развивается резистентность к 
самым разным химиопрепаратам, различающимся и 
по химической структуре, и по механизму дейст-
вия. Иными словами, возникает множественная 
лекарственная устойчивость, которая является на 
сегодня одной из существенных проблем при лече-
нии больных ММ [2; 3].  

За последние два десятилетия исследований 
механизмов прогрессии ММ in vitro на моделях 
первичных клеток ММ и линий клеток ММ, а так-
же in vivo на моделях лабораторных животных на-
копилось много знаний в этой области эксперимен-
тальной онкологии. В ходе исследований было по-
казано, что взаимодействие клеток ММ с клетками 
стромы костного мозга активирует в последних 
транскрипцию и секрецию цитокинов и ростовых 
факторов, в том числе – и IGF-1, который, как было 
установлено, усиливает пролиферацию, выживание 
и миграцию клеток ММ, а также имеет прямое от-
ношение к возникновению устойчивости к обще-
принятым химиопрепаратам [45; 71]. Также было 
показано, что клетки ММ, взаимодействуя с эндо-
телием кровеносных сосудов в микроокружении 
костного мозга, экспрессируют на своей поверхно-
сти рецептор IGF-1 (IGF-1R), который является 
рецепторной тирозинкиназой [71].  

Цель данного обзора – системное освещение 
ранних и современных литературных данных, по-
священных роли инсулиноподобных факторов рос-
та и инсулина, а также их рецепторов в молекуляр-
ных механизмах злокачественной прогрессии ММ: 
миграции, выживании, пролиферации и лекарст-
венной устойчивости. 

 
Система IGF/инсулин 
Система IGF/инсулин является на сегодня 

наиболее важной и широко изучаемой в онкологии. 
Ее роль в инициации, прогрессии и метастазирова-
нии злокачественных новообразований является 
доказанной во многих типах опухолей человека и 
на различных моделях животных.  

Система IGF/инсулин (рис. 1) включает ин-
сулин и ростовые факторы IGF-1, IGF-2, шесть ти-
пов IGF– связывающих и регулирующих белков 
(IGFBP) и их протеаз, а также различные изоформы 
и комбинации их общих рецепторов: IGF-1R, IGF-
1R/IR-A, IGF-1R/IR-B, IR-A, IR-B, активация кото-
рых опосредует сигналы, играющие различные ро-
ли в физиологии клетки, такие как: развитие, рост, 
дифференцировка, регуляция метаболизма, под-
вижность, опухолеродность чувствительность к 
апоптозу, ангиогенез, экспрессия молекул адгезии 
[42; 63; 87]. 

Аминокислотные последовательности IGF-1 
и IGF-2 гомологичны на 62% [109], а с инсулином – 
приблизительно на 50 % [53]. В литературе описа-
ны две изоформы мРНК IGF-1 (IGF-1A и IGF-1B), 
которые образуются в результате альтернативного 
сплайсинга, при этом обе изоформы сохраняют 
нуклеотидные последовательности, кодирующие 
полноразмерный пептид IGF-1, а С-концевые нук-
леотидные последовальности этих двух изоформ 
кодируют два различных пептида, EA и EB. Функ-
циональные значения изоформ мРНК IGF-1A и 
IGF-1B до конца неизвестны и в настящее время 
исследуются. Установлено, что про-IGF-1 пептид 
выделяется из клетки в межклеточное пространст-
во, а про-IGF-1B пептид является активной внутри-
клеточной изоформой и обнаруживается в ядре 
клетки и, по-видимому, имеет регуляторную функ-
цию [104]. Предполагается, что количественное 
соотношение этих изоформ может являться одним 
из факторов, определяющих дальнейшую судьбу 
клетки, т.е. в случае преобладания одной изоформы 
клетка будет пролиферировать, а другой – диффе-
ренцироваться [11].  

Рецептор инсулиноподобного фактора роста 
1 типа (IGF-1R) – рецепторная тирозинкиназа, гете-
ротетрамер, состоящий из двух внеклеточных α-
субъединиц, связывающихся с лигандом, и двух 
внутриклеточных β-субъединиц, содержащих тиро-
зинкиназный домен. IGF-1R и рецептор инсулина 
(IR), который также является рецепторной тиро-
зинкиназой, имеют 84% гомологию в аминокислот-
ной последовательности их тирозинкиназных до-
менов [6]. Рецептор инсулиноподобного фактора 
роста 2 типа (IGF-2R) не имеет тирозинкиназной 
активности и, как предполагается, служит для уда-
ления IGF-2 из экстраклеточного окружения путем 
связывания его на поверхности клетки [29; 54]. 
Аффинность связывания IGF-1 с IGF-1R превышает 
аффинность связывания IGF-2 с IGF-1R от 2 до 15 
раз [50]. Инсулин связывается с IGF-1R от 100 до 
1000 раз слабее, чем IGF-I [25]. Однако, учитывая, 
что количество циркулирующего в крови IGF-1 
приблизительно в 100 раз превышает количество 
инсулина, было показано, что IGF-1 связывается и 
активирует IR [65]. IGF-2R связывает IGF-2 в 500 
раз сильнее, чем IGF-1 и совсем не свявывает инсу-
лин [53]. IGF-2 связывается с одинаковой аффинно-
стью с двумя изоформами рецептора исулина IR-A 
и IR-B, которые образуются в результате альтерна-
тивного сплайсинга мРНК [32; 107].  

Также имеются гибридные рецепторы, гете-
родимеры: IGF-1R/IR-A, IGF-1R/IR-B [72]. Сооб-
щается, что в зависимости от присутствия той или 
иной изоформы рецептора инсулина, указанные 
гибридные рецепторы индуцируют различные сиг-
налы и имеют разные биологические функции [78]. 
Вместе с тем, роль и значимость такого перекрест-
ного многообразия взаимодействий указанных рос-
товых факторов и их рецепторов для клетки оста-
ются недостаточно выясненными и спорными. В 
литературе обсуждаются вопросы относительно 
селективности сигналов, поступающих после акти-
вации перечисленных рецепторов, и их роли в био-
логии клетки. Имеются данные о том, что связыва-
ние IGF-2 с IR-A изоформой опосредует пролифе-
ративные эффекты, тогда как связывание с IR-B 
изоформой опосредует метаболические эффекты 
[32; 61]. IGF-связывающие белки участвуют в 
транспортировке инсулиноподобных факторов рос-
та из печени в различные органы, стабилизируют 
их в ходе траспортировки, регулируют взаимодей-
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ствия IGF–1 и IGF-2 с рецепторами [87]. Кроме 
того, IGF-связывающие белки могут и сами, неза-
висимо от их IGF–связывающих функций, участво-
вать в биологических процессах [77]. 

 
Роль IGF-1 и его рецептора IGF-1R  
в селективной локализации клеток  
миеломы в костном мозге 
Одним из ключевых свойств клеток миело-

мы является их селективное возвращение в кост-
ный мозг («хоуминг»). Этот процесс является мно-
гоступенчатым и, прежде чем попасть в микроок-
ружение костного мозга, мигрирующие по крове-
носному руслу клетки миеломы на первом этапе 
под воздействием специфических хемоатрактантов 
должны притянуться к поверхности эндотелия, за-
крепиться на ее поверхности, далее активироваться 
и трансмигрировать через стенки каппиляров, а 
затем, разрушив базальную мембрану, инвазиро-
вать во внеклеточный матрикс [111] (рис. 2). 

Одним из идентифицированных хемоатрак-
тантов для клеток ММ является IGF-1, который 
экспрессируется клетками стромы (фибробласта-
ми), а также остеобластами [13; 18] и в высокой 
концентрации присутствует в микроокружении 
костного мозга [5; 51; 60]. Роль IGF-1 в хемотакси-
се была доказана в ряде экспериментов in vitro как 
на линиях клеток миеломы человека [82; 96], так и 
на клетках миеломы мыши, а также in vivo на мы-
шах. Например, было показано, что миеломные 
клетки мыши активно мигрируют в направлении 
кондиционированной среды от фибробластов, по-
лученных из стромы костного мозга. Когда в такую 
кондиционированную среду добавляли антитела к 
IGF-1, то миграция миеломных клеток заметно 
уменьшалась [69; 111]. В другом эксперименте бы-
ло показано, что миеломные клетки мыши линий 
5Т2ММ и 5T33MM, экспрессирующие на своей 
поверхности IGF-1R, мигрируют в направлении 
экзогенного IGF-1. Напротив, миеломные клетки 
линии 5T33MMvt, которые не экспрессируют IGF-
1R, не мигрируют в направлении IGF-1 [100; 101]. 
Однако, если клетки 5T33MMvt инъецировать в 
мышь, то они начинают экспрессировать на своей 
поверхности IGF-1R и это коррелирует с их спо-
собностью мигрировать в направлении IGF-1 [103]. 
В дальнейших экспериментах in vitro было уста-
новлено, что экспрессия IGF-1R активируется по-
сле взаимодействия клеток 5T33MMvt с эндотелием 
костного мозга [8]. Если клетки 5T33MMvt вернуть 
в условия культивирования без эндотелия костного 
мозга, то экспрессия IGF-1R прекращается через 10 
дней [8]. Также было показано, что клетки миело-
мы мыши 5Т2, инъецированные в мышь и обнару-
женные через 18 часов в микроокружении костного 
мозга, сильнее экспрессируют на своей поверхно-
сти IGF-1R, чем до инъекции [100].  

Таким образом, можно предположить, что 
миеломные клетки, экспрессирующие на своей по-
верхности пусть даже небольшое количество IGF-
1R, при взаимодействии с эндотелием костного 
мозга увеличивают экспрессию IGF-1R, что, в свою 
очередь, усиливает их дальнейшую трансмиграцию 
через стенки капилляров и базальную мембрану в 
направление IGF-1, который, как было сказано вы-
ше, в высокой концентрации присутствует в мик-
роокружении костного мозга. 

Как только клетки миеломы под воздействи-
ем IGF-1 притягиваются и взаимодействуют с эн-
дотелием сосудов, окружающих костный мозг, они 
активируются и экспрессируют адгезионные моле-

кулы, чтобы закрепиться на поверхности эндоте-
лия. Некоторые из этих адгезинных молекул явля-
ются необходимыми на последующих стадиях «хо-
уминга», чтобы связаться с белками внеклеточного 
матрикса и с фибробластами в строме костного 
мозга. Одной из таких адгезионых молекул, экс-
прессирующихся при взаимодействии миеломных 
клеток с эндотелием, является интегрин β4α1 (VLA-
4). Показано, что для клеток миеломы человека 
интегрин β4α1 является важным адгезионным ре-
цептором, который опосредует связывание опухо-
левой клетки с фибронектином и адгезионными 
молекулами кровеносного сосуда, и его экспрессия 
регулируется IGF-1 [96]. Также показано, что IGF-1 
индуцирует локализацию IGF-1R и интегрина β4α1 
на активном крае плазматической мембраны мие-
ломных клеток [96]. Поскольку связывание мие-
ломных клеток с фибронектином коррелировало с 
активацией PI3K, Akt/PKB киназы, фосфорилиро-
ванием FAK и паксиллина, было предположено, 
что этот сигнальный путь вовлечен в процесс ми-
грации клеток миеломы [96]. Позднее было уста-
новлено, что в регулировании IGF-1 опосредуемой 
миграции и инвазии клеток миеломы человека уча-
ствуют PI3K/PKCμ и PI3K/RhoA – зависимые сиг-
нальные пути [82]. 

На следующем этапе «хоуминга» закрепив-
шиеся на поверхности эндотелии сосудов клетки 
миеломы инвазируют в микроокружение костного 
мозга через стенки кровеносных сосудов и базаль-
ную мембрану. Этот процесс осуществляется бла-
годаря участию семейства ММP и активатора плаз-
миногена урокиназного типа (uPA), экспрессируе-
мых клетками миеломы и деградирующих различ-
ные компоненты внеклеточного матрикса и базаль-
ной мембраны [23; 52; 75].  

Было показано, что клетки миеломы челове-
ка продуцируют металлопротеиназы ММP-2, MMP-
7 и MMP-9 [9; 10; 62]. В литературе имеются дан-
ные о том, что IGF-1 может регулировать экспрес-
сию ММP-9, которая является желатиназой и кол-
лагеназой IV типа [70]. Как специфический хемоат-
рактант, продуцируемый клетками стромы костно-
го мозга, IGF-1 притягивает миеломные клетки и 
после разрушения компонентов внеклеточного 
матрикса и базальной мембраны способствует их 
трансмиграции через стенки каппиляров и базаль-
ную мембрану.  

Как только клетки миеломы оказываются в 
микроокружении костного мозга, они подвергаются 
прямому воздействию IGF-1, который является для 
клеток миеломы фактором выживания и стимули-
рует клетки миеломы к пролиферации. 

 
Роль IGF-1 и его рецептора IGF-1R  
в выживании клеток ММ 
Одним из характерных свойств злокачест-

венных клеток является нарушение механизмов, 
регулирующих запрограммированную клеточную 
гибель – апоптоз. В результате опухолевые клетки 
становятся менее чувствительными по сравнению с 
окружающими их нормальными клетками к раз-
личным стрессовым воздействиям, таким как не-
достаточность факторов роста, поломки ДНК, вы-
званные ионизирующей радиацией, тепловой шок, 
действию противоопухолевых препаратов, направ-
ленных на активацию апоптоза и т.д.  

Иными словами, менее чувствительные к 
апоптозу опухолевые клетки получают преимуще-
ство в борьбе за выживание, что является еще од-
ним шагом на пути к злокачественной прогрессии.  
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Рис. 1. Схема взаимодействия между IGF-1, IGF-2, инсулина с их рецепторами и IGF-связывающими белками. 
Взаимодействия, указанные жирными стрелками, имеют наибольшую аффинность, прерывистые стрелки соот-
ветствуют слабой аффинности. (Cхема нарисована автором данной статьи С.С. Шушановым). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 2. Схема многоступенчатого селективного возвращения клеток множественной миеломы в микроокруже-
ние костного мозга. 

Прежде чем попасть в микроокружение костного мозга, мигрирующие по кровеносному руслу клетки миеломы под 
воздействием IGF-1 притягиваются к поверхности эндотелия (хемотаксис), закрепляются на ее поверхности (адгезия), далее 
активируются и трансмигрируют через стенки каппиляров в микроокружение костного мозга (инвазия). В микроокружении 
костного мозга IGF-1 активирует в клетках ММ антиапоптотические механизмы, придавая злокачественным клеткам пре-
имущество в борьбе за выживание, а также стимулирует их к пролиферации. Взаимодействие RANKL, экспрессирующихся 
на поверхности клеток миеломы, с RANK, экспрессирующимся на поверхности предшественников остеокластов, приводит 
к дифференцировке предшественников остеокластов в остеокласты, которые активируются и разрушают костную ткань 
(Cхема нарисована автором данной статьи С.С. Шушановым). 
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На сегодня известны различные факторы, 
участвующие в механизмах регуляции апоптоза, и 
одним из них являются IGF-1 и его рецептор IGF-
1R, которые во многих типах опухолей проявляют 
антиапоптотические функции. В линиях клеток 
ММ человека IGF-1/IGF-1R опосредуемый сиг-
нальный путь ингибирует апоптоз, индуцирован-
ный культивированием клеток в среде без сыворот-
ки [38] или добавлением в культуральную среду 
дексаметазона [74; 76; 106]. Некоторые линии кле-
ток ММ, как, например Karpas 707, сами экспрес-
сируют IGF-1, который аутокринным образом ак-
тивирует IGF-1R на поверхности клеток [38]. Если 
в клетках Karpas 707 инактивировать IGF-1R анти-
телами αIR3, то аутокринная стимуляция IGF-1R 
прекратится, и тогда активируется каспаза 3, по-
следняя в цепи цистеиновых протеиназ, которая 
индуцирует апоптоз. Таким образом, аутокринная 
стимуляция IGF-1R в клетках Karpas 707 является 
непрерывной и вполне достаточной для ингибиро-
вания апоптоза, зависимого от каспазы 3. В обыч-
ной культуральной среде, содержащей сыворотку, 
непрерывная аутокринная стимуляция IGF-1R при-
водит к невысокому, однако достаточно хорошо 
заметному, так называемому базальному уровню 
фосфорилирования Аkt по сериновому остатку в 
положении 473. Вместе с тем, если к клеткам Kar-
pas 707 добавить экзогенный IGF-1, уровень фос-
форилирования Аkt заметно возрастет [38]. Учиты-
вая тот факт, что IGF-1 в большом количестве при-
сутствует в сыворотке, а также в микроокружении 
костного мозга, где он продуцируется различными 
типами клеток, в том числе фибробластами и ос-
теобластами, можно предположить, что in vivo 
клетки ММ получают от IGF-1 дополнительную 
паракринную стимуляцию. Подтверждением этого 
сценария был недавно выявленный факт, что для 
выживания клеткок ММ, полученных от больных, 
необходима экзогенная активация IGF-1/IGF-1R 
сигнального пути [1].  

Предполагается, что одним из центральных 
сигнальных путей, регулирующих выживаемость 
клеток ММ, является PI3K/Akt сигнальный путь, 
который активируется в ответ на воздействие раз-
личных факторов роста, в том числе и IGF-1 [46; 
48]. Ras/MAPK–сигнальный путь также вовлечен в 
регуляцию выживания клеток ММ, однако, как бы-
ло показано в ряде экспериментов с использовани-
ем различных ингибиторов, этот сигнальный путь 
оказался менее эффективным для выживания кле-
ток ММ чем PI3-K/Akt путь сигнальной трансдук-
ции [30; 37; 46; 97]. Еще одним сигнальным путем, 
участвующим в регуляции выживания клеток ММ, 
является 14-3-3–зависимый сигнальный путь [67]. 
14-3-3 – это семейство высоко гомологичных бел-
ков, включающее 7 известных изоформ [34]. Акти-
вация IGF-1R/14-3-3 сигнального пути приводит к 
транслокации Raf в митохондрию и последующему 
фосфорилированию BAD, и, в конечном итоге, ин-
гибированию апоптоза [73]. Главные мишени IGF-
1R/PI3K/Akt сигнального пути, регулирующие вы-
живание клеток ММ, окончательно не выявлены.  

Предполагается, что одним из участников в 
PI3K/Akt зависимой цепи передачи сигналов явля-
ются IkB киназы, которые при фосфорилировании 
активируют траскрипционный фактор NF-kB. В 
свою очередь, NF-kB может регулировать экспрес-
сию ряда генов, имеющих антиапоптотические ак-
тивности, например, таких как: cIAP2 [113], 
cFLIP[58] bcl-xL [17; 91]. Другим известным сиг-
нальным путем, участвующим в регуляции апопто-

за, является PI3-K/Akt/BAD сигнальный путь, в 
котором фосфорилирование BAD приводит к акти-
вации антиапоптотических белков, входящих в се-
мейство bcl2 (bcl2, bcl-xL, bcl-w, bfl-1, bag-1, mcl-1, 
A1) [24; 108]. Однако в литературе имеются дан-
ные, свидетельствующие в пользу того, что и bcl-
xL, и bcl2 могут регулироваться в результате актива-
ции другого, PI3-K независимого пути передачи 
сигнала. Например, в линии клеток миеломы чело-
века U266 апоптотический эффект наблюдался в 
результате конститутивной активации JAK/STAT 
сигнального пути, при котором Stat-3 ингибировал 
экспрессию bcl-xL, и, как следствие, индуцировался 
апоптоз [112]. Кроме того было показано, что Stat-3 
конститутивно активирован в мононуклеарных 
клетках костного мозга, полученных от больных 
ММ, а также в линиях клеток ММ, устойчивых к 
апаптозу, индуцированному Fas [94]. Таким обра-
зом, JAK/STAT сигнальный путь также вовлекается 
в выживаемость клеток ММ. 

Также в литературе имеются сведения о роли 
PI3-K/Akt зависимой киназы GSK-3β в регуляции 
апоптоза [47; 79; 92]. Cубстратами GSK-3β являют-
ся: гликоген синтаза, циклин D1, эукариотический 
фактор иниациации eIF2B, tau (белок ассоцииро-
ванный с микротрубочками), а также транскрипци-
онные факторы: с-jun, c-myc, β-catenin NF-kB [31; 
40]. В отличие от большинства киназ, GSK-3β явля-
ется конститутивно активированной киназой и его 
активность ингибируется различными факторами 
роста, в том числе инсулином и IGF-1 в рультате 
Akt- зависимого фосфорилирования по остатку се-
рина в положении 21 и/или 9 [20]. В миеломных 
клетках Karpas 707 IGF-1R/PI3-K/Akt сигнальный 
путь конститутивно активирован и, в соответствии 
с этим, отмечается невысокий, однако достаточно 
хорошо заметный, так называемый базальный уро-
вень фосфорилирования GSK-3β по сериновому 
остатку в положении 9. Добавление к клеткам Kar-
pas 707 экзогенного IGF-1 увеличивает степень 
фосфорилирования GSK-3β по этому сайту. Вместе 
с тем, использование ингибиторов GSK-3β, напри-
мер LiCl или SB415286, только частично уменьша-
ет апоптотический эффект, вызванный дексамета-
зоном, в присутствии или без αIR3, или ингибито-
ров PI3-K, что свидетельствует о частичном уча-
стии GSK-3β в противоапоптотическом сигнальном 
пути, активируемом IGF-1R/PI3-K/Akt. 

 
Роль IGF-1  
в регуляции пролиферации клеток ММ 
Роль IGF-1 в прогрессии клеточного цикла 

впервые была исследована группой R. Baserga еще 
в 1993 г. [12; 84]. Показано, что в большинстве ти-
пов клеток взаимодействия между IGF-1 и IGF-1R 
достаточно, чтобы клетки вошли в клеточный цикл 
и начали делиться. Экспрессия IGF-1R является 
решающим фактором, который переключает клетку 
из состояния «не митогенная» в состояние «мито-
генная». В согласии с этой гипотезой, клетки 
Balb/c-3T3 стабильно трансфицированные векто-
ром, кодирующим IGF-1R, могли расти в присутст-
вии IGF-1 лиганда. Если клетки экспрессировали 
одновременно и фактор роста IGF-1, и его рецептор 
IGF-1R , они могли расти в отсутствии каких-либо 
других экзогенных факторов роста [80]. IGF-1 ока-
зывает выраженный митогенный эффект и на мно-
гие типы злокачественных клеток [109], в том чис-
ле – на линии клеток ММ [33; 38; 74]. Этот эффект, 
по-видимому, опосредуется главным образом через 
IGF-1R, однако другой рецептор IRA, который 
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имеет высокую аффиность к IGF-2, также участвует 
в активации пролиферации опухолевых клеток [89]. 
Инсулин, известный как фактор, регулирующий 
метаболизм глюкозы, тоже может оказывать доста-
точно сильный митогенный эффект на опухолевые 
клетки. Возможно, что в этом случае его эффект 
проявляется в результате связывания с IGF-1R. 
Также имеются данные, свидетельствущие в пользу 
того, что инсулин может оказывать митогенный 
эффект, связываясь и со своим собственным рецеп-
тором [14; 39]. Недавно A.C. Sprynski и др. показа-
ли, что инсулин в физиологических концентрациях 
является для клеток ММ таким же митогеном, как и 
IGF-1, и стимулирует рост клеток ММ, содержащих 
IGF-1R/IR гибридный рецептор. В таких гибридных 
рецепторах инсулин индуцирует фосфорилирова-
ние как IGF-1R, так и IR [95]. Эта же группа иссле-
дователей установила, что IR экспрессируется в 
клетках ММ в 203/206 случаях вновь диагностиро-
ванных больных ММ [95]. Мы также исследовали 
экспрессию двух изоформ мРНК IR и показали, что 
в мононуклеарной фракции клеток аспиратов кост-
ного мозга больных множественной миеломой экс-
прессия мРНК IR-А обнаруживается у 100% боль-
ных, а экспрессия мРНК IR-B – у 32% больных [4]. 
Возможно, что A-изоформа IR действительно игра-
ет важную роль как в пролиферации, так и в биоло-
гии клеток ММ в целом, однако однозначного отве-
та на этот вопрос пока нет, и исследования в этом 
направлении продолжаются. На фибробластах мы-
ши недавно было установлено, что не только инсу-
лин и IGF-2 связываются с IR-A, но и IGF-1 может 
связываться с IR-A, и, хотя в меньшей степени, ак-
тивирует его аутфосфорилирование по сравнению с 
IGF-2, тем не менее, достаточно заметно индуциру-
ет нижележащий от IR-A сигнальный путь внутри 
клетки [86]. В литературе накопилось много работ, 
посвященных изучению сигнальных путей, активи-
руемых в результате различных лиганд-
рецепторных взаимодействий между инсулином, 
IGF-1, IGF-2, IGFBP и их рецепторами IGF-1R, IR. 
Но на сегодня в этой области экспериментальной 
онкологии еще многое остается неизученным [35]. 
Считается, что пролиферация клеток ММ находит-
ся под контролем RAS-MAPK сигнального пути, в 
то время, как PI3K/Akt сигнальный путь ассоции-
руется с анти-апоптотическими функциями [37]. 
Вместе с тем было показано, что в миеломных 
клетках RPMI8226 RAS-MAPK сигнальный путь не 
участвует в пролиферации [110]. 

Особый интерес представляет тот факт, что 
IGF-1 может проявлять свои функции во взаимо-
действии с другими факторами. Например, он ин-
дуцирует деление клетки во взаимодействии с эпи-
дермальным фактором роста (EGF) и тромбоцитар-
ным (PDGF) ростовым фактором [19; 26]. В других 
работах было показано, что PDGF и основной фак-
тор роста фибробластов (bFGF) активируют экс-
прессию IGF-1R [44; 85].  

Что касается PDGF и bFGF, то они, как было 
показано, могут продуцироваться самими клетками 
миеломы в костном мозге [99; 101].  

Также было показано, что IGF-1 стимулиру-
ет пролиферацию как IL-6 зависимых, так и IL-6 
независимых линий миеломных клеток человека, 
воздействуя на клетки синергически с IL-6 и акти-
вируя при этом IL-6 независимый путь сигнальной 
трансдукции [30; 38; 81]. 

Таким образом, IGF-1 регулирует пролифе-
рацию и выживаемость клеток ММ, воздействуя на 
них как независимо, так и совместно с другими 

факторами, и, такая взаимная кооперация усилива-
ет действие каждого фактора в отдельности, и яв-
ляется важным в прогрессии ММ в целом.  

 
Роль IGF-1 в возникновении 
 лекарственной устойчивости при ММ 
Длительность жизни больных, как было ска-

зано выше, в основном зависит от чувствительно-
сти к лечению противоопухолевыми препаратами, 
среди которых алкилирующие соединения (мелфа-
лан, циклофосмамид, хлорбутин и другие), доксо-
рубицин, бортезомиб (велкейд) [7]. Со временем у 
многих больных ММ развивается устойчивость к 
самым разным химиопрепаратам, различающимся и 
по химической структуре, и по механизму дейст-
вия. Иными словами, возникает множественная 
лекарственная устойчивость [2; 3]. Одним из хоро-
шо охарактеризованных на сегодняшний день мо-
лекулярных механизмов МЛУ опухолей человека 
является повышенная активность белка Р-
гликопротеина (Pgp), кодируемого геном MDR1. 
Pgp, используя энергию АТФ, транспортирует раз-
личные химиопрепараты из цитозоля и/или из 
плазматической мембраны во внеклеточное про-
странство [2; 3]. Предварительные исследования 
показали, что у нелеченных больных ММ экспрес-
сия Pgp обнаруживается только в 1-2% образцов 
биопсий, тогда как у леченных больных, у которых 
возник рецидив и они стали нечувствительными к 
химиопрепаратам, экспрессия Pgp обнаруживается 
в 40–80% случаев [93]. 

Наряду с Pgp в МЛУ вовлечены также и дру-
гие известные на сегодняшний день белки: АТФ-
зависимые транспортеры MRP1, BCRP, а также 
белок LRP [2; 3; 43].  

Несмотря на то, что сегодня созданы различ-
ные классы ингибиторов, которые в основном яв-
ляются конкурентами субстратов перечисленных 
выше белков-транспортеров, их действие в преодо-
лении МЛУ пока недостаточно эффективно и в не-
которых случаях такие ингибиторы вызывают 
сильные негативные побочные эффекты [43]. По-
этому наряду с дальнейшим совершенствованием 
уже имеющихся ингибиторов требуется поиск но-
вых классов и типов ингибиторов МЛУ, которые 
были бы, с одной стороны, более эффективными, а 
с другой – универсальными для всех белков-
траснпортеров, и не имели бы негативных побоч-
ных эффектов. Вместе с тем, необходимо парал-
лельно проводить фундаментальные исследования 
молекулярных механизмов регуляции экспрессии и 
активации самих белков МЛУ. Учитывая, что име-
ется несколько видов белков-транспортеров, не 
исключено, что они регулируются различным обра-
зом, и, возможно, что в их регуляции участвуют 
межклеточные взаимодействия, различные факторы 
роста, их рецепторы и активируемые ими сигналь-
ные пути, мишенями которых являются промотор-
ные и другие регуляторные регионы генов, коди-
рующих белки-транспортеры, участвующие в воз-
никновении МЛУ.  

В литературе имеются данные о том, что 
клетки ММ, проникая в микроокружение костного 
мозга, взаимодействуют с клетками стромы костного 
мозга (фибробластами) и белками внеклеточного 
матрикса приобретают лекарственную устойчивость, 
опосредованную клеточной адгезией (CAM-DR) 
[71]. Также показано, что взаимодействие клеток 
ММ с клетками стромы костного мозга активирует в 
последних транскрипцию и секрецию цитокинов и 
ростовых факторов, в том числе и инсулиноподоб-
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ного фактора роста 1 типа (IGF-1). Последний, как 
было установлено, не только усиливает пролифера-
цию, выживание и миграцию клеток ММ, но также 
участвует в регуляции механизмов возникновения 
резистентности к общепринятым химиопрепаратам 
[71; 45]. Установлено, что клетки ММ, взаимодейст-
вуя с эндотелием кровеносных сосудов в микроок-
ружении костного мозга, экспрессируют на своей 
поверхности рецептор IGF-1 [71]. Увеличение коли-
чества IGF-1R на поверхности клеток ММ приводит 
к большему количеству IGF-1/IGF-1R взаимодейст-
вий и последующей активации нижележащих сиг-
нальных путей в клетке. В экспериментах in vitro 
было показано, что IGF-1R- зависимая активация 
PI3K-Akt сигнального пути предотвращает дексаме-
тазон-индуцированный апоптоз и апоптоз, индуци-
рованный бессывороточной средой [37; 76].  

В недавней работе P. Maiso et al. также пока-
зали, что ингибирование тирозинкиназной активно-
сти IGF-1R усиливает действие леналидомида, дек-
саметазона, мелфалана и бортезомиба, а использо-
вание ингибитора тирозинкиназной активности 
IGF-1R совместно с дексаметазоном и бортезоми-
бом заметно подавляет рост клеток ММ in vitro 
[66]. Кроме ингибирования апоптоза, известно и 
другое важное свойство IGF-1. Было показано, что 
в клетках рака толстой кишки мыши линии MCLM 
и в Т-лимфобластоидных клетках линии человека 
CCRF-CEM IGF-I индуцировал экспрессию гена 
MDR1 и значительно ингибировал гибель клеток от 
цитотоксических препаратов [41; 88]. В своей рабо-
те J. Ge et al. методом иммуногистохимии исследо-
вали экспрессию IGF-1R и MRP1 в 102 образцах 
больных раком желудка и обнаружили, что IGF-1R 
экспрессировался в 75,2 % случаев, а MRP1 – в 69. 
Такая высокая степень корреляции в экспрессии 
этих генов, несмотря на химиотерапию, ассоцииро-
валась с плохим прогнозом у больных раком же-
лудка [36]. Другие авторы [55] в более ранней ра-
боте показали, что в клетках млекопитающих про-
моторы генов инсулина IGF-1 и MRP2 содержат 
сайты связывания с гепатоцитарными ядерными 
факторами HNF-1 и HNF-1. Эти данные позво-
ляют предположить, что экспрессия мРНК указан-
ных генов может корегулироваться.  

Роль IGF-1 и его рецепторов в регуляции 
экспрессии MDR1 и других генов, ответственных за 
множественную лекарственную устойчивость при 
ММ, на сегодня не ясна, поэтому исследования в 
этом направлении являются актуальными в экспе-
риментальной онкологии. Недавно в аспиратах ко-
стного мозга, полученных от больных ММ, нами 
была сопоставлена экспрессия двух изоформ мРНК 
гена инсулиноподобного фактора роста 1 типа IGF-
1A и IGF-1B и мРНК генов рецепторов инсулино-
подобного фактора роста 1 типа IGF-1R, IR-A, IR-B 
с экспрессией мРНК генов, ответственных за МЛУ, 
MDR1, MRP1, LRP, BCRP. МРНК генов МЛУ, за 
исключением LRP, экспрессировались у всех ис-
следуемых больных ММ. Экспрессия мРНК генов 
системы IGF/инсулин различна и составила 21–68 
%. В 80 % случаев у одних и тех же больных ММ 
наблюдается коэкспрессия изоформ мРНК IGF-IA и 
IGF-IB. Изоформы мРНК гена IGF-1 (IGF-1A и 
IGF-1B) в подавляющем большинстве случаев экс-
прессировались в тех же образцах, в которых ги-
перэкспрессировались мРНК MDR1 и LRP, причем, 
степень коэкспрессии изоформ мРНК IGF-1 и 
мРНК MDR1 составила 90 %, а изоформ мРНК IGF-
1 и мРНК LRP – 87,5 %. Мы продолжаем свои ис-
следования в этом направлении in vitro на разных 

типах линий клеток множественной миеломы. На-
ши предварительные данные, полученные на линии 
клеток ММ RPMI8226, однозначно показали, что 
транскрипция генов MRP1 и LRP является регули-
руемой сигнальной системой, активируемой одной 
из комбинаций лиганд-рецепторных взаимодейст-
вий: IGF-1/IGF-1R или IGF-2/IGF-1R.  

 
Остеолизис 
Еще одним важным клиническим аспектом 

множественной миеломы является остеолизис. Из-
вестно, что в нормальной костной ткани поддержи-
вается баланс между активностью остеобластов, 
участвующих в формировании костной ткани, и 
остеокластов, участвующих в резорбции костной 
ткани. При множественной миеломе этот баланс 
нарушен: количество и активность остеокластов 
выше, чем в норме, что приводит к резорбции кос-
ти. При исследовании молекулярных механизмов, 
лежащих в основе остеолизиса, были выявлены 
различные молекулы, участвующие в этом процес-
се. Одним из них, например, является воспалитель-
ный белок макрофага (МIP-1α), который стимули-
рует хемотаксис предшественников остеокластов и 
участвует в созревании остеокластов, что связано с 
последующим остеолизисом [58; 68]. Другим, наи-
более исследованным участником остеолизиса при 
ММ является система RANK-RANKL [111]. RANK, 
рецептор активатора NF-kB, экспрессируется на 
поверхности предшественников остеокластов. 
RANKL, который является лигандом для RANK, 
экспрессируется на поверхности остеобластов, кле-
ток стромы костного мозга, а также клетками мие-
ломы [1; 111]. В результате связывания RANKL с 
рецептором RANK предшественники остеокластов 
дифференцируются в остеокласты, которые затем 
активируются и разрушают костную ткань (рис. 2). 
При ММ миеломные клетки, экспрессирующие на 
своей поверхности RANKL, могут непосредственно 
стимулировать созревание остеокластов в своем 
ближайшем окружении в костном мозге. Зрелые 
остеокласты, в процессе костной резорбции, экс-
прессируют IGF-1, который, в свою очередь, акти-
вирует размножение миеломных клеток [1]. Таким 
образом, образуется порочный круг, в котором, чем 
больше миеломных клеток, тем больше остеокла-
стов, разрушающих кость, а чем больше остеокла-
стов, тем больше IGF-1, который стимулирует раз-
множение миеломных клеток. 

Также имеется растворимая форма рецепто-
ра RANKL, остеопротегерин (OPG), который свя-
зывается с RANKL и, тем самым, негативно регу-
лирует дифференцировку остеокластов и предот-
вращает резорбцию кости [21; 59; 90]. В экспери-
ментах на мышах, больных множественной миело-
мой, было показано, что введение рекомбинантного 
OPG ингибирует дифференцировку остеокластов, 
предотвращает развитие остеолизиса и продлевает 
жизнь больным мышам [22; 102]. При ММ наблю-
дается супрессия продукции OPG, что приводит к 
дисбалансу между регуляторами физиологической 
костной резорбции OPG/RANKL [1; 111]. 

 
Заключение 
 
Таким образом, данные, имеющиеся на сего-

дня в литературе, указывают на то, что система 
IGF/инсулин занимает особо важное место в биоло-
гии ММ. IGF-1 в высокой концентрации присутст-
вует в микроокружении костного мозга и является 
одним из важных факторов, который имеет множе-

№ 3/том 11/2012   РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 



 

№ 3/том 11/2012  РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 

78 ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ РОЛЬ ИНСУЛИНОПОДОБНОГО ФАКТОРА…

ственные функции в прогрессии ММ. Продуцируе-
мый клетками стромы костного мозга IGF-1 явля-
ется выраженным селективным агентом, привле-
кающим клетки миеломы в костный мозг. Как спе-
цифический хемоатрактант для клеток миеломы он:  

 притягивает мигрирующие по кровенос-
ному руслу клетки миеломы к эндоте-
лию сосудов,  

 активирует в них экспрессию определен-
ных молекул адгезии и протеаз, разру-
шающих различные компоненты внекле-
точного матрикса и базальной мембраны,  

 притягивая миеломные клетки, способ-
ствует их трансмиграции через стенки 
каппиляров и базальную мембрану в 
микроокружение костного мозга.  

В микроокружении костного мозга IGF-1 
проявляет в клетках ММ антиапоптотический эф-
фект, придавая злокачественным клеткам преиму-
щество в борьбе за выживание, а также стимулиру-
ет их к пролиферации и продукции ими факторов 
роста эндотелия сосудов, и тем самым, активирует 
нежелательный ангиогенез. IGF-1 в сочетании с 
другими цитокинами и факторами роста может 
влиять на прогрессию ММ, что проявляется в уси-
лении пролиферации, выживаемости и возникнове-
нии лекарственной устойчивости клеток ММ.  

Изучение роли системы IGF/инсулин при мие-
ломе на сегодня является одним из приоритетных 
направлений экспериментальной онкологии, способ-
ствующих более глубокому пониманию молекуляр-
ных механизмов, лежащих в основе прогрессии ММ. 
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Резюме 
 
Меланома кожи (МК) является этиологически гетерогенным заболеванием, его развитие связано с влия-

нием как средовых, так и генетических факторов. Большая часть случаев наследственной МК ассоциирована с 
мутациями в генах предрасположенности с различной пенетрантностью (CDKN2A, CDK4, MC1R, XPA и др.). В 
обзоре представлены современные клинико-генетические аспекты МК, касающиеся рисков развития заболева-
ния, ДНК-диагностики генов, вовлеченных в канцерогенез МК, частотного спектра мутаций, имеющих популя-
ционную зависимость, клинико-молекулярных корреляций и методов профилактики. 

 
Ключевые слова: наследственная меланома кожи, спорадическая меланома кожи, гены CDKN2A, CDK4. 
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Abstract 
 
Cutaneous malignant melanoma (CMM) is an etiologically heterogeneous disease, its development is caused by 

both environmental and genetic factors. Most cases of hereditary CMM is associated with mutations in high penetrance 
susceptibility genes (CDKN2A, CDK4), as well as mutations in low penetrance susceptibility genes (MC1R, XPA, etc.). 
The paper is devoted to the problem of hereditary CMM, to characterization of the major genes responsible for predis-
position to this disease, as well as to understanding how genetic changes in aforementioned genes influence the mela-
noma risk and clinical features of CMM in a modern context. 

 
Key words: hereditary cutaneous malignant melanoma, sporadic cutaneous malignant melanoma, genes 

CDKN2A, CDK4. 
 
Введение 
 
Развитие злокачественных новообразований 

ассоциировано с рядом генетических перестроек. 
Накопление мутаций и эпигенетических нарушений 
влияет на работу генов, контролирующих ключевые 
признаки злокачественности (пролиферацию, инва-
зию, ангиогенез, подавление апоптоза, метастазиро-
вание и т.д.). К структурно-функциональным пере-
стройкам и нарушениям эпигенетической регуляции 
экспрессии генов относятся активирующие мутации 
в онкогенах, инактивирующие мутации в генах-
супрессорах опухолевого роста, а также гипер- и 
гипометилирование промоторов генов. Молекуляр-
но-генетические исследования в области онкологии 
являются основой для разработки современных под-
ходов к диагностике, лечению и профилактике зло-
качественных новообразований.  

Меланома кожи (лат. melanoma, др.-греч. μέλας 
– «чёрный») – злокачественная опухоль, развиваю-
щаяся из меланоцитов – пигментных клеток, проду-
цирующих меланин. МК является крайне агрессив-
ным заболеванием, характеризующимся склонностью 
к быстрому распространению процесса и парадок-
сальной устойчивостью к большинству применяемых 
методов лечения, в связи с чем, несомненно, является 
объектом для детального изучения с применением 
высокотехнологичных методов. 

Заболеваемость меланомой кожи 
По данным разных авторов в структуре он-

кологической заболеваемости МК составляет 1–3 % 
и не превышает 10 % среди всех злокачественных 
новообразований кожи. При этом на долю МК при-
ходится до 80 % летальных исходов от злокачест-
венных новообразований кожи [2; 6].  

Рост заболеваемости МК отмечен практиче-
ски во всех регионах мира и за последние 40 лет 
составил примерно 5% в год [74]. В 2008 г. в США 
диагностировано 62 000 больных МК [4]. В России 
в 2007 г. зарегистрировано 7732 вновь выявленных 
случаев МК. Показатели заболеваемости составля-
ют 3,6 случаев на 100 000 мужчин и 4,2 случая на 
100 000 женщин. С 2002 по 2007 г. прирост абсо-
лютного числа заболевших составил 17 %. В боль-
шинстве регионов России у женщин МК встреча-
лась чаще, чем у мужчин. Максимальные стандар-
тизованные показатели заболеваемости МК в 2007 
г. зарегистрированы в Камчатской области: 6,3 на 
100 000 мужчин и 7,6 на 100 000 женщин; в Каре-
лии: 5,2 и 6,7 на 100 000; Санкт-Петербурге: 4,6 и 
6,7 на 100 000; минимальные – у лиц обоего пола в 
Хакасии, Дагестане, Кабардино-Балкарии, Чува-
шии, Калмыкии, а также у мужчин в Якутии: 0,9–
2,1 на 100 000.  

В структуре онкологической заболеваемости 
нашей страны смертность от данной патологии со-
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ставляет 1,8 на 100 000 мужчин и 1,4 на 100 000 
женщин. С 2002 по 2007 гг. был отмечен рост 
смертности мужского населения от МК, который 
достиг 20%. При этом МК заняла первое место по 
приросту смертности у женщин (16,7%) [1]. 

Примерно в 5–14 % случаев МК является на-
следственной [25]. В США мутации в одном из ге-
нов (CDKN2A/p16), ответственных за предраспо-
ложенность к развитию МК, являются причиной 
1400–2800 новых случаев МК каждый год.  

 
История изучения меланомы кожи 
Доказательства существования МК в древно-

сти подтверждают палеопатологи, которые обна-
ружили диффузное поражение костей и округлые 
меланоцитарные массы в коже перуанских мумий 
IV столетия н.э. [77]. Первое описание меланомы 
встречается в трудах Гиппократа, назвавшего ее 
«смертельной черной болезнью» (V век н.э.).  

Никакой убедительной информации в тече-
ние последующих почти полутора тысяч лет в ли-
тературе не встречается, вплоть до XVII–XVIII ве-
ков, когда европейские исследователи описали это 
заболевание как «смертельную черную опухоль с 
метастазами и черной жидкостью в теле» [14]. И 
только в 1804 году французский врач René Laennec, 
будучи еще студентом, выступил с докладом, по-
священным данной проблеме, на медицинском фа-
культете Парижского университета, а в 1805 году 
опубликовал труд «Le melanose», в котором дал 
детальную характеристику этого заболевания [44]. 

Врач общей практики W. Norris, изучавший 
МК, предположил, что она может иметь наследст-
венную природу и в 1820 г. издал рукопись, посвя-
щенную описанию семьи с многочисленными ати-
пичными невусами, а также характеристике семей с 
наличием метастатических поражений [57]. И, на-
конец, в 1838 году R. Carswell впервые использовал 
медицинский термин «меланома» по отношению к 
злокачественному пигментному поражению кожи 
[77]. Развитие молекулярной генетики в течение 
последних 20 лет подтвердило теорию W. Norris о 
существовании генетически детерминированной 
меланомы, а описанный доктором клинический 
случай теперь рассматривается в рамках синдрома 
множественных диспластических невусов, ассо-
циированного с меланомой (FAMMM-синдром). В 
последующем, в 1992 году, с развитием молекуляр-
но-биологических технологий в семьях с FAMMM-
синдромом были идентифицированы герминальные 
мутации в CDKN2A [32; 50]. 

 
Наследственная предрасположенность  
к меланоме кожи 
МК является этиологически гетерогенным 

заболеванием, его развитие связано с воздействием 
как средовых, так и генетических факторов.  

Среди всех факторов риска развития МК оп-
ределяющее значение имеет взаимосвязь между 
генетически детерминированным кожным феноти-
пом и УФ-облучением. Однако, расположение мно-
гих очагов меланомы на участках кожи, не подвер-
гающихся регулярной солнечной экспозиции, сви-
детельствует о том, что эта связь не является спе-
цифической.  

Выделяют спорадическую и наследственную 
формы МК [8]. Если в семье пациента отсутствуют 
случаи заболевания данной патологией, речь идет о 
спорадической (90 % всех случаев) форме. В тех 
случаях, когда имеет место накопление случаев МК 
в семье, МК называют (семейной, генетически-

ассоциированной) наследственной (5–14 %). В этом 
случае заболевание обсуловлено герминальными 
мутациями в генах предрасположенности с возмож-
ностью наследования структурных перестроек по-
следующими поколениями в соответствии с класси-
ческими законами Менделя [29; 46]. Установлено, 
что наличие семейной истории МК увеличивает риск 
развития опухоли у здоровых членов семьи. 

По данным литературы, частота МК у близ-
ких родственников больных данной патологией 
составляет от 8 до 14 %.  

Речь о семейной истории МК идет в том слу-
чае, если поражены два и более родственника пер-
вой степени родства [69] или у троих членов семьи 
диагностирована (независимо от степени родства) 
МК [5; 75]. Семейное накопление МК также отме-
чается в 5–10 % случаев в географических регионах 
с высоким уровнем заболеваемости МК [75]. 

На основании проведенных многочисленных 
исследований были установлены основные клини-
ческие критерии семейной МК: 

1. ранний возраст возникновения заболева-
ния: медиана возраста манифестации со-
ставляет 36 лет у мужчин и 29 лет у 
женщин при наследственной форме по 
сравнению с 57 годами у мужчин и 59 
годами у женщин при спорадической 
форме. В 10 % случаев семейная МК ди-
агностируется в возрасте 20 лет, тогда 
как спорадические случаи МК выявляют 
в этом возрасте лишь в 2 % случаев [8]; 

2. наличие большого количества пигмент-
ных невусов на коже; 

3. первично-множественные очаги пораже-
ния МК: частота первично-множествен-
ной МК составляет 30 % при наследст-
венной по сравнению с 4 % при спора-
дической МК [8]. 

По клиническим, фенотипическим и гисто-
логическим параметрам семейная МК не отличает-
ся от спорадической, тогда как ранний возраст ма-
нифестации и множественный характер поражения 
встречаются чаще именно при наследственной 
форме [42].  

В течение последних десятилетий усилия уче-
ных направлены на установление молекулярно-гене-
тических перестроек, лежащих в основе развития МК. 
С использованием сегрегационного анализа и сравни-
тельной геномной гибридизации были картированы 
гены, вовлеченные в наследственный и спорадиче-
ский канцерогенез МК, такие как CDKN2A, CDK4, 
MC1R, BRAF, NRAS, c-KIT, PTEN и др. 

Гены, ответственные за развитие семейной 
формы МК, разделяют на 2 большие группы: гены с 
высокой пенетрантностью и гены с низкой пенет-
рантностью.  

 
Высокопенетрантные гены 
Ген CDKN2A (р16/INK4A/CDKN2A/Multi Tu-

mor-Suppressor MTS1/cyclin-dependent kinase inhibi-
tor 2A) (9p21) (OMIM № 600160). Превалирующее 
значение в развитии наследственной формы МК 
принадлежит CDKN2A, мутации которого наблюда-
ются, по данным разных авторов, в 20–50 % случаев, 
особенно в семьях, в которых у троих и более лиц 
диагностирована МК [40; 60].  

Ген CDKN2A принадлежит к семейству ге-
нов-супрессоров опухолевого роста и относится к 
группе «хранителей клеточного цикла». Он распо-
ложен на коротком плече 9-ой хромосомы и состо-
ит из четырех экзонов: 1α, 1β, 2 и 3 [18]. 
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Этот ген кодирует два разных белка 
P16Ink4A (экзоны 1α, 2 и 3) и P14ARF (экзоны 1β, 2 
и 3), посредством которых влияет на два сигналь-
ные пути, отвечающих за регуляцию клеточного 
цикла: p53 (TP53, OMIM № 191170) и RB1 (OMIM 
№ 614041) (рис. 1-2) [27]. 

Герминальные мутации в одном из двух ал-
лелей CDKN2A ассоциированы с наследственной 
предрасположенностью к развитию МК. Часть из 
этих мутаций инактивирует только CDKN2A/P16, 
не нарушая функцию CDKN2A/P14ARF.  

Частота мутаций гена CDKN2A, как и забо-
леваемость МК, варьирует в различных географи-
ческих регионах – отмечаются более низкие пока-
затели в Европе по сравнению с Северной Амери-
кой. В противовес этому A.M. Goldstein et al. про-
вели сравнительный анализ результатов многочис-
ленных исследований в разных странах мира с 
оценкой количества семей и пациентов с МК – но-
сителей мутации CDKN2A [19]. В общей сложности 
было оценено 385 семей, в каждой из которых было 
выявлено ≥ 3 больных МК (всего 1720 пациентов). 
Мутации CDKN2A были обнаружены у представи-
телей 39 % семей (n=150). Частота мутаций варьи-
ровала от 20 (32/162) в Австралии до 45 % (29/65) в 
Северной Америке и 57 % (89/157) в Европе. При-
мечательно, что низкая частота мутаций гена 
CDKN2A – 20 % – наблюдалась в Австралии, ре-
гионе с наиболее высокими показателями заболе-
ваемости – 38,5 на 100 000 мужчин; 29,5 на 100 000 
женщин, что в свою очередь подтверждает теорию 
об определяющей роли УФ-радиации. В то же вре-
мя наиболее высокая частота мутаций наблюдалась 
в Европе (57 %), регионе с относительно низкими 
показателями заболеваемости (7,3/100 000 среди 
мужчин; 10/100 000 среди женщин). Результаты, по 
мнению авторов, связаны с различным сочетанием 
индивидуальных, генетических, семейных и внеш-
несредовых факторов риска. 

По данным проведенного [9] международно-
го исследования семей, отягощенных МК, носители 
мутаций CDKN2A/P16 имели значительно повы-
шенный риск развития МК, равный 58 % в Велико-
британии, 76 % в США и 91 % в Австралии. И хотя 
жители Англии и Австралии схожи генетически, 
уровени УФ-экспозиции в этих регионах совер-
шенно разные, что может обуславливать различную 
пенетрантность мутаций CDKN2A/P16 в англий-
ских и австралийских семьях. 

CDKN2A/P16/INK4A/MTS1 играет важную 
роль в процессе канцерогенеза. У мышей с отсутстви-
ем экспрессии CDKN2A/P16 в раннем возрасте часто 
развиваются фибросаркомы и лимфомы, а также по-
вышена чувствительность к канцерогенам [67].  

Белок р16 – ингибитор циклин-зависимых 
киназ – является участником сигнального пути 
Rb/cyclinD/cdk4/p16INK4a [15]. Связываясь с кина-
зами cdk4/6, р16 нарушает их взаимодействие с 
циклином Д [65]. Ингибирование функций циклин-
зависимых киназ приводит к гипофосфорилирова-
нию белка pRB, что снижает экспрессию E2F-
зависимых генов. В результате блокируется пере-
ход клетки из фазы G1 в фазу S [41; 49; 67], осуще-
ствляя контроль клеточного деления и пролифера-
ции (рис. 3).  

МК, ассоциированная с мутациями в гене 
CDKN2A/P16, имеет аутосомно-доминантный тип 
наследования. Вероятность передачи в соответствии 
с законами Менделя мутаций гена CDKN2A/P16 де-
тям составялет 50 %. Более половины герминальных 
мутаций CDKN2A/P16, ответственных за развитие 

генетически-ассоциированной МК, представляют 
собой миссенс-мутации, а также часто встречаются 
делеции и мутации со сдвигом рамки считывания 
(рис. 3 а–б). 

Спектр злокачественных новообразований, на-
блюдающихся в семьях с мутациями в CDKN2A/P16, 
включает как спорадическую, так и семейную формы 
МК, рак поджелудочной железы, увеальную мелано-
му, астроцитому и, по некоторым данным, рак молоч-
ной железы. Отмечено также участие этого гена в 
развитии глиомы, рака легких, Т-клеточного и В-
клеточного лейкозов. Имеются данные, что у носите-
лей мутаций в гене CDKN2A/P16 риск развития рака 
поджелудочной железы повышен в 13–22 раз [61].  

Частота мутаций CDKN2A/P16 возрастает с 
увеличением количества членов семьи, больных 
МК. При наличии в одной семье двух родственни-
ков с МК частота обнаружения мутаций составляет 
около 5 %, тогда как в семьях, в которых у шести и 
более членов диагностирована МК частота превы-
шает 50% (табл. 1).  

Примерно у 9–15 % пациентов с первично-
множественной МК обнаруживают герминальные 
мутации, хотя их семейный анамнез не отягощен 
[22] (табл. 2). Эти данные позволяют предполо-
жить, что семейный анамнез МК не является досто-
верным маркером наличия мутации гена CDKN2A. 
По данным J Hashemi et al. количество первично-
множественных МК у носителей герминальных 
мутаций CDKN2A была значительно выше, чем у 
пациентов с данным геном «дикого» типа [31]. Ав-
торами был сделан вывод, что мутационный скри-
нинг на наличие герминальных мутаций CDKN2A у 
пациентов с первично-множественной МК должен 
быть включен в алгоритм клинико-генетической 
диагностики. Наряду с этим имеется необходи-
мость внедрения профилактических программ, на-
правленные на снижение риска развития МК у чле-
нов семей пациентов с множественной МК.  

В этой же работе [31] было проведено иссле-
дование ДНК 80 пациентов из Швеции с первично-
множественной МК при помощи SSCP-анализа в 
сочетании с секвенированием на наличие герми-
нальных мутаций всей кодирующей части CDKN2A 
(табл. 3). У девяти (11 %) пациентов были обнару-
жены герминальные мутации. Для части из них 
было показано клиническое значение. В 66,7 % (у 6 
из 9 пациентов) выявлена мутация 113insR во 2 
экзоне гена, которая была зарегистрирована ранее в 
семьях пациентов с МК из Стокгольма и южной 
части Швеции. Для этой мутации показана сегрега-
ция с накоплением МК в семьях и функциональная 
значимость. У одного больного была обнаружена 
ранее не описанная мутация ins28T в 1 экзоне, ко-
торая приводит к сдвигу рамки считывания и стоп-
сигналу в кодоне 43, в результате образуется не-
функциональный белковый продукт с измененной 
последовательностью. Также в одном случае была 
выявлена ранее не описанная делеция 24 пар осно-
ваний, затрагивающая 62–69 кодоны 2 экзона 
CDKN2A. В результате проведения анализа in vitro 
было продемонстрировано, что данная делеция яв-
ляется функционально значимой. И, наконец, у од-
ного пациента была обнаружена единичная нуклео-
тидная замена 214C/T в некодирующей части 5'-
конца. На настоящий момент данные о ее функцио-
нальном значении отсутствуют. Тем не менее, ав-
торы считают, что эта замена не является полимор-
физмом, поскольку не была зарегистрирована ни в 
одном из ~ 300 исследованных на наличие струк-
турных перестроек CDKN2A образцов крови.  
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Таблиц а  1  
Вероятность наличия мутации CDKN2A/P16 [34; 39; 53] 
Фактор риска Вероятность наличия мутации CDKN2A/P16 
Лица, имеющие первично-множественную меланому 15 % 
Лица, у которых два родственника первой степени родства  
поражены меланомой 5 % 

Семьи, в которых у шести и более членов  
диагностирована меланома > 50% 

 
 

Таблиц а  2  
Частота мутаций CDKN2A/P16 у пациентов с первично-множественной МК [32] 

В т.ч. Исследование n пациентов с мутациями (%) с мутациями, имеющих семейную историю МК 
Monzon et al. (1998) 33 5 (15%) 3 
MacKie et al. (1998) 17 2 (12%) 0 
Hashemi et al. (2000) 80 8 (10%) 7 

Auroy et al. (2001) 100 9 (9%) 0 
 

 
 

Таблиц а  3  
Герминальные нарушения CDKN2A/P16 у лиц с первично-множественной меланомой кожи [31] 

Локализация Структурные  
изменения 

Клиническое 
значение n пац. 

n пациентов  
с семейной историей 

меланомы 
Промотер Некодирующий регион 214C/T – замена Неизвестно 1 0 

Экзон 1  Кодон 28 Ins28T – вставка Да (?) 1 0 

Кодон 62–69 del62–69 – делеция Да 1 1 

Кодон 113 113insR – вставка Да 6* 6 

Экзон 2  

Кодон 148 A148T – замена 
(полиморфный вариант) Нет 7* 1 

*У одного пациента были выявлены мутация 113insR и полиморфный вариант A148T.  
 

 
 

Таблиц а  4  
Происхождение некоторых ключевых герминальных мутаций в CDKN2A/P16 [32] 

Исследование Мутация Основная популяция Происхождение 
Gruis et al. (1995)  ‘p16-Leiden’* Нидерланды Голландцы 
Borg et al. (1996)  insR113 Юг Швеции Шведы 
MacKie et al. (1998)  M53I Шотландия Шотландцы 
Liu et al. (1999) G-34T** Канада Британцы 
Ciotti et al. (2000)  G101W Лигурия (Италия) «Кельты» 
Goldstein et al. (2001)  V126D Северная Америка Немцы/Англичане 
*Удаление 19 пар оснований во 2 экзоне, приводящее к образованию химерного белка, состоящего из 1N’-
концевой области р16 и С-концевой области p14ARF; 
**Замещение гуанина на тимидин 34 нуклеотидами выше стартового кодона p16, что приводит к образованию 
нового сайта инициации с созданием балка с другой рамкой считывания. 

 
 
 

Таблиц а  5  
Сходный спектр соматических и герминальных мутаций CDKN2A/P16 [54] 

Мутации CDKN2A Соматические Герминальные 
С:G > G:С 7% 13% 
C:G > A:T 14% 17% 

C:G > T:A (CpG) 20% 10% 
C:G > T:A (non CpG) 22% 12% 

A:T > T:A 4% 2% 
A:T > G:C 6% 10% 
A:T > C:G 2% 9% 

del/ins 17% 25% 
тандемные 4% 1% 
комплексные 1% 1% 
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Рис. 1. Локус и транскрипты CDKN2A.     Рис. 2. Схема регуляции гена CDKN2A. 
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Рис. 3. График… 

А: типы герминальных мутаций CDKN2A/P16 [по данным 21; 54]. 
Б: спектр герминальных мутаций CDKN2A/P16 [по данным 21; 54]. 
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Рис. 4. График… 
А: типы соматических мутаций CDKN2A/P16 [по данным 54]. 
Б: спектр соматических мутаций CDKN2A/P16 [по данным 54]. 
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Кроме того, имеются сведения, что герми-
нальные мутации, затрагивающие 5'-конец CDKN2A, 
могут иметь клиническое значение и ассоциированы 
с предрасположенностью носителей к МК [30; 48]. 

N. Hayward суммировал данные основных 
исследований, касающиеся происхождения наибо-
лее часто встречающихся мутаций в CDKN2A. От-
мечены популяционные различия выявленных му-
таций в зависимости от национальной принадлеж-
ности [32].  

Стоит отметить, что мутации в CDKN2A об-
наруживают также и при спорадической МК, однако 
их частота невелика – всего 1–2 % [70]. Бóльшая 
часть соматических мутаций гена [23; 33] представ-
лена миссенс- и нонсенс-вариантами, а также мута-
циями со сдвигом рамки считывания (рис. 4 а–б). 
Гомозиготные делеции этого гена обнаруживаются в 
19 % случаев опухолей, в то время как точковые му-
тации составляют не более 3 % [56].  

За время изучения этого гена были определе-
ны основные точковые мутации DKN2A/P16 при 
МК: Ile41Thr, Arg50Ter, Asn63Ser, Arg79Pro, 
Gly93Trp, Val118Asp, Ala140Th, а также мутация 
альтернативного сайта сплайсинга IVS2+1, считаю-
щиеся на сегодняшний день hot point1 [66].  

Суммируя работы, касающиеся частотного 
спектра мутаций, показано, что между соматиче-
скими и герминальными мутациями гена 
CDKN2A/p16 существует гомология (табл. 5). 

В то время, как мутации в CDKN2A/p16 от-
ветственны за 20–40 % случаев наследственной МК 
[28; 71], герминальные мутации CDKN2A/p14ARF 
(ARF – alternate reading frame – альтернативная 
рамка считывания) обнаруживают в среднем в 25 % 
наследственных форм МК [72].  

CDKN2A/p14ARF кодирует регулятор клеточ-
ного цикла, предотвращающий деградацию р53, что 
ведет к увеличению его концентрации и далее – к 
активации этого белка. Результатом активации р53 
является остановка клеточного цикла и репликации 
ДНК. Таким образом осуществляется регуляция за-
пуска и прекращения клеточного роста (рис. 3). 

Основными соматическими мутациями, по-
вреждающими p14ARF являются делеции. Гомози-
готные делеции этого гена обнаруживаются в 19 % 
случаев опухолей, в то время как точковые мутации 
составляют не более 3 %.  

Так как CDKN2A/p16 и CDKN2A/p14ARF ко-
дируются одной последовательностью ДНК, оба 
гена очень часто инактивируются вследствие одного 
и того же повреждения. 

В целом, мутации и метилирование гена 
CDKN2A часто наблюдаются не только в наследст-
венных и спорадических меланомах, но и в большой 
группе других ненаследственных новообразований: 
раке поджелудочной железы, пищевода, желчных 
путей, мочевого пузыря, Т- и В-клеточных острых 
лимфолейкозах, мезотелиомах, анапластических 
астроцитомах, глиобластомах и др. [3]. 

Исследование группы B.E.G. Rothberg было по-
священо выявлению корреляции прогностических мар-
керов с общей выживаемостью больных МК [63]. Ана-
лиз основан на определении уровней экспрессии бел-
ков, вовлеченных в патогенез МК. Установлено, что 
повышение экспрессии p16/CDKN2A значительно 
улучшает прогноз при МК (возможно, это связано с 
ингибированием абберантной клеточной пролифера-
ции меланоцитов, индуцируемой данным белком [59]). 
Более того, повышение экспрессии p16/CDKN2A об-

 
1горячими точками (англ.) 

ладает протективным эффектом в отношении сниже-
ния смертности пациентов от МК [64]. Эти данные 
согласуются с ранее проведенным исследование O. 
Straume et al., в котором снижение экспрессии 
p16/CDKN2A было ассоциировано с увеличение про-
лиферативной активности опухолевых клеток (Ki-67) 
и являлось независимым фактором прогноза сниже-
ния выживаемости больных МК [73]. Наряду с этим 
было продемонстрировано, что аллельные потери в 
области p16/CDKN2A и последующее снижение экс-
прессии белка ведут к прогрессированию МК [59]. В 
частности, гомозиготные делеции локуса INK4 
(CDKN2), кодирующего как p16(INK4a) так и 
p14(ARF), являются наиболее частыми генетическими 
перестройками при МК и коррелируют со снижением 
общей выживаемости при различных типах опухолей, 
включая МК [24]. На основании проведенной работы 
по оценке прогностической значимости генетических 
нарушений локуса CDKN2 Casula M. et al. пришли к 
выводу, что тестирование p16/CDKN2A может при-
меняться в качестве маркера, предсказывающего од-
новременно предрасположенность к развитию МК и 
прогноз данного заболевания [12]. 

Ген CDK4/ CYCLIN-DEPENDENT KINASE 4 
(12q13) (OMIM № 123829). Ген CDK4 (циклин-
зависимая киназа 4) расположен на длинном плече 
12 хромосомы и является онкогеном. На сегодняш-
ний день герминальные мутации этого гена 
(Arg24Cys и Arg24His) описаны лишь в нескольких 
семьях больных МК, встречаются редко и актуаль-
ны, по-видимому, лишь для небольшой подгруппы 
наследственной МК [8; 20; 32].  

Ген CMM1 (1p36) (OMIM № 155600). Ген 
CMM1, расположенный на коротком плече 1 хро-
мосомы, был первым идентифицированным потен-
циальным геном, отвечающим за предрасположен-
ность к МК [7], однако позже были получены дан-
ные, согласно которым его значение оказалось не-
значительным [8; 11; 26]. 

 
Низкопенетрантные гены 
Ген MC1R/MELANOCORTIN 1 RECEPTOR 

(16q24) (OMIM № 155555). MCR1 расположен на 
длинном плече 16 хромосомы. Варианты последо-
вательности этого гена выявляются гораздо чаще 
среди больных МК, чем у здоровых лиц [32]. Нали-
чие одной структурно-функциональной перестрой-
ки гена MCR1 увеличивает риск развития МК в 2,2–
3,9 раза; двух – в 4,1–4,8 раза [32; 78]. Наиболее 
частыми мутантными вариантами являются V60L, 
R151C, R163Q, D84E и R160W [8]. 

Вклад MCR1 в риск развития МК связан, 
главным образом, с рыжим цветом волос. Так, при 
исследовании образцов меланомы, полученных от 
больных в Великобритании и Ирландии, 53 % лиц с 
рыжими волосами несли один вариантный аллель 
MCR1 и 29% – два вариантных аллеля [58; 78]. 
Причем только у рыжеволосых людей были обна-
ружены одновременно два варианта. Частота по-
добных изменений у блондинов, брюнетов и лиц с 
черными волосами не превышала 33 %. Кроме того, 
наличие вариантов последовательности MCR1, вы-
ступающего в роли модификатора риска, приводит 
к увеличению пенетрантности мутаций гена 
CDKN2A с 50 % до 84 % и снижению среднего воз-
раста начала заболевания до 20 лет [10].  

Ген XP (Пигментная ксеродерма, XERODERMA 
PIGMENTOSUM, COMPLEMENTATION GROUP A; 
XPA) (9q22.33) (OMIM № 278700) ассоциирован с ред-
ким аутосомно-рецессивным хронически прогресси-
рующим заболеванием кожи – пигментной ксеродер-
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мой (ПК). У пациентов с этим заболеванием нарушена 
способность репарировать повреждения хромосомной 
ДНК, индуцированные УФ-радиацией, что приводит к 
повышенной фоточувствительности и последующему 
поражению кожных покровов. То же самое происходит 
при развитиии атипичных новообразований кожи, в 
том числе при МК. K.H. Kraemer et al. сообщили, что 
злокачественные образования кожи встречаются у 70 
% больных пигментной ксеродермой [43]. МК наблю-
дается у 22 % пациентов с ПК, при этом риск ее разви-
тия в возрасте до 20 лет повышен в 1000 раз. Lynch 
H.T. et al. предположили, что больных ПК можно отне-
сти к группе с высоким риском развития МК [51].  

Ген BRAF (V-RAF MURINE SARCOMA 
VIRAL ONCOGENE HOMOLOG B1) (7q34) (OMIM 
№ 164757), кодирующий серин-треониновую про-
теинкиназу, был идентифицирован в 1992 году [16]. 
BRAF является протоонкогеном и посредством 
MAP-киназного пути участвует в регуляции про-
цессов пролиферации и дифференцировки клеток. 

Соматические мутации в BRAF наблюдаются в 
40–88 % [36] случаев МК и в 74–82 % случаев мела-
ноцитарных невусов. В подавляющем большинстве 
случаев речь идет о мутации V600E в 15 экзоне, при-
водящей к конститутивной активации гена BRAF. Тем 
не менее, были получены данные о том, что BRAF 
может быть отнесен к генам, ассоциированным с низ-
ким риском развития МК [8]. В работе K. Laud et al. 
была исследована вся кодирующая область BRAF на 
наличие герминальных мутаций у 80 пациентов с пер-
вично-множественной МК и семей, отягощенных МК, 
у которых отсутствовали герминальные мутации в ос-
новных генах, ответственных за наследственную пред-
расположенность к МК, CDKN2A/p16INK4A/p14ARF и 
CDK4 [45]. Были идентифицированы 13 вариантов 
строения гена, 4 из которых – «молчащие» мутации в 
кодирующих регионах и 9 – нуклеотидные замены в 
интронах. Таким образом, установлено, что герми-
нальные варианты BRAF являются полиморфизмами, 
а сам ген не влияет на риск развития МК. В после-
дующем M. Casula et al. исследовали геномную ДНК 
569 больных c МК из Италии на наличие герминаль-
ных и соматических мутаций в гене BRAF [13]. Три 
герминальных варианта – M116R, V599E и G608H – в 
3 и 15 экзонах гена BRAF были обнаружены у 4 паци-
ентов (0,7 %). Ученые пришли к выводу, что вклад 
этого гена в предрасположенность к развитию МК 
минимален, подчеркивая его доминирующее влияние 
на развитие спорадической МК. 

И все же остается неясным, могут ли опре-
деленные полиморфные варианты гена RAF быть 
связаны с повышенным риском МК?  

В то время, как в одних исследованиях был 
продемонстрирован значительный риск развития 
МК для носителей некоторых интронных вариантов 
или герминальных однонуклеотидных полимор-
физмов в гене BRAF [37; 52], в других подобных 
исследованиях корреляций обнаружено не было 
[13; 36].  

Также опубликованы данные о связи герми-
нальных мутаций BRAF c наследственным кардио-
фацио-кожным синдром, при котором у пациентов 
имеются множественные врожденные аномалии 
развития, умственная отсталость, низкорослость, 
задержка психомоторного развития, врожденные 
пороки сердца, аномалии кожи, глаз, ЖКТ и ЦНС, 
что подстверждает многофункциональность данно-
го гена [62; 76]. 

В литературе также имеются данные о влия-
нии мутаций BRCA2, прежде всего, ответственного 
за наследственные формы рака молочной железы и 
яичников [71], и полиморфизмов генов рецептора 
эпидермального фактора роста [32; 68], изофермен-
тов глутатион-S-трансферазы [32; 38] и рецептора 
витамина D (VDR) [35] на увеличение риска разви-
тия МК [17]. Однако эти данные пртиворечивы и 
требуют дальнейшего изучения. 

 
Заключение 
 
Достижения в области молекулярной генети-

ки вносят вклад в изучение этиологии, механизмов 
наследования, рисков развития и ассоциации гене-
тический перестроек с клиническим течением на-
следственной МК. Ген CDKN2A ответственен за 
20–50 % случаев наследственной МК, вклад других 
изученных генов не превышает нескольких процен-
тов, и они, скорее всего, играют модифицирующую 
роль в патогенетическом комплексе.  

Остальные ключевые гены, отвечающие за 
развитие семейной МК, еще только предстоит 
идентифицировать.  

Таким образом, обзор представленных дан-
ных обосновывает необходимость дальнейшего 
изучения наследственной формы МК для своевре-
менной диагностики и последующего динамиче-
ского наблюдения пациентов группы риска в усло-
виях онкодиспансера. 
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СПИСОК ПРИНЯТЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

 
 
АОС – антиоксидантная система 
АОК – антителообразующие клетки  
АЛК – 5-аминолевулиновая кислота (δ-aminolevulinic acid)  
АФК – активные формы кислорода  
АЛС – антилимфоцитарная сыворотка 
АТГ – антитимоцитарный глобулин 
АТК  – аденокарцинома толстой кишки  
БПВП – базисные противовоспалительные препараты 
БКС – бинарная каталитическая система 
ВБН – вирус болезни Ньюкасла 
ВКМ – внеклеточный матрикс 
ВРПС – водорастворимые полисахариды 
ВМ – васкулогенная мимикрия  
ВЧД – внутричерепное давление 
ВЭБ – вирус Эпштейна-Барр  
ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография 
ВЭФР-А – васкулоэндотелиальный фактор роста-А  
в/б – внутрибрюшинно 
в/в – внутривенно 
ГДА − гистоновая деацетилаза 
ГЗТ – гиперчувствительность замедленного типа 
ГИСО – гастроинтестинальные стромальные опухоли  
ГИБП – генно-инженерные биологические препараты 
ГК – гепатоцеллюлярная карцинома 

бГК – быстрорастущая дедифференцированная  
   гепатоцеллюлярная карцинома 

мГК – медленнорастущая гепатоцеллюлярная  
карцинома 

ГПВ/GPV – гликопептидная противоопухолевая вакцина  
     (glycopeptide cancer vaccine  

ГЯФ – гепатоцитарных ядерных факторов  
ДГПЖ – доброкачественная гиперплазия  

 предстательной железы 
Докс – Доксорубицин  

ИК Докс – иммунолипосомальных конструкций с 
доксорубицином  

ДРС – динамическое рассеяние света 
ДМБА – диметил-α-бензантрацена 
ДМТ − ДНК-метилтрансфераз 
ДЛФО – теория Дерягина – Ландау – Фервея – Овербека 
ДК – диеновые конъюгаты  
ДЭС – двойной электрический слой 
ЖТ – жировая ткань  
ЗНО – злокачественные новообразования 
ЗО – злокачественное образование 
ЗХВК – золотохлористоводородная кислота 
ИДМ – иммунодецифитные мыши 
ИС – иммунная система 
ИК – иммунолипосомальные конструкции  
ИФН-γ – интерферон гамма 
ЛТ – лучевая терапия 
ЛЛЛФ – лиофилизированной липосомальной ЛФ 
МАРК − митоген-активируемые протеинкиназы 
МДС − миелодиспластический синдром  
МВДП – медиана времени до прогрессирования 
МИБТ – медицинские иммунобиологические препараты 
МЛ – мононуклеарные лейкоциты 
ММ – метамиелоцит(ы) 
ММP – матриксные металлопротеиназы  
МКА – моноклональные антитела  
ММ – множественная миелома  
МОВ – медиана общей выживаемости 
МРЛ – мелкоклеточный рак легкого 
ММП – матриксные металлопротеиназы  
МРТ – магнитно-резонансная томография 
МЧРА – метилчувствительный рестриктный анализ  
НАД − никотинамидадениндинуклеотид 

НК – натуральные киллеры 
НМРЛ – немелкоклеточный рак легкого 
НО – нанооболочки 
НПАВ – неионогенные поверхностно-активные вещества  
НПТ – наилучшая поддерживающая терапия 
НСф – наносферы 
НСт – наностержни 
НСПВС – нестероидные противовоспалительные средства 
НХЛ – неходжкинская лимфома  
НЭ – нуклеиновый эквивалент  
ОбО – объективный ответ 
ОДС – оптическая диффузионная спектроскопия  
ОО – отсутствие ответа 
ОКТ – оптическая когерентная томография  
ОЦ – окисленный целлюлоз 
ОЦК – объем циркулирующей крови 
ОП – опухолевой плеврит 
ОМ – опухолеассоциированные маркеры  
ОЭ – объективный эффект  
ПАВ – поверхностно активные вещества 
ПВП – поливинилпирролидон 
ПД – пролиферация и дифференцировка 
ПЖЖ – поджелудочная железа  
ПЗ – прогрессирование заболевания  
ПМЗО – первично-множественные злокачественные ново-
образования  
ПО – полный ответ 
ПОПР – полиоксипропилен 
ПС – плевросклерозирующие средства 
ПСА – простатический специфический антиген 

ПСАсв – простатический специфический антиген,  
   свободная форма 
ПСАобщ – простатический специфический  

     антиген, общая форма 
%ПСАсв – соотношение свободной формы ПСА  

     к общей, выраженное в процентах 
ПТПГ – паратиреоидподобный гормон 
ПФОС – перфторорганические соединения  
ППК – первичные половые клетки 
ПК – периферическая кровь 
ПКЛ – приподнятый крестообразный лабиринт  
ПКГШ – плоскоклеточная карцинома головы и шеи  
ПХТ – полихимиотерапия 
ПЭГ – полиэтиленгликоль 
ПЯ – палочкоядерный 
РМЖ – рак молочной железы 

МР РМЖ – местнораспространенный РМЖ 
ОИФ РМЖ – отечно-инфильтративная форма РМЖ 

РЭС – ретикулоэндотелиальная система 
СИТ – специфическая иммунотерапия  
ТБК – 2-тиобарбитуровая кислота 
ТИК – тканеинжнерная конструкция  
ТФ – транскрипционных факторов  
КРР – колоректальный рак  
КРО – контроль роста опухоли 
КЗ – коллоидное золото 
ИДР – инфильтративный дольковый рак (МЖ) 
ИРО – индекс роста опухоли  
ИРИ – иммунорегуляторный индекс  
ИФА – иммуноферментный анализ 
ИЭ – индекс эффективности  
КОИР – коэффициент ориентировочно-исследовательской 
реакции  
КЭР – кардиоэзофагеальный рак  
ОАА – опухолеассоциированный антиген  
РА – ревматоидный артрит  
РСО – раствор стандартного образца  



 

РКТ – рентгеновская компьютерная томография 
РЛ – рак легкого 
РМП – рак мочевого пузыря 
РМЖ – рак молочной железы 
РПК – рак прямой кишки 
РПЖ – рак поджелудочной железы 
РСО – рабочий стандартный образец  
РЭ – рецепторы эстрогенных гормонов 
РЭМП – расширенная экстирпация матки с придатками  
РФ – ревматоидный фактор  
РФр – растворимые углеводные фракции  

НФр – нерастворимые углеводные фракции  
РЧА – эффективность радиочастотной аблации 
РШМ – рак шейки матки 
СВФ – стромально-васкулярная фракция  
СК – селекартен 
СЗП – свежезамороженная плазма 
СО – суперинвазионный описторхоз  
СПС – сосудисто-подобные структуры 
СПЖ – средняя продолжительность жизни 
СЯ – сегментоядерный 
ТИМП – тканевые ингибиторы  
ТСХ – тонкослойная хроматография 
ТЭМ – трансмиссионная электронная микроскопия 
ТЭОС – тетроэтилортосиликата 
ТЭС – телячья эмбриональная сыворотка 
УЗКТ – ультразвуковая компьютерная томография 
ФГА – фитогемагглютитнин 
ФД – флуоресцентная диагностика 
ФИЦХ – флуоресцентной иммуноцитохимии  
ФР – факторы роста  
ФС – фотосенс 
ФСБ – фосфатно-солевой буфер 
ФСП – фармакопейная статья предприятия 
ФТ − фарнезил-трансфераза 
ФТС – фетальная телячья сыворотка 
ХГ – хорионический гонадотропин 
ХЛЛ – хронический лимфоцитарный лейкоз 
ХТ – химиотерапия 
ЛСП – лимфосаркома Плисса 
ЦП – церулоплазмин 
ЦТАБ – цетилтриметиламмониумбромид 
ЦФ – циклофосфан 
ЧО – частичный ответ  
ШМ – шейка матки 
ШО – шиффовые основания 
ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 
ЭФР – эпидермальный фактор роста 
ЭК – эндотелиальные клетки  
ЭМ – электронная микроскопия 
ЭМП – эпителиально-мезенхимальный переход 
 
 
 
%fPSA – fPSA/tPSA 
Akt – протеинкиназа В  
ADMET – drug administration, distribution, metabolism,  

    excretion, and toxicological studies 
ASCUS  – atypical squamous cells  

    of undetermined significance 
AUC – Area Under the Curve 
BDFI – bioactivity-directed fractionation and isolation 
c-Kit – рецептор фактора стволовых клеток 
CFSE – carboxyfluorescein diacetate succinimidyl este  
CIN – cervical intraepithelial neoplasia  

 (цервикальные интраэпителиальные неоплазии)  
COX – циклооксигеназа 
CRC – colorectal cancer  
EGFR – рецептор эпидермального фактора роста 

EPCAM – adhesion molecule of epithelial cells 
ЕРR effect – enhanced permeability and retention effect   

  (эффект повышения проницаемости и удерживания) 
EMT – Epithelio-mezenhimal transition 
FAMMM-синдром – Familial Atypical Multiple Mole Mela-
noma syndrome) 
FLDF – freeze-dried liposomal drug formulation  
FLICE – сellular Fas-associated death domain-like  

interleukin-1beta-converting enzyme  
GAP  – Good Agricultiral Practice 
GMP  – Good Manufacturing Practice 
GCP – Good Clinical Practice 
GIST − гастроинтестинальные стромальные опухоли 
IBC – inflammatory breast cancer  
IC50 –50% -ной ингибирующей концентрации (). 
LDCI – Lomustine-Dacarbazine-Cisplatin-Ingaron 
LLC – lung Lewis carcinoma (карцинома легких Льюис) 
LSIL – low-grade intraepithelial lesions  
MNNG – N-methyl-N1-nitro-N-nitrosoguanidine  
mTOR – мишень рапамицина в клетках млекопитающих 
Mw – molecular weight (молекулярный вес) 
N–DMNA – N-dimethylnitrosoamine  
NE – nucleic equivalents epitope  
NSE  – нейроспецифической энолазы  
NTA – nitril triacetate acid (нитрилтрехуксусная кислота) 
IGFBP – insulin-like growth factor binding protein  
HER – human epidermal growth factor receptor 
HIF-1 − индуцируемый гипоксией фактор 1 
HIF-1 – hypoxia-inducible factor 1 
HSE – heat shock elements 
HSIL – high-grade intraepithelial lesions  
HSP90 − hot shock protein (белок теплового шока с ММ ~90 кДа 
МНС – major hystocompatability complex  
PARP − поли(АДФ-рибоза) полимераза 
PCa – prostate cancer 
PDGF – тромбоцитарный фактор роста 
PDGFR – рецептор тромбоцитарного фактора роста 
PDT – photodynamic therapy  
Pr – проспидин 
PSA – prostate-specific antigen 

tPSA – prostate-specific antigen, total form  
fPSA – prostate-specific antigen, free form  

Ph – филадельфийская хромосома 
Ph+ − наличие филадельфийской хромосомы 
PI3К – фосфоинозитид-3-киназа (фосфатидилинозитол 3-киназа) 
RA – rheumatoid arthritis  
RF – rheumatoid factor 
ROC – анализ – Receiver Operating Characteristics curve analysis 
SAL – sterility assurance level 
SCCA  – антиген плоскоклеточной карциномы  
SSCP-анализ (single-strand conformation polymorphism analysis, 
анализ одноцепочечного конформационного полиморфизма)  
TGF – Transforming Growth Factors  

(трансформирующие факторы роста)  
VEGF – Vascular Endothelial Growth Factor  
VM – vasculogenic mimicry  
 
 
 
 
 



Рисунки к статье Н.В. Голубцовой и соавт. 
ОПРЕДЕЛЕНИЕ СПЕЦИФИЧЕСКИХ ПРОТИВООПУХОЛЕВЫХ АНТИТЕЛ  
У БОЛЬНЫХ ДИССЕМИНИРОВАННОЙ МЕЛАНОМОЙ В ПРОЦЕССЕ ВАКЦИНОТЕРАПИИ  
 
 
 
 

 
 
 
Рис. 1. Флуоресцентное иммуноцитохимическое выявление специфических IgM в сыворотке крови больных диссеми-
нированной меланомой в процессе вакцинотерапии: mel Kor. Окрашивание PE, Hoechst, увеличение ×400 

А: отрицательная реакция в контроле (сыворотка крови здорового донора),  
Б: отрицательная реакция в сыворотке крови больного меланомой, получавшего дендритную вакцину; 
В, Г: положительная реакция (специфическое окрашивание) в сыворотке крови больных, получавших вакцину Мелавак 

 
 
 
 

 
 
 
Рис. 2. Флуоресцентное иммуноцитохимическое выявление специфических IgM в сыворотке крови больных диссеми-
нированной меланомой в процессе вакцинотерапии: mel Ibr. Окрашивание PE, Hoechst, увеличение ×400 

А: отрицательная реакция в контроле (сыворотка крови здорового донора),  
Б: отрицательная реакция в сыворотке крови больного меланомой, получавшего дендритную вакцину;  
В: положительная реакция (специфическое окрашивание) в сыворотке крови больных, получавших вакцину Мелавак 
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Рис. 3. Флуоресцентное иммуноцитохимическое выявление специфических IgG в сыворотке крови больных 
диссеминированной меланомой в процессе вакцинотерапии: mel Kor. Окрашивание FITC , Hoechst, увеличение ×400. 

А: отрицательная реакция в контроле (сыворотка крови здорового донора),  
Б: отрицательная реакция в сыворотке крови больного меланомой, получавшего дендритную вакцину;  
В, Г: положительная реакция (специфическое окрашивание) в сыворотке крови больных, получавших вакцину Мелавак 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Рис. 4. Флуоресцентное иммуноцитохимическое выявление специфических IgG в сыворотке крови больных 
диссеминированной меланомой в процессе вакцинотерапии: mel Ibr. Окрашивание FITC , Hoechst, увеличение ×400. 

А: отрицательная реакция в контроле (сыворотка крови здорового донора), 
Б: отрицательная реакция в сыворотке крови больного меланомой, получавшего дендритную вакцину;  
В: положительная реакция (специфическое окрашивание) в сыворотке крови больного, получавшего вакцину Мелавак) 
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Рисунки к статье А.А. Вайнсона и соавт. 
МЕТОДИКА ОЦЕНКИ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ  
ГЕННО-ИНЖЕНЕРНЫХ ПРЕПАРАТОВ Г-КСФ, ИНТЕРФЕРОНОВ α, β  
И СОМАТОТРОПИНА IN VITRO 
 
 
 

 
 
 
Рис. 1. Фотография четырех планшетов, на которых сравнивали специфическую активность двух серий (обозначен-
ных как 1 и 2) рчГ-КСФ «Нейпомакса» с Международным стандартом и Стандартным образцом (Россия) филграсти-
ма. Показателем активности служила степень конверсии красителя АламарБлю, меняющего при этом цвет с синего на 
розовый, клетками NFS-60, рост которых стимулируется филграстимом. Каждый «образец» был «поставлен» в двух 
повторностях, обозначенных как 1 и 2, например, Нейпомакс 1-1. 
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Рис. 2. Зависимость степени конверсии красителя АламарБлю от концентрации филграстимов в среде с растущими 
клетками NFS-60, определенная по экстинкции среды при 535 и 590 нм в лунках планшетов, фото которых представ-
лено на рис. 1. 
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Рис. 3. Схема статистической обработки данных о специфической активности Нейпомакса серии 030911 относительно 
Международного стандарта филграстима ВОЗ, полученных в эксперименте, результаты которого приведены на рис. 2. 
Статистическая программа разработана А.В. Деминым (Мастерклон, Москва). 
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Рис. 4. Зависимость изменения окраски АламарБлю от концентрации Международного стандарта (№ 9-1 и 9-2) и изу-
чаемых образцов (№ 1-8) интерферона α в среде. Сводные данные двух экспериментов. 

 
 
 

 IV 



Концентрация интерферона β, МЕ/мл

0,35

0,40

0,45

0,50

0,55

0,60

0,65

1101001000

Ф
ра
к
ц
и
я 
к
он
ве
р
ти
ро
в
ан
н
ог
о 
А
л
ам

ар
Б
л
ю

 Образец 1

Международный стандарт 1 

Международныйстандарт 2

Образец 3

Образец 5-1

Образец 6

 
 
 

Рис. 5. Зависимость изменения окраски АламарБлю от концентрации Международного стандарта и изучаемых образ-
цов интерферона β в среде. В данном случае специфическая активность изучаемых образцов 1-5 оказалась выше, чем 
Международного стандарта. 
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Рис. 6. Зависимость изменения окраски АламарБлю от концентрации в среде Международного стандарта и изучаемых 
образцов соматотропина («РАСТАНа» производства Фармстандарт–УфаВИТА), рассчитанная по данным измерения 
экстинкции.  
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Рис. 7. Зависимость изменения флуоресценции АламарБлю от концентрации в среде Международного стандарта и 
изучаемых образцов соматотропина; флуоресценция измерена на тех же планшетах, для которых проведено измере-
ние экстинкции красителя для построения графиков, представленных на рис. 6.  
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