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Обзоры литературы

аССоЦиирован ли рак ПредСтателЬной ЖелеЗы  
С вирУСами ПаПилломы человека?

Г.м. волгарева
ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Галина Михайловна Волгарева galina.volgareva@ronc.ru

В России и в мире в целом заболеваемость раком предстательной железы (РПЖ) и смертность от него неуклонно возраста-
ют. В России в 2014 г. РПЖ в структуре онкологической заболеваемости мужчин составил 14,3 %. По сравнению с 2004 г. 
рост смертности от РПЖ был самым высоким среди всех опухолей мужчин. Этиология этой формы рака изучена недоста-
точно. Остается, в частности, неясной роль вирусов папилломы человека (ВПЧ) типов высокого онкогенного риска, которые 
в ряде других органов человека являются сильными канцерогенами. Из разных лабораторий мира продолжают поступать 
сообщения, авторы которых делают взаимоисключающие выводы относительно участия этих вирусов в генезе РПЖ. Реше-
ние данного вопроса представляется актуальным как в теоретическом аспекте, в плане уточнения природы такой распро-
страненной формы рака, какой является РПЖ, так и в практическом: при подтверждении ассоциированности РПЖ с он-
когенными ВПЧ открывается перспектива профилактики РПЖ путем введения мальчикам профилактических вакцин, 
разработанных для предупреждения рака шейки матки. Обзор содержит анализ данных литературы о возможном участии 
ВПЧ в генезе РПЖ.
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Prostate cancer (PC) incidence and mortality are growing steadily the world over including Russia. PC incidence in 2014 made up  
14.3 % of all male tumors in the Russian Federation. PC mortality growth  rate since 2004 turned out to be topmost among all men’s 
cancers. PC etiology is poorly understood yet. Thus the role of human papillomaviruses (HPV) belonging to the highly oncogenic types is 
unclear while in some other human organs they were proven to be powerful carcinogens. Communications keep on emerging from va-
rious laboratories by authors who make mutually exclusive conclusions on the role of these viruses in PC genesis. It seems urgent  
to clarify the given problem from both theoretical and practical viewpoints. Firstly, this is the way to specify the origin of such a common 
cancer type as PC is. Secondly, if PC association with oncogenic HPV is confirmed the outlook for PC prevention is discovered by means 
of inoculating of boys with the vaccines designed for cervical cancer prevention. The present review of the literature contains analysis  
of data on possible HPV involvement in PC genesis.
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Введение
Рак предстательной железы (РПЖ) в мире занима-

ет 2-е место среди злокачественных опухолей у муж-
чин, хотя между разными странами частота РПЖ раз-
личается в 30 раз, а смертность от него – в 18 раз [1]. 
Отмечено, что в тех странах, где большинство жителей 
отказались от курения, РПЖ стал обгонять по частоте 
рак легкого [2]. По некоторым прогнозам, к 2030 г. 
число новых случаев заболеваемости РПЖ в мире со-
ставит 1,7 млн, а число смертельных исходов этого за-
болевания – около 0,5 млн [3].

В России в 2014 г. РПЖ в структуре онкологиче-
ской заболеваемости мужчин составил 14,3 %, заняв 
2-е место после рака легкого. По сравнению с 2004 г. 
рост заболеваемости РПЖ был самым высоким сре-
ди всех опухолей мужчин, стандартизованный пока-
затель заболеваемости на 100 тыс. мужского населе-
ния за 10 лет вырос на 166,68 % со среднегодовым 
темпом прироста 7,11 %; в структуре онкологической 
смертности мужчин РПЖ составил 7,43 % и занял 
3-е место после рака легкого и желудка; по сравне-
нию с 2004 г. рост смертности от РПЖ также был 
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самым высоким среди всех опухолей мужчин, стан-
дартизованный показатель смертности на 100 тыс. 
мужского населения за 10 лет вырос на 26,17 % 
со среднегодовым темпом прироста 2,29 % [4].

Исчерпывающего понимания причин возникно-
вения РПЖ пока нет. Высокие показатели заболева-
емости и смертности, а также высокие темпы роста 
этих показателей свидетельствуют о важности изуче-
ния природы РПЖ и поиска способов его профилак-
тики.

Колебания показателей заболеваемости РПЖ 
в разных регионах мира обусловлены генетическими 
факторами, различиями в образе жизни населения, 
а также в принципах диагностики и лечения данного 
заболевания. Установлены 3 фактора риска развития 
этой патологии: пожилой возраст, принадлежность 
к негроидной расе, наличие в семье случаев РПЖ [5].

Одним из этиологических факторов РПЖ могут 
быть онкогенные вирусы папилломы человека 
(ВПЧ). Несмотря на то что вопрос о возможной ас-
социации РПЖ с ВПЧ обсуждается длительное вре-
мя, он остается открытым. Актуальность решения 
этого вопроса невозможно переоценить: в случае 
подтверждения участия ВПЧ в генезе РПЖ открыва-
ется перспектива предупреждения этого заболевания 
путем прививок мальчиков вакцинами, созданными 
для профилактики рака шейки матки (РШМ).

В случае РШМ злокачественное превращение 
эпителиальной клетки осуществляется под воздей-
ствием белковых продуктов 2 генов онкогенных 
ВПЧ, Е6 и Е7, связывающихся, соответственно, 
с клеточными белками – супрессорами опухолевого 
роста p53 и pRb, в результате чего эти клеточные 
белки деградируют. Клетка, в которой экспрессиру-
ются указанные вирусные онкогены, утрачивает ряд 
важнейших функций, в частности, способность 
к контролируемой пролиферации, апоптозу, репара-
ции генома [6, 7].

Попытки исследования роли инфекционных агентов 
в возникновении РПЖ
Изучением роли инфекционных агентов в этио-

логии РПЖ исследователи занимаются в течение 
долгого времени. В связи с этим традиционными 
стали иммунологические и молекулярно-генетиче-
ские тесты на выявление таких вирусов, как ВПЧ 
нескольких типов, вирусы простого герпеса 1-го 
и 2-го типов, цитомегаловирус человека, а также 
ряда микроорганизмов: Chlamydia trachomatis, Myco-
plasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Neisseria gonor-
rhoeae, Treponema pallidum, Trichomonas vaginalis, 
Escherichia coli. Связь между конкретным инфекци-
онным агентом и риском РПЖ при этом чаще всего 
не обнаруживают, поэтому однозначный вывод о ро-
ли инфекции в генезе РПЖ пока не сделан [8].

В приведенном перечне ВПЧ занимают особое 
место, поскольку некоторые из них (типы 16, 18, 31, 
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 и 59), относящиеся к ви-
русам высокого онкогенного риска, канцерогенны 
для человека: они вызывают РШМ, а также некото-
рые другие формы аногенитального рака, рака голо-
вы и шеи [9, 10]. Онкобелки Е6 и Е7 ВПЧ высокого 
риска взаимодействуют со многими белками зара-
женной клетки, нарушая их функционирование; 
при этом главными среди этих эффектов, как уже 
было отмечено, принято считать инактивацию су-
прессоров опухолевого роста pRb и p53.

Возможную связь между РПЖ и ВПЧ обсуждают 
в научной литературе давно. Первые результаты бы-
ли рассмотрены в нескольких обзорах, авторы кото-
рых отметили их противоречивость [11–13]. Целью 
настоящей работы стал анализ данных литературы, 
преимущественно последних лет, о возможной роли 
ВПЧ в возникновении этой формы рака. Поскольку 
заболеваемость РПЖ в разных регионах мира сильно 
варьирует, мы далее упоминаем географическое про-
исхождение публикаций.

РПЖ у лиц с иммунодефицитами
Аргументом в пользу участия инфекционного 

агента в возникновении злокачественного новообра-
зования нередко служат данные об увеличении ча-
стоты развития этой патологии у лиц с иммунодефи-
цитами – у носителей вируса иммунодефицита 
человека (ВИЧ), а также у пациентов, получавших 
иммуносупрессирующие препараты в связи с про-
веденной трансплантацией какого-либо органа. 
На возможную роль биологических факторов в воз-
никновении РПЖ указывает факт 2-кратного уча-
щения данной формы рака у лиц, которым была 
трансплантирована почка, по сравнению со средне-
популяционным показателем. При этом частота 
РШМ у женщин – реципиентов почки превысила 
среднепопуляционную в 5 раз [14].

Итоги метаанализа данных литературы о частоте 
развития РПЖ у ВИЧ-инфицированных лиц и паци-
ентов с пересаженными органами, проведенного 
A. Grulich и соавт., также не исключают возможности 
участия инфекционных агентов в возникновении 
РПЖ [15]. Однако в более поздних работах, выпол-
ненных в Великобритании и США, повышения ри-
ска возникновения РПЖ после трансплантации ор-
ганов выявлено не было. Одной из причин этого, 
возможно, стал недостаточный срок наблюдения 
за пациентами после проведения трансплантации – 
в некоторых случаях он не превышал 3 лет. В пользу 
данной гипотезы свидетельствует отсутствие повы-
шения или увеличение всего лишь в 2 раза риска 
РШМ среди параллельно наблюдавшихся женщин 
с пересаженными органами [16, 17].
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Результаты детекции ДНК ВПЧ в образцах РПЖ
Два исследовательских коллектива из Латинской 

Америки сообщили о том, что в значительной части 
случаев РПЖ в опухолевых клетках присутствует ДНК 
ВПЧ [18, 19]. Группа авторов из Аргентины предста-
вила результаты детекции ВПЧ в образцах гиперпла-
зий и аденокарцином предстательной железы (ПЖ) 
методом трансректальной биопсии [18]. ВПЧ-поло-
жительными, по результатам полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) и гибридизации по Саузерну, оказа-
лись 17 (41,5 %) образцов РПЖ из 41, тогда как все 30 
исследованных образцов гиперплазий были ВПЧ-от-
рицательными. В 5 образцах РПЖ присутствовал ВПЧ 
16-го типа, в 2 – ВПЧ 11-го типа (его относят к группе 
ВПЧ низкого онкогенного риска), в остальных 10 
ВПЧ-положительных образцах тип вируса определен 
не был. Обнаружение в части образцов РПЖ ВПЧ 
16-го типа, основного типа вируса, ответственного 
за возникновение РШМ, авторы расценивают 
как свидетельство причастности ВПЧ к генезу РПЖ. 
Ответа на вопрос о путях проникновения ВПЧ в ПЖ 
исследователи не дают, отмечая, что различие между 
ВПЧ-статусом гиперплазий и РПЖ не оказалось бы 
столь резким, если бы вирусы попадали в ПЖ из со-
седних органов, где их нередко выявляют (уретра, 
прямая кишка, мочевой пузырь) [20–22].

В свою очередь, исследователи из Мексики, ис-
пользуя ПЦР, провели сравнение частоты ВПЧ-поло-
жительности в 55 образцах от больных РПЖ, получен-
ных методом трансректальной биопсии, и 75 образцах, 
полученных методом трансуретральной резекции 
от лиц, вошедших в контрольную группу (пациенты 
с хроническим простатитом, гиперплазией или атро-
фическими изменениями ткани ПЖ). ДНК ВПЧ 
была обнаружена в 11 образцах РПЖ (20,0 %) и 4 об-
разцах из контрольной группы (5,3 %). Тип вируса 
удалось определить в 6 случаях (в 5 образцах РПЖ и 1 
контрольном), при этом в 3 из них обнаружено одно-
временное наличие нескольких типов ВПЧ. ВПЧ 
высокого онкогенного риска присутствовали в 4 из 5 
образцов РПЖ, а также в контрольном образце. При-
сутствие ДНК ВПЧ в клетках ПЖ повышало риск 
развития РПЖ приблизительно в 4 раза [19].

Данные, свидетельствующие об участии ВПЧ 
в генезе РПЖ, представила также группа исследо-
вателей из Индии [23]. Детекцию ВПЧ методом 
ПЦР они провели в 95 образцах РПЖ и 55 образ-
цах, полученных от пациентов с доброкачествен-
ной гиперплазией ПЖ. Среди РПЖ 41 % образцов 
был ВПЧ-положительным, тогда как среди образ-
цов гиперплазии – 20 %. Преобладающим типом 
в РПЖ оказался ВПЧ 16-го типа (32 % всех образ-
цов), следующим по частоте обнаружения был 
ВПЧ 18-го типа (6 % образцов). Что касается до-
брокачественной гиперплазии, то здесь только 

в 5 % образцов была обнаружена ДНК ВПЧ 16-го 
типа.

Вместе с тем попытка детекции ДНК ВПЧ, а так-
же ВПЧ-специфичных транскриптов, предпринятая 
в Австралии, дала полностью отрицательные резуль-
таты [24, 25].

Обнаружение онкобелка Е7 ВПЧ в клетках РПЖ
Аргументом в пользу участия ВПЧ в генезе РПЖ 

могли бы явиться данные о функциональной актив-
ности вирусного генома в клетках РПЖ. Такой аргу-
мент получен группой итальянских исследователей 
[26]. Проведя ретроспективный анализ 150 случаев 
первичного РПЖ, которые были диагностированы 
в период 1992–1994 гг., авторы с помощью иммуно-
гистохимического метода обнаружили онкобелок Е7 
ВПЧ в хирургически удаленной опухолевой ткани 
122 образцов (74,67 %). В работе была использована 
смесь моноклональных антител Cervimax, позволя-
ющая обнаруживать онкобелок Е7 всех типов ВПЧ 
высокого онкогенного риска, а также 4 типов ВПЧ, 
у которых до настоящего времени онкогенный по-
тенциал в эпителии слизистых оболочек обнаружен 
не был [27]. Во всех случаях, когда удавалось выде-
лить ДНК из этих образцов и определить тип вируса 
путем секвенирования, им был ВПЧ 16-го типа. 
При этом общая выживаемость больных, опухоли 
которых, по результатам окрашивания антителами 
к Е7 ВПЧ, оказались положительными, была значи-
тельно ниже, чем у пациентов с отрицательными 
опухолями: 4,59 и 8,24 года соответственно. По ре-
зультатам анализа, проведенного М. Pascale и соавт., 
ВПЧ-статус оказался независимым фактором про-
гноза общей выживаемости больных РПЖ наряду 
с другими традиционно используемыми факторами, 
которые также учитывались в данной работе: возраст, 
показатель по шкале Глисона (служащий для гисто-
логической оценки нарушения дифференцировки 
РПЖ) и степень анаплазии ядер (nuclear grade) [28, 
29]. Таким образом, М. Pascale и соавт. не только 
обнаружили онкобелок Е7 ВПЧ в каждых 3 из 4 изу-
ченных ими образцах РПЖ, но и выявили неблаго-
приятное влияние присутствия этого белка в опухоли 
на общую выживаемость больных.

Результаты эпидемиологических исследований
Неоднократно предпринимались попытки уточ-

нить роль ВПЧ в возникновении РПЖ с помощью 
эпидемиологических подходов. При планировании 
подобных работ исследователи преодолевали очевид-
ное методическое затруднение, связанное с невоз-
можностью получения ткани ПЖ от здоровых лиц 
для формирования контрольной группы. Поэтому 
в таких работах присутствие ВПЧ оценивали 
не в ткани органа, а в крови по результатам 
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серологического теста. Так, методом иммунофер-
ментного анализа (ИФА) у обследуемых мужчин 
определяли наличие антител класса IgG к белкам L1 
и L2, образующим капсид вирусной частицы [30–32], 
или антител к вирусоподобным частицам (virus-like 
particles), т. е. к белку L1 [8, 33, 34]. Международная 
группа экспертов по папилломавирусам посчитала 
этот метод весьма полезным в эпидемиологических 
исследованиях для оценок экспозиции к ВПЧ [9]. 
К его достоинствам (помимо того, что данный под-
ход позволяет обойтись без биопсий) можно отнести 
возможность кумулятивной оценки предыдущих 
эпизодов проникновения вируса в организм за дли-
тельный период, а также отсутствие трудностей, со-
пряженных с применением ПЦР (угроза контамина-
ции, зависимость от характеристики используемого 
опухолевого образца (свежезамороженного или фор-
малинизированного) и того, амплификация какого 
именно участка генома проведена, и т. д.). Среди 
ограничений метода следует указать на невозмож-
ность учета элиминации вируса из организма 
под действием иммунитета. Например, при зараже-
нии ВПЧ эпителия шейки матки это происходит 
быстро [9, 35], вследствие чего присутствие антител 
к белкам капсида ВПЧ в крови не может быть расце-
нено как безусловное свидетельство инфицирован-
ности человека на момент взятия образца крови. 
Напротив, отрицательный результат ИФА не исклю-
чает присутствия в организме ВПЧ в момент взятия 
образца крови. Так, у женщин, у которых в эпителии 
шейки матки присутствие ВПЧ было подтверждено 
микроскопически и с помощью лабораторных тестов 
на ДНК вируса, IgG к белкам капсида ВПЧ присут-
ствовал в сыворотке крови лишь у половины обсле-
дованных [9]. Наконец, положительный результат 
ИФА в данном случае не позволяет судить о том, 
какой конкретно орган заражен на настоящее время 
или был инфицирован ВПЧ ранее.

Группа финских авторов, использовавших гнез-
довой метод «случай – контроль», показала ассоци-
ацию РПЖ с ВПЧ 16-го и 18-го типов, но не с ВПЧ 
11-го и 33-го типов. При наличии антител к ВПЧ 
16-го и 18-го типов риск РПЖ возрастал в 2,4 и 2,6 
раза соответственно [30].

В работе, выполненной методом «случай – кон-
троль» в Швеции, исследователи не подтвердили 
наличие связи РПЖ с ВПЧ 16-го и 18-го типов, 
но получили данные, указывающие на возможную 
ассоциацию РПЖ с ВПЧ 33-го типа, при этом отно-
сительный риск составил 1,6, а для лиц с особенно 
высокими титрами антител – 2,3 [31]. Позже в мас-
штабном проспективном исследовании, проведен-
ном гнездовым методом «случай – контроль» среди 
норвежских, шведских и финских мужчин, в общей 
сложности на более чем 200 тыс. лиц, повышения 

риска возникновения РПЖ не было выявлено 
ни при интегральной оценке антител к вирусам всех 
3 типов (16, 18 и 33), ни при учете результатов отдель-
но для каждого типа ВПЧ, ни при анализе данных 
из каждой страны-участницы, ни при учете разного 
содержания антител [32]. Итогом работы стал вывод 
о том, что серологические маркеры ВПЧ 16, 18 
и 33-го типов не связаны с риском развития РПЖ.

F. Sitas и соавт., применив метод «случай – кон-
троль», не выявили наличия ассоциации с присут-
ствием в сыворотке крови антител к ВПЧ 16-го типа 
у чернокожих ВИЧ-отрицательных больных РПЖ 
в Южной Африке [33]. Убедительность этих данных 
возрастает ввиду того, что авторы зафиксировали 
ассоциацию между ВПЧ 16-го типа и РШМ.

Ассоциаций между сероположительностью 
по ВПЧ 16, 18 и 31-го типов и риском развития РПЖ 
не было обнаружено и в проспективном исследова-
нии, проведенном методом «случай – контроль» 
в США. Однако повышение концентрации IgG 
к ВПЧ 16-го и 31-го типов имело место у части боль-
ных, у которых рак был выявлен в последней 
биопсии (при завершении исследования) и опухоль 
характеризовалась высоким показателем по шкале 
Глисона (>7 баллов) [34].

Участие ВПЧ в возникновении РПЖ ставят 
под сомнение результаты работы, проведенной 
методом «случай – контроль» в Чехии [8]. Сопоста-
вив путем ИФА содержание антител в сыворотке 
крови к ВПЧ 6, 11, 16, 18, 31 и 33-го типов для 2 
групп обследуемых: 329 больных РПЖ и 105 паци-
ентов с доброкачественной гиперплазией ПЖ, ав-
торы не обнаружили различий между ними по доле 
случаев, сероположительных по ВПЧ 6, 11, 16, 31 
и 33-го типов. Что касается сероположительности 
по ВПЧ 18-го типа, то она значимо преобладала 
в контрольной группе по сравнению с группой 
РПЖ. Вместе с тем у больных РПЖ серопозитив-
ность по ВПЧ 6-го типа сопровождалась достовер-
но более высокими значениями показателя по шка-
ле Глисона, т. е. большей степенью анаплазии 
опухолевых клеток.

Итак, данные эпидемиологических исследова-
ний, посвященных ассоциации РПЖ с ВПЧ, проти-
воречивы. Преобладают сообщения об отсутствии 
связи между РПЖ и экспозицией организма к ВПЧ 
типов высокого онкологического риска. При интер-
претации этих данных важно учитывать упомянутые 
выше ограничения иммунологического метода оцен-
ки экспозиции к ВПЧ. К тому же признанным инди-
катором экспозиции организма к развивающейся 
в нем ВПЧ-ассоциированной опухоли служит при-
сутствие в сыворотке крови иммуноглобулинов 
к ранним белкам вируса Е6 и Е7, а не к белкам капси-
да вирусной частицы [36, 37]. Насколько нам 
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известно, работы, в которых у больных РПЖ было бы 
проверено наличие в сыворотке крови антител клас-
са IgG к вирусным онкобелкам Е6 и Е7, отсутствуют, 
поэтому исследования в данном направлении весьма 
актуальны.

Трансформация нормальных эпителиальных клеток 
ПЖ с помощью ДНК онкогенного ВПЧ
В случаях, когда работы, проводимые на клини-

ческом материале, дают противоречивые результаты, 
возрастает значимость данных, полученных на экс-
периментальных моделях. В связи с этим принципи-
ально важны сообщения P. C. Weijerman и соавт., 
опубликованные в 1994–1998 гг., в которых описано 
проведение успешной трансформации нормальных 
эпителиальных клеток ПЖ человека с помощью 
ДНК ВПЧ 18-го типа. Именно этот ВПЧ обладает 
высоким сродством к железистому эпителию, и по-
тому он нередко может быть обнаружен в клетках 
аденогенного РШМ. Клетки полученной этими ис-
следователями линии-трансфектанта приобрели спо-
собность к длительной пролиферации in vitro (около 
100 пассажей), тогда как исходные нормальные 
клетки погибали через 4 пассажа; в них начался син-
тез онкобелка Е6 и проявились нарушения кариоти-
па, указывающие на их клоновую природу. По срав-
нению с культурами нормальных клеток ПЖ, 
полученными без участия ВПЧ, в них многократно 
возросло содержание мРНК, соответствующей про-
статспецифическому антигену. В то же время опухо-
леродностью при подкожной прививке бестимусным 
мышам эти клетки не обладали [38–40]. Авторы 
высказали предположение о том, что, приобретя 
способность к неограниченной пролиферации in vitro 
(став «иммортальными») под действием ВПЧ 18-го 
типа, в дальнейшем эти клетки за счет усилившейся 
генетической нестабильности могут спонтанно при-
обретать и опухолеродность. Полученную клеточную 
линию они предложили рассматривать как модель 
реального канцерогенеза в ПЖ, происходящего 
с участием ВПЧ высокого онкогенного риска.

Результаты скрининга российских мужчин 
на присутствие ДНК ВПЧ в мочеполовой системе
Публикации, посвященные анализу возможной 

связи между ВПЧ и РПЖ у российских больных, нам 
неизвестны. В рамках темы настоящего обзора пред-
ставляют интерес данные скрининга неслучайной 
выборки здоровых российских мужчин на присут-
ствие ДНК ВПЧ в мочеполовой системе [22]. Были 
проанализированы материалы от 752 лиц, проходив-
ших обследование в клиниках Санкт-Петербурга 
на предмет возможных заболеваний, передаваемых 
половым путем. Помимо обычных в таких случаях 
тестов на ряд бактерий и вирусов, при получении 

информированного согласия у мужчин были взяты 
мазок из дистального отдела мочеиспускательного 
канала, а затем – выделенный секрет предстательной 
железы (ВСПЖ). Процедура взятия проб позволяла 
минимизировать вероятность контаминации ВСПЖ 
вирусами из эпителия уретры. По результатам ПЦР 
47,9 % обследованных мужчин оказались ВПЧ-по-
зитивными хотя бы в 1 из 2 органов (ПЖ, мочеиспу-
скательный канал); 42,0 % были положительными 
по ВПЧ типов высокого онкогенного риска 
и 12,6 % – положительными одновременно по не-
скольким типам ВПЧ. ВПЧ-положительными были 
32,6 % образцов ВСПЖ, 27,7 % из них содержали 
ВПЧ типов высокого онкогенного риска. Среди об-
разцов, полученных из дистального отдела мочеис-
пускательного канала, ВПЧ-положительными были 
25,9 %, а 24,5 % – положительными по ВПЧ типов 
высокого онкогенного риска. Только у 10,6 % обсле-
дованных мужчин положительными по ВПЧ оказа-
лись одновременно образцы ВСПЖ и эпителия 
уретры, а тип вируса совпал в образце ВСПЖ и уре-
тры у 6,4 %. В обеих сериях образцов наиболее часто 
обнаруживали ВПЧ 16-го типа. Одновременное 
присутствие ВПЧ нескольких типов в ВСПЖ имело 
место чаще, чем в эпителии дистального отдела мо-
чеиспускательного канала: 8,1 и 5,2 % соответствен-
но. В старших возрастных группах обнаружение ВПЧ 
и в мочеиспускательном канале, и в ВСПЖ было 
отмечено достоверно реже, чем у молодых мужчин. 
Значения прочих изученных параметров (возраст 
начала половой жизни, число партнеров, наличие 
на момент обследования заболеваний, передаваемых 
половым путем) не коррелировали с ВПЧ-статусом 
ВСПЖ и эпителия мочеиспускательного канала. 
Таким образом, тестирование образцов ВСПЖ 
в 2 раза повысило частоту обнаружения ВПЧ в моче-
половой системе мужчин из обследованной выборки. 
Авторы считают, что ВПЧ попадает в образцы ВСПЖ 
не из эпителия уретры, аргументируя эту точку зре-
ния тем, что нередко (21,9 % случаев) тестирование 
ВСПЖ давало положительный результат, а тестиро-
вание эпителия уретры – отрицательный, а также 
тем, что далеко не всегда у лиц с положительным 
статусом по ВПЧ и ПЖ, и уретры типы ВПЧ в обоих 
органах совпадали. Наиболее вероятным источником 
попадания ВПЧ в ВСПЖ они считают клетки ПЖ, 
хотя не исключают и эпителий соседних органов [22].

Указанная работа – первая попытка детекции 
ВПЧ в ВСПЖ. ВСПЖ оказался подходящим источ-
ником для выявления степени зараженности муж-
ских контингентов ВПЧ, в том числе для детекции 
этих вирусов у лиц с отрицательным ВПЧ-статусом 
дистальных отделов мочеиспускательного канала. 
Полученные данные имеют прямое отношение 
к проблеме ассоциированности РПЖ и других форм 
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рака у мужчин с ВПЧ; их необходимо учитывать 
при анализе путей передачи ВПЧ в популяции.

Неблагоприятные медицинские последствия 
инфицированности мужчин ВПЧ
В целом инфицированность мужчин ВПЧ до не-

давнего времени привлекала значительно меньшее 
внимание врачей и биологов, нежели инфицирован-
ность женщин. Ситуация начала меняться с момента 
доказательства способности ВПЧ типов высокого ри-
ска оказывать канцерогенное действие не только 
на эпителий шейки матки и влагалища, но и на области 
прямой кишки и гениталий мужчин, а также возмож-
ности поражения ротоглотки лиц обоего пола ВПЧ-по-
зитивными карциномами. По некоторым оценкам, 
в Европе приблизительно каждый 4-й вновь выявляе-
мый случай рака у мужчин относится к категории 
ВПЧ-положительных, а подавляющее большинство 
из них – к положительным по ВПЧ 16-го или 18-го 
типов [41]. Важно отметить, что соответствующие рас-
четы проведены только для тех форм рака, для которых 
этиологическая роль ВПЧ доказана (рак прямой киш-
ки, полового члена, ротоглотки); РПЖ в их число 
не входит. Помимо того, что мужчины заболевают 
ВПЧ-положительными формами рака, они служат 
резервуаром, обеспечивающим поддержание ВПЧ-ин-
фекции в популяции в целом, причем эта роль мужской 
части населения остается во многом неясной. Установ-
ление факта конкордантности типов ВПЧ в супруже-
ских парах может быть стимулом для дальнейших ис-
следований в этом направлении [42, 43].

Заключение
В 2007 г. международной группой экспертов РПЖ 

был отнесен к злокачественным опухолям, в отно-
шении которых недостаточно фактов (inadequate 
evidence) для окончательного вывода об участии ВПЧ 
в их возникновении [9]. О сложности этой проблемы 
свидетельствуют и рассмотренные в настоящем об-
зоре данные литературы, опубликованные преиму-
щественно в последующие годы.

Отдельного упоминания заслуживают резуль-
таты метаанализа публикаций, посвященных воз-
можной ассоциации РПЖ с ВПЧ, который прове-
ли L. Yang и соавт. [44]. Эти авторы обобщили 
данные 46 исследований, охвативших в общей 
сложности 4919 случаев РПЖ, и установили, 
что показатели распространенности ВПЧ в опухо-
лях данной локализации существенно варьировали 
в зависимости от региона исследования, метода 
выявления ВПЧ (непосредственно в ткани РПЖ – 
с помощью ПЦР или иного метода, либо сероло-
гически – в сыворотке крови больных РПЖ) и сте-
пени агрессивности протестированных образцов 
РПЖ, которую оценивали по индексу Глисона. 
Несмотря на это, авторы пришли к заключению 
о том, что связь между инфицированностью ВПЧ 
и РПЖ существует.

С учетом важности рассмотренной проблемы 
для практического здравоохранения возможность 
участия онкогенных ВПЧ в развитии РПЖ заслужи-
вает самого пристального внимания и дальнейшего 
изучения.
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ЭФФективноСтЬ СочетанноГо лечения 
ЭкСПерименталЬныХ оПУХолей 

ЦитоСтатичеСкими ПреПаратами и ГмдП-а

е.р. немцова1, о.а. Безбородова1, н.Б. морозова1, м.С. воронцова1, Ю.Б. венедиктова1,  
т.н. андреева1, е.и. нестерова2, т.м. андронова2, р.и. якубовская1
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Россия, 125284 Москва, 2-й Боткинский пр., 3; 
2ЗАО «Пептек»; Россия, 117997 Москва, ул. Миклухо-Маклая, 16/10 (Институт биоорганической химии РАН)
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Цель исследования – оценка фармакологического действия препарата N-ацетилглюкозаминил-N-ацетилмурамил-L-ала-
нил-D-глутаминовая кислота (ГМДП-А) как модификатора биологических реакций: экспериментальное изучение его моди-
фицирующего действия в отношении химиотерапии традиционными препаратами.
Материалы и методы. Препараты: ГМДП-А, цисплатин, гемцитабин, циклофосфамид, 5-фторурацил. Перевиваемые опу-
холи мыши: лимфолейкоз Р-388 и саркома S-37 (солидный и асцитный варианты), меланома В-16, плоскоклеточный рак 
шейки матки РШМ-5, аденокарцинома толстой кишки С-26, карцинома толстой кишки АКАТОЛ (солидные варианты). 
Оценка эффективности: торможение роста опухоли, увеличение продолжительности жизни животных.
Результаты. На моделях перевиваемых опухолей у конвенциональных животных изучено влияние ГМДП-А при варьировании 
дозы, кратности введения, срока начала лечения, пути и места введения на терапевтическую эффективность химиопрепа-
ратов цисплатина (Р-388, S-37, В-16, РШМ-5), 5-фторурацила (С-26, АКАТОЛ), гемцитабина и циклофосфамида (Р-388). 
Показано, что ГМДП-А проявляет модифицирующие свойства в отношении биологической активности ряда цитостати-
ческих препаратов: цисплатина, гемцитабина и циклофосфамида, усиливая их противоопухолевое действие, причем незави-
симо от места его введения относительно опухолевого узла.
Заключение. Полученные результаты подтвердили потенциал ГМДП-А как модификатора биологических реакций.

Ключевые слова: глюкозаминилмурамилдипептид, модификатор биологических реакций, химиотерапия

DOI: 10.17650/1726-9784-2017-16-2-13-22

EFFICACy OF COMBINEd TREATMENT OF EXPERIMENTAL TuMORS wITh CyTOSTATIC AGENTS ANd GMdP-A

E.R. Nemtsova1, O.A. Bezborodova1, N.B. Morozova1, M.S. Vorontsova1, J.B. Venediktova1,  
T.N. Andreeva1, E.I. Nesterova2, T.M. Andronova2, R.I. Yakubovskaya1

1P. Hertsen Moscow Oncology Research Institute – branch of the National Medical Research Radiological Centre of the Ministry  
of Health of the Russia; 3, 2nd Botkinskiy proezd, Moscow 125284, Russia; 

2JSC «Peptek»; 16/10, Miklukho-Maklaya Str., Moscow 117997, Russia (Institute of Bioorganic Chemistry, RAS)

Objective of the study. To evaluate the pharmacological effects of N-acetylglucosaminyl-N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-glutamic acid 
(GMDP-A) as a modifier of biological reactions, i. e. to study its modifying action in regard to traditional cytostatic chemotherapy.
Materials and methods. The used drug agents were GMDP-A, cisplatinum, gemcitabine, cyclophosphamide, 5-fluorouracil. The trans-
planted murine tumors were Р-388 lymphocytic leukemia and S-37 sarcoma (solid and ascites variants), B-16 melanoma, CC-5 squa-
mous cell carcinoma of the cervix uteri, C-26 adenocarcinoma of the colon, and AKATOL carcinoma of the colon (solid tumor vari-
ants). Efficacy indices were inhibition of tumor growth, and increase of life span of animals.
Results. In the models of transplanted tumors in conventional mice, the influence of GMDP-A has been studied on therapeutic efficacy 
of cisplatinum (Р-388, S-37, В16, CC-5), 5-fluorouracyl (C-26, AKATOL), gemcitabine and cyclophosphamide (P-388) by using 
variations in single and total doses, time of the start of the treatment, as well as the route and site of the injection. It has been shown that 
GMDP-A has modified the efficacy of some cytostatic agents (cisplatinum, gemcitabine and cyclophosphamide) enhancing their antitu-
mor activity irrespective of the location of the site of injection in regard to the tumor node.
Conclusion. The obtained results proved the potency of GMDP-A as a modifier of biological reactions.

Key words: glucosaminylmuramyldipeptide, modifier of biological reactions, chemotherapy
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Введение
Химиотерапия и ее сочетание с другими консер-

вативными методами являются основными способа-
ми лечения больных с распространенными злокаче-
ственными процессами, однако во многих случаях 
эффективность этих способов до настоящего време-
ни остается ограниченной [1]. Поэтому поиски воз-
можностей повысить терапевтическую эффектив-
ность консервативного противоопухолевого лечения 
очень актуальны.

Начиная с конца прошлого столетия одним 
из активно разрабатываемых направлений стало со-
здание лекарственных препаратов на основе произ-
водных мурамилдипептидов, обладающих иммуно-
модулирующими свойствами и противоопухолевой 
активностью [2].

N-ацетилмурамил-L-аланил-D-изоглутамин (МДП) 
является минимальной функционально активной струк-
турной единицей муреина – пептидогликана клеточных 
стенок грамотрицательных бактерий. Его производное – 
N-ацетилглюкозаминил-N-ацетилмурамил-L-ала-
нил-D-изоглутамин (ГМДП), который отличается 
от МДП наличием остатка N-ацетилглюкозамина, при-
соединенного к N-ацетилмурамовой кислоте, проявляет 
сходные с МДП физиологические свойства. ГМДП 
при этом имеет ряд преимуществ по сравнению с МДП: 
он менее токсичен и проявляет большую противоопухо-
левую и адъювантную активность.

Механизм действия ГМДП обусловлен наличием 
2 взаимосвязанных биомишеней: YB1 – полифунк-
ционального белка, который участвует в процессах 
пролиферации, дифференцировки, иммунных про-
цессах и ответе клеток на стрессовые воздействия, 
и внутриклеточного рецептора врожденного имму-
нитета NOD2 (nucleotide-binding oligomerization do-
main-containing protein 2) [3–5]. Эти мишени распо-
ложены в одном компартменте клеток – цитозоле, 
и показано, что образование комплекса между 
ГМДП, YB1 и NOD2 опосредует биологическую ак-
тивность ГМДП. В последние годы было доказано, 
что взаимодействие ГМДП и NOD2 является абсо-
лютно специфичным [6]. NOD2-рецепторы были 
обнаружены в основном в фагоцитирующих клет-
ках – моноцитах / макрофагах, гранулоцитах, ден-
дритных клетках, которые обеспечивают различные 
фазы иммунного ответа. Связывание ГМДП с YB1 
и NOD2-рецептором приводит к каскаду процессов, 
ответственных за стимуляцию иммунитета: актива-
ции фактора транскрипции NF-κB (nuclear factor 
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), кото-
рая вызывает его транслокацию в ядро и активацию 
транскрипции генов, кодирующих цитокины [7]. 
Это, в свою очередь, приводит к стимуляции эффек-
торных функций фагоцитов, пролиферации Т- 
и В-лимфоцитов, восстановлению Т-хелперного 

баланса и повышению синтеза специфических антител. 
В то же время ГМДП-индуцированная стимуляция 
синтеза ряда интерлейкинов (ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-12) 
и фактора некроза опухоли альфа (ФНО-α) обуслов-
ливает активацию противоопухолевого иммунного 
ответа [8–10]. Усиление продукции колониестиму-
лирующих факторов приводит к стимуляции лейко-
поэза, а увеличение синтеза γ-интерферона – к по-
вышению активности естественных киллеров. 
Известна также способность ГМДП дозозависимо 
увеличивать экспрессию опухоль-ассоциирован-
ных антигенов на трансформированных клетках, 
что усиливает иммуногенность последних и тем са-
мым повышает вероятность развития эффектив-
ного противоопухолевого иммунного ответа [11]. 
Та ким образом, ГМДП активирует многие звенья 
и врожденной, и адаптивной иммунной системы, 
что характеризует его как представителя малых мо-
лекул с иммунными свойствами [12].

Выявлено также, что ГМДП ингибирует систему 
цитохрома Р-450, в результате чего снижается ско-
рость окисления ксенобиотиков [13]. Это коррели-
рует со способностью ГМДП потенцировать дей-
ствие некоторых цитостатиков, возможно, за счет 
замедления их метаболизма [14].

Y. Dong и соавт. [15] выявили, что МДП, конъюги-
рованный с паклитакселом, значительно усиливал 
противоопухолевую и антиметастатическую активность 
цитостатика на модели карциномы легких Льюис у мы-
шей. Авторы предположили, что механизм действия 
МДП связан именно с его способностью ингибировать 
NOD2-сигналинг, обусловливающий развитие воспа-
лительных реакций и усиливающий пролиферацию 
клеток. На клетках плоскоклеточного рака языка чело-
века YD-10B были получены аналогичные результаты: 
МДП ингибировал NOD2-сигналинг, что приводило 
к индукции апоптоза и ингибированию пролиферации 
клеток [16]. Ранее потенцирование противоопухолево-
го эффекта цисплатина и ФНО-α наблюдали при их со-
четании с ГМДП на различных по гистогенезу опухо-
левых клетках: выживаемость клеток линий MCF-7 
(аденокарцинома молочной железы человека), U-937 
(гистиоцитарная лимфома человека), В-16 (меланома 
мыши), L-929 (фибросаркома мыши) и асцитной кар-
циномы Эрлиха мыши значительно снижалась 
при применении комбинаций ГМДП / циспла-
тин / ФНО-α, ГМДП / цисплатин или ГМДП / ФНО-α 
по сравнению с индивидуальным применением цито-
статика или цитокина [17]. В то же время ГМДП не из-
менял цитотоксичность цисплатина или ФНО-α в от-
ношении нормальных клеток – лимфоцитов 
и перитонеальных макрофагов человека и клеток кост-
ного мозга мыши.

Все вышесказанное обусловливает перспектив-
ность включения иммунотерапевтического лекарствен-
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ного средства ГМДП – представителя 3-го поколения 
иммунопрепаратов – в схемы противоопухолевой те-
рапии. Однако из-за высокой пирогенности ГМДП 
не нашел применения в онкологической клинической 
практике. В связи с этим актуален поиск производных 
ГМДП, близких ему по фармакологическим свойствам, 
но менее пирогенных.

В ЗАО «Пептек» разработан способ получения 
близкого аналога ГМДП – N-ацетилглюкозами-
нил-N-ацетилмурамил-L-аланил-D-глутаминовой 
кислоты (ГМДП-А) [18], имеющего многократно 
меньшую пирогенность, чем ГМДП. Было выявлено, 
что при подкожном введении ГМДП-А демонстри-
рует широкий спектр иммуномодулирующего дей-
ствия, механизм которого близок к механизму дей-
ствия ГМДП.

Настоящая работа посвящена изучению фарма-
кологического действия препарата ГМДП-А как мо-
дификатора биологических реакций, а именно экс-
периментальному изучению его модифицирующего 
действия в отношении химиотерапии традиционны-
ми препаратами.

Материалы и методы
Животные
В работе использовали мышей, полученных 

из питомника Научного центра биомедицинских 
технологий РАМН (филиал «Андреевка»):

C57Bl / 6j, самки;
Balb / c, самки;
B6D2F1 – (С57Bl / 6j х DBA2) F1, самки.
Возраст мышей: 7–8 нед.
Вес тела мышей перед инокуляцией опухоли: 

18–25 г.
Экспериментальные опухоли
В работе использовали модели опухолей мыши: 

лимфолейкоз Р-388 (мыши B6D2F1, самки), меланому 
В-16 (мыши C57Bl / 6j, самки), рак шейки матки РШМ-
5 и саркому S-37 (мыши B6D2F1, самки), аденокарци-
ному толстой кишки С-26 и аденокарциному толстой 
кишки АКАТОЛ (мыши Balb / c, самки).

Для получения солидного варианта роста (опу-
холи B-16, РШМ-5, S-37, С-26 и АКАТОЛ) опухоле-
вый материал прививали подкожно (п / к) на правый 
бок животных, для получения асцитного варианта 
(опухоли S-37 и Р-388) – внутрибрюшинно (в /б).

Препараты, дозы, путь введения
Субстанцию ГМДП-А (ЗАО «Пептек») перед 

введением растворяли в стерильной воде для инъек-
ций до концентрации 1 мг / мл (0,1 %) и вводили 
мышам ежедневно п / к в разовой дозе 3,75 мг / кг: 
5-кратно (курсовая доза 18,75 мг / кг), 10-кратно (кур-
совая доза 37,5 мг / кг) или 20-кратно (курсовая доза 
75,0 мг / кг). Дизайн исследования для каждой модели 
опухоли описан в разделе «Результаты».

Готовую лекарственную форму «ГМДП-А, рас-
твор для подкожного введения 10 мг / мл» (ОАО 
«ВНЦ БАВ») перед введением разводили в 10 раз 
водой для инъекций до концентрации 1,0 мг / мл, 
вводили мышам ежедневно п / к в разовой дозе 
3,75 мг / кг (аналогично субстанции), кратность вве-
дения зависела от модели опухоли, суммарная доза 
указана в разделе «Результаты» для каждой модели.

Цисплатин-ТЕВА (Pharmachemie B. V., Нидер-
ланды, для Teva Pharmaceutical Industries Ltd., Изра-
иль), международное непатентованное наименова-
ние (МНН) – цисплатин, вводили внутривенно (в / в) 
однократно в дозе 4 мг / кг: 1 / 2 терапевтической дозы 
(ТД) через 24 ч или на 5-е (10-е) сутки после иноку-
ляции опухоли за 1 ч до 1-го введения ГМДП-А. 
Использовали на моделях опухолей Р-388, S-37, 
РШМ-5 и В-16.

Фторурацил-ЛЭНС (ООО «ЛЭНС-Фарм», дочер-
няя компания ОАО «ВЕРОФАРМ», Россия), МНН – 
5-фторурацил, вводили однократно в / в в дозе 
125 мг / кг (1 / 2 ТД) через 24 ч или на 5-е сутки после 
инокуляции опухоли за 1 ч до 1-го введения 
ГМДП-А. Использовали на моделях опухолей С-26 
и АКАТОЛ.

Гемзар (ЗАО «Биокад», Россия), МНН – гемци-
табин, вводили в / в однократно в дозе 120 мг / кг  
(1 / 2 ТД) через 24 ч после инокуляции опухоли за 1 ч 
до 1-го введения ГМДП-А. Использовали на модели 
опухоли Р-388.

Циклофосфан (Baxter Oncology GmbH, Герма-
ния), МНН – циклофосфамид, вводили однократно 
в / в в дозе 50 мг / кг (1 / 5 ТД) через 24 ч после иноку-
ляции опухоли за 1 ч до 1-го введения ГМДП-А. Ис-
пользовали на модели опухоли Р-388.

Лечение в опытных группах животных с солид-
ными опухолями S-37, В-16, С-26 проводили на ран-
ние сроки развития опухолей и отсроченно (1-е и 5-е 
сутки после инокуляции опухоли соответственно) 
в различных режимах: при 5-, 10- или 20-кратном 
ежедневном введении ГМДП-А п / к в зону, близко 
расположенную к опухоли. Мышам с асцитной фор-
мой опухоли ГМДП-А вводили 10-кратно в /б.

На моделях РШМ-5, АКАТОЛ и Р-388 сравнива-
ли влияние сочетанного лечения ГМДП-А при п / к 
введении в зону, близко расположенную к опухоли, 
и симметричную область на противоположной сто-
роне тела мыши.

За животными наблюдали до конца их жизни, 
регистрировали общее состояние животных, размеры 
опухоли и сроки гибели животных. У половины 
от общего числа животных в экспериментальных 
группах проводили аутопсию для оценки генерали-
зации опухолевого процесса: у мышей с лимфолей-
козом Р-388 – на 23-и сутки после инокуляции 
опухолевого материала, с меланомой В-16 – на 22-е 
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сутки, с опухолями РШМ-5, АКАТОЛ и С-26 – 
на 40–41-е сутки после прививки опухоли.

оценка противоопухолевой и антиметастатической 
эффективности

Противоопухолевую эффективность сочетанного 
лечения оценивали по общепринятым критериям: 
динамика изменения объема опухоли (v, мм3) = d

1
 × 

d
2
 × d

3
 × 0,52, где d

1
, d

2
 и d

3
 – 3 взаимно перпендику-

лярных диаметра опухоли, уровень торможения ро-
ста опухоли (ТРО,  %) = (V

к
 – V

оп
) / V

к
 × 100, где 

V
оп

 – объем опухоли в опытной группе, V
к
 – объем 

опухоли в контрольной группе, и увеличение продол-
жительности жизни (УПЖ,  %) животных [19].

Влияние лечения на генерализацию опухолевого 
процесса у мышей с лимфолейкозом Р-388 и на мо-
делях с лимфогенным метастазированием опухоли 
(РШМ-5, S-37) оценивали по частоте обнаружения 
вторичных опухолевых очагов (А,  % – процент жи-
вотных с метастазами в лимфатических узлах по от-
ношению к общему количеству животных в группе) 
и уровню торможения их роста (TA, %) = M

к
 (V

к
) – 

М
оп

 (V
оп

) / М
к
 (V

к
) × 100, где М

оп
 (V

оп
) – средняя сум-

марная масса пораженных опухолью лимфатических 
узлов в пересчете на 1 мышь в опытной группе, М

к
 

(V
к
) – средняя суммарная масса пораженных опухо-

лью лимфатических узлов в пересчете на 1 мышь 
в контрольной группе.

На моделях меланомы В-16, карцином С-26 
и АКАТОЛ оценивали частоту метастазирования 
опухоли в легкие (ЧМ, %) и уровень торможения 
метастазирования (ТМ, %), рассчитанный по вели-
чинам средней массы легких у животных в опытной 
и контрольной группах [20].

Критериями эффективности противоопухолевых 
свойств лекарственных средств являлись ТРО ≥70 %, 
УПЖ ≥50 %, ТА (ТМ) ≥75 % [19].

Статистический анализ
Для анализа результатов исследования исполь-

зовали стандартную компьютерную программу 
STATISTICA версии 8. Для цифровых данных, объ-
ема опухоли, лимфатических узлов и веса лимфати-
ческих узлов или легких вычисляли групповое 
среднее арифметическое (М) и стандартную ошиб-
ку среднего (± m). Для оценки достоверности раз-
личий между опытной и контрольной группами 
применяли Т-критерий Стьюдента. Различия между 
группами считали статистически достоверными 
при р ≤0,05.

Результаты и обсуждение
В предварительных опытах оценили эффектив-

ность противоопухолевого действия ГМДП-А в мо-
нотерапии (данные не представлены). Биологически 
значимое влияние ГМДП-А на рост первичных 

и / или вторичных (метастатических) очагов экспери-
ментальных перевиваемых опухолей (солидные и ас-
цитные варианты) не было выявлено ни для одной 
из перечисленных выше опухолей (см. раздел «Ма-
териалы и методы»).

Однако на моделях иммунозависимых опухолей 
(лимфолейкоз Р-388, меланома В-16, рак шейки 
матки РШМ-5) прослеживалась тенденция к проти-
воопухолевому действию ГМДП-А по торможению 
роста первичных очагов. Учитывая данные литерату-
ры, можно предположить, что этот эффект обуслов-
лен воздействием ГМДП-А на иммунную систему 
животных. На моделях Р-388 и РШМ-5 не было от-
мечено значимого различия в эффективности лече-
ния мышей при введении ГМДП-А в зону, близко 
расположенную к опухоли, или в зону, удаленную 
от места инокуляции опухоли. Это свидетельствует 
в пользу дистантного действия ГМДП-А, которое 
свойственно различным иммуномодулирующим 
средствам, и может косвенно подтверждать иммун-
ный механизм воздействия.

Полученные в предварительных опытах резуль-
таты послужили основанием для развития исследо-
ваний с использованием химиоиммунологической 
комбинации и изучения ГМДП-А в качестве моди-
фикатора биологических реакций, а именно изуче-
ния его модифицирующего действия в отношении 
эффективности химиотерапии традиционными ци-
тостатическими препаратами.

Исследовали как субстанцию, так и готовую ле-
карственную форму ГМДП-А. Они не различались 
по физиологическому действию на различных моде-
лях, поэтому в дальнейшем будут приведены объеди-
ненные данные по обоим лекарственным средствам.

На модели лимфолейкоза Р-388 (солидный вари-
ант) сравнили эффективность сочетанного лечения 
мышей цисплатином и ГМДП-А при различных схе-
мах воздействия: при раннем и отсроченном начале 
лечения (курсовая доза ГМДП-А 37,5 мг / кг), 
при раннем начале лечения и различной курсовой 
дозе ГМДП-А (37,5 и 78,5 мг / кг), а также при п / к 
введении ГМДП-А (курсовая доза 78,5 мг / кг) в зону, 
близко расположенную к опухоли, или в симметрич-
ную область тела на противоположном боку живот-
ного.

Показано, что введение ГМДП-А достоверно 
повышало терапевтическое действие химиотерапии 
с использованием низкоэффективной дозы циспла-
тина (1 / 

2
 ТД). При этом выраженное улучшение ре-

зультатов лечения по показателям ТРО и ТА наблю-
далось не только при раннем, но и при отсроченном 
начале лечения: ТРО и ТА в группах сочетанной те-
рапии на 30–40 % превышало таковое в группах 
цисплатина (рис. 1, табл. 1). Однако продолжитель-
ность жизни животных во всех группах оставалась 
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сходной. Не обнаружено достоверных различий 
в модифицирующем действии ГМДП-А при п / к вве-
дении субстанции в непосредственной близости 
от опухоли или в отдаленной от опухоли симметрич-
ной области тела (рис. 2а, табл. 2).

Усиление терапевтического действия цитоста-
тиков по всем исследованным показателям – ТРО, 
УПЖ и ТА, независимо от отдаленности места 
введения ГМДП-А по отношению к опухолевому 
очагу, было получено на модели Р-388 с использо-
ванием гемцитабина и циклофосфамида (рис. 2б, в, 
табл. 2).

На модели меланомы В-16 отмечено модифици-
рующее влияние ГМДП-А на терапевтическую эф-
фективность цисплатина как при раннем, так 
и при отсроченном начале лечения. При этом на фо-
не слабого потенцирующего действия на эффект 
цитостатика в отношении ингибирования роста 
первичного очага меланомы (рис. 3) добавление 
в схему лечения мышей ГМДП-А в курсовой дозе 
18,75 или 37,5 мг / кг приводило к выраженному тор-
можению метастазирования опухоли, а при раннем 
начале лечения – к достоверному УПЖ животных 
(табл. 3).
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рис. 1. Влияние ГМДП-А на лечебное действие цисплатина у мышей BDF1 с солидным вариантом лимфолейкоза Р-388 в зависимости от ре-
жима воздействия. Начало лечения на 1-е сутки (а) или на 5-е сутки (б) после инокуляции опухоли. Воздействие: ¢ – цисплатин внутри-
венно однократно и ГМДП-А подкожно 10-кратно; £ – цисплатин внутривенно однократно и ГМДП-А подкожно 20-кратно; ¯ – циспла-
тин внутривенно однократно; Ý – вода для инъекций подкожно 10-кратно;  – вода для инъекций подкожно 20-кратно;  – без воздействия. 
Дозы: ГМДП-А – разовая доза 3,75 мг / кг; цисплатин – 4 мг / кг. Кривые отражают динамику роста первичной опухоли, данные представ-
лены в виде М ± m (n = 10)

таблица 1. Влияние ГМДП-А на показатели продолжительности жизни и генерализации опухолевого процесса у мышей с солидным вариан-
том лимфолейкоза Р-388, получавших лечение цисплатином, в зависимости от режима воздействия

Группа режим воздействия СПЖ, дни УПЖ, % а, % та, %

начало лечения на 1-е сутки роста опухоли

1 Цисплатин + ГМДП-А, 10-кратно 25 ± 1 4 100 88

2 Цисплатин + ГМДП-А, 20-кратно 27 ± 1 13 100 80

3 Цисплатин 23 ± 1 –4 100 49

4 Вода для инъекций, 20-кратно 24 ± 1 0 100 4

начало лечения на 5-е сутки роста опухоли

5 Цисплатин + ГМДП-А, 10-кратно 25 ± 3 4 100 83

6 Цисплатин 24 ± 1 0 100 50

7 Вода для инъекций, 10-кратно 24 ± 1 0 100 –1

8 Без воздействия 24 ± 1  – 100  – 

Примечание. Цисплатин – 4 мг/кг в/в однократно; ГМДП-А – разовая доза 3,75 мг/кг п/к. СПЖ – средняя продолжительность жизни; 
УПЖ – увеличение продолжительности жизни; А – частота обнаружения вторичного поражения лимфатических узлов; ТА – тормо-
жение роста вторичных опухолевых очагов.
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На модели плоскоклеточного рака шейки матки 
РШМ-5 оценили влияние ГМДП-А на эффектив-
ность терапевтического действия цисплатина при на-
чале лечения через 1 сут после инокуляции опухоле-
вого материала и через 10 сут (срок обусловлен 
медленным ростом опухоли).

Выявлено, что при раннем начале лечения 
ГМДП-А усиливал терапевтическое действие цис-
платина, особенно при длительном (10-кратном) 
введении (курсовая доза 37,5 мг / кг) (рис. 4). Пока-
затели ТРО, УПЖ и ТА в группах животных, полу-
чавших сочетание цисплатина и ГМДП-А, были 
выше, чем в группе животных, получавших только 
цисплатин. Однако более позднее начало лечения 
с применением указанных схем оказалось неэффек-
тивным (табл. 4).

Увеличение разовой дозы ГМДП-А до 7,5 мг / кг 
и курсовой дозы до 150,0 мг / кг не приводило к уве-
личению выраженности противоопухолевого эффек-
та сочетанного воздействия. Как и на других 

6 8 10 12 14 16 18 20 22
0

100

200

300

400

500

600

700

800
О

бъ
ем

 о
пу

хо
ли

, м
м

3

День роста опухоли

6 8 10 12 14 16 18 20 22
0

100

200

300

400

500

600

700

800

О
бъ

ем
 о

пу
хо

ли
, м

м
3

День роста опухоли

6 8 10 12 14 16 18 20 22
0

100

200

300

400

500

600

700

800

О
бъ

ем
 о

пу
хо

ли
, м

м
3

День роста опухоли

а

б

в

рис. 2. Влияние ГМДП-А на лечебное действие цисплатина (а), гем-
цитабина (б) и циклофосфамида (в) у мышей BDF1 с солидным вари-
антом лимфолейкоза Р-388 в зависимости от места введения 
ГМДП-А. Начало лечения на 1-е сутки после инокуляции опухоли. 
Воздействие: ¢ – цитостатик однократно и ГМДП-А 20-кратно, 
введение подкожно рядом с опухолевым узлом; q – то же, введение 
ГМДП-А в симметричную область на противоположной стороне 
тела животного; ¯ – цитостатик внутривенно однократно;  – 
вода для инъекций подкожно 20-кратно. Дозы: ГМДП-А – разовая 
доза 3,75 мг / кг; цисплатин – 4 мг / кг; гемцитабин – 120 мг / кг; ци-
клофосфамид – 50 мг / кг. Кривые отражают динамику роста пер-
вичной опухоли, данные представлены в виде М ± m (n = 10)

опухолевых моделях, у мышей с опухолью РШМ-5 
не выявлено отличий в эффекте модифицирующего 
действия при введении ГМДП-А рядом с подкожной 
опухолью или в симметричную область на противо-
положной стороне тела животного (данные не пред-
ставлены).

Таким образом, сравнительная оценка эффектив-
ности потенцирующего действия ГМДП-А на чув-
ствительных моделях (Р-388, В-16 и, в меньшей 
степени, РШМ-5) показала, что в схемах сочетанной 
терапии с редуцированными дозами цитостатиков 
препарат позволяет обеспечить уровень терапевти-
ческого действия, отвечающий требованиям эффек-
тивности по критериям, принятым для оценки ак-
тивности противоопухолевых средств.

На других опухолевых моделях – саркоме S-37 
(солидный и асцитный варианты), аденокарциномах 
толстой кишки С-26 и АКАТОЛ – не отмечено уве-
личения противоопухолевого действия цитостатиче-
ских препаратов (цисплатин, 5-фторурацил) 
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таблица 2. Влияние ГМДП-А на показатели продолжительности жизни и генерализации опухолевого процесса у мышей с солидным вари-
антом лимфолейкоза Р-388, получавших лечение цитостатиками, в зависимости от места подкожного введения ГМДП-А

Группа режим воздействия СПЖ, дни УПЖ,  % а,  % та,  %

Цисплатин и ГмдП-а

1 Цисплатин + ГМДП-А* 29 ± 2 21 100 55

2 Цисплатин + ГМДП-А** 34 ± 2 39 100 51

3 Цисплатин 26 ± 1 9 100 40

Гемцитабин и ГмдП-а

5 Гемцитабин + ГМДП-А* 38 ± 4 57 100 73

6 Гемцитабин + ГМДП-А** 34 ± 2 43 100 70

7 Гемцитабин 29 ± 2 21 100 69

Циклофосфамид и ГмдП-а

8 Циклофосфамид + ГМДП-А* 39 ± 2 61 100 88

9 Циклофосфамид + ГМДП-А** 37 ± 3 54 100 90

10 Циклофосфамид 31 ± 2 30 100 89

11 Вода для инъекций, 20-кратно 24 ± 3 0 100 −3

12 Без воздействия 24 ± 1  – 100  – 

Примечание. Цисплатин – 4 мг/кг в/в однократно; гемцитабин – 120 мг/кг в/в однократно; циклофосфамид – 50 мг/кг в/в одно-
кратно; ГМДП-А – разовая доза 3,75 мг/кг п/к 20-кратно; *рядом с опухолевым узлом, **симметричная область на противоположной 
стороне тела животного. Начало лечения на 1-е сутки роста опухоли. СПЖ – средняя продолжительность жизни; УПЖ – увеличение 
продолжительности жизни; А – частота обнаружения вторичного поражения лимфатических узлов; ТА – торможение роста вторич-
ных опухолевых очагов.

рис. 3. Влияние ГМДП-А на лечебное действие цисплатина у мышей C57Bl / 6j с подкожно привитой меланомой B-16, в зависимости от ре-
жима воздействия. Начало лечения на 1-е сутки (а) или на 5-е сутки (б) после инокуляции опухоли. Воздействие: ¢ – цисплатин внутри-
венно однократно и ГМДП-А подкожно 5-кратно; £ – цисплатин внутривенно однократно и ГМДП-А подкожно 10-кратно; ¯ – циспла-
тин внутривенно однократно;  – вода для инъекций подкожно 10-кратно;  – без воздействия. Дозы: цисплатин – 4 мг / кг, 
ГМДП-А – разовая доза 3,75 мг / кг. Кривые отражают динамику роста первичной опухоли, данные представлены в виде М ± m (n = 10)
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при их сочетании с ГМДП-А в различных дозах 
и режимах. То есть, как и при монотерапии ГМДП-А, 
эффективность его добавления в схему химиотера-

певтического воздействия зависела от гистологиче-
ской формы опухоли и проявлялась только в отно-
шении иммунозависимых опухолей.
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Полученные данные коррелируют с результатами 
экспериментальных исследований противоопухоле-
вой активности ГМДП, близкого аналога ГМДП-А, 
в различных моделях перевиваемых опухолей [14], 
в которых отмечена способность ГМДП угнетать 
рост экспериментальных опухолей и их метастазиро-
вание in vivo. На основании анализа эксперименталь-
ных данных авторы предполагают, что отмеченные 

эффекты обусловлены активирующим влиянием 
ГМДП на врожденный иммунитет и увеличением 
экспрессии опухолевых маркеров на трансформиро-
ванных клетках. В обзоре также приведены доказа-
тельства потенцирующего действия ГМДП на эф-
фекты цитостатических препаратов и его 
способности восстанавливать гемопоэз, нарушенный 
в результате химиотерапии.

таблица 3. Влияние ГМДП-А на показатели продолжительности жизни и генерализации опухолевого процесса у мышей С57Bl / 6j с под-
кожно привитой меланомой В16, получавших лечение цисплатином, в зависимости от режима воздействия

Группа режим воздействия СПЖ, дни УПЖ,  % чм,  % тм,  %

начало лечения на 1-е сутки роста опухоли

1 Цисплатин + ГМДП-А, 5-кратно 29 ± 3 38 20 99

2 Цисплатин + ГМДП-А, 10-кратно 39 ± 1 86 20 99

3 Цисплатин 28 ± 3 33 20 99

4 Вода для инъекций, 10-кратно 22 ± 5 5 100 0

начало лечения на 5-е сутки роста опухоли

5 Цисплатин + ГМДП-А, 5-кратно 31 ± 4 48 20 99

Цисплатин + ГМДП-А, 10-кратно 28 ± 6 33 30 83

6 Цисплатин 25 ± 3 19 100 11

7 Вода для инъекций, 10-кратно 21 ± 2 0 100 0

8 Без воздействия 21 ± 3  – 100  – 

Примечание. Цисплатин – 4 мг/кг в/в однократно; ГМДП-А – п/к, разовая доза 3,75 мг/кг. СПЖ – средняя продолжительность жиз-
ни; УПЖ – увеличение продолжительности жизни; ЧМ – частота метастазирования в легкие; ТМ – торможение роста метастазов 
в легких.
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рис. 4. Влияние ГМДП-А на лечебное действие цисплатина у мышей-гибридов F1 с подкожно привитым РШМ-5 в зависимости от режима 
воздействия. Начало лечения на 1-е сутки (а) или на 10-е сутки (б) после инокуляции опухоли. Воздействие: £ – цисплатин внутривенно 
однократно и ГМДП-А подкожно 10-кратно; ¢ – цисплатин внутривенно однократно и ГМДП-А подкожно 5-кратно; ¯ – цисплатин 
внутривенно однократно;  – вода для инъекций подкожно 10-кратно;  – без воздействия. Дозы: цисплатин – 4 мг / кг; ГМДП-А – разо-
вая доза 3,75 мг / кг. Кривые отражают динамику роста первичной опухоли, данные представлены в виде М ± m (n = 10)



21

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 2'2017  ТОм 16    vol. 16

Оригинальные статьи

Заключение
В настоящем исследовании на моделях мышиных 

опухолей показано, что ГМДП-А при п / к введении 
проявляет модифицирующие свойства в отношении 
ряда цитостатических препаратов: цисплатина, гемци-
табина и циклофосфамида, усиливая их противоопухо-
левое действие, что подтверждает потенциал ГМДП-А 

как модификатора биологических реакций. Поскольку 
наиболее выраженный эффект ГМДП-А отмечен 
на модели лимфолейкоза Р-388, этот препарат может 
быть рекомендован для клинических испытаний 
при химиотерапии больных с онкогематологическими 
заболеваниями в качестве агента, потенцирующего 
противоопухолевое действие цитостатиков.

таблица 4. Влияние ГМДП-А на показатели продолжительности жизни и генерализации опухолевого процесса у мышей с подкожно приви-
тым РШМ-5, получавших лечение цисплатином, в зависимости от режима воздействия

Группа режим воздействия СПЖ, дни УПЖ,  % а,  % та,  %

начало лечения на 1-е сутки роста опухоли

1 Цисплатин + ГМДП-А, 10-кратно 69 ± 6 50 100 51

2 Цисплатин + ГМДП-А, 5-кратно 61 ± 11 33 100 44

3 Цисплатин 51 ± 5 11 100 33

4 Вода для инъекций, 10-кратно 43 ± 4 −7 100 21

начало лечения на 10-е сутки роста опухоли

5
Цисплатин + ГМДП-А,
10-кратно

49 ± 4 7 100 0

6 Цисплатин + ГМДП-А, 5-кратно 55 ± 5 20 100 13

7 Цисплатин 51 ± 3 11 100 36

8 Вода для инъекций, 10-кратно 43 ± 3 −7 100 0

9 Без воздействия 46 ± 2  – 100  – 

Примечание. Цисплатин – 4 мг/кг в/в однократно; ГМДП-А – п/к, разовая доза 3,75 мг/кг. СПЖ – средняя продолжительность жизни; 
УПЖ – увеличение продолжительности жизни; А – частота обнаружения вторичного поражения лимфатических узлов; ТА – тормо-
жение роста вторичных опухолевых очагов.
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ЦитотокСичеСкие аналоГи ЦиФетрилина 
(СооБЩение II)

л.м. Борисова, м.П. киселева, в.н. осипов, л.П. Сушинина, С.в. Устинкина, 
л.и. Смирнова,  З.С. Шпрах

ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Лариса Михайловна Борисова larib@inbox.ru

Введение. Поиск активных соединений среди аналогов цифетрилина является одним из перспективных направлений в синте-
зе новых производных, имеющих более высокую устойчивость к ферментативному расщеплению. В сообщении I был представ-
лен синтез новых производных цифетрилина с различными функциональными заместителями (тиазолидином, нафтилом, 
ремантадином, хлорфенацилом и цифелином), наличие которых при связывании с рецепторами на поверхности опухолевых 
клеток позволит усилить цитотоксический эффект модифицированных соединений цифетрилина на опухоль.
Цель исследования – изучение противоопухолевой активности синтезированных аналогов цифетрилина, модифицированных 
цитотоксическими агентами.
Материалы и методы. Исследования проведены на перевиваемых опухолях мышей: аденокарциноме молочной железы Ca-755 
и меланоме В-16. Растворы препаратов готовили ex tempore с применением диметилсульфоксида или этилового спирта, 
разводили 0,9 % раствором натрия хлорида до 10 % концентрации и вводили самкам мышей-гибридов F1 (C57Bl / 6 × DBA / 2) 
ежедневно подкожно в дозах 5, 10, 20 и / или 30 мг / кг в течение 5 дней. Критериями противоопухолевого эффекта служили 
торможение роста опухоли (ТРО, %) и увеличение продолжительности жизни (УПЖ, %) подопытных животных по срав-
нению с контрольными.
Результаты. Boc-Cys (Thp) – Phe-D-Trp-Lys (ClPhe) – Thr-OMe – пентапептид, модифицированный по Nε-группе лизина 
хлорфенацилом, в дозе 5 мг / кг на аденокарциноме молочной железы Ca-755 показал кратковременный противоопухолевый 
эффект непосредственно после окончания лечения (ТРО = 73 %). Boc-Phe-D-Trp-Lys (Ac-Sar-Val) – Thr-OMe – тетрапептид, 
модифицированный по Nε-группе лизина цифелином, в дозе 10 мг / кг вызывал торможение роста меланомы В-16 на 75–85 % 
в течение 4 дней после окончания лечения и увеличивал продолжительность жизни (УПЖ) мышей на 29 %.
Заключение. Из 7 модифицированных цитотоксическими агентами аналогов цифетрилина 2 проявили противоопухолевую 
активность, что свидетельствует о перспективности их дальнейшего исследования как противоопухолевых соединений 
на других опухолевых моделях.

Ключевые слова: аналоги цифетрилина, цитотоксические агенты, перевиваемые опухоли, противоопухолевая активность
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CyPhETRyLIN CyTOTOXIC ANALOGuES (REPORT II)

L.M. Borisova, M.P. Kiseleva, V.N. Osipov, L.P. Sushinina, S.V. Ustinkina,

L.I. Smirnova, Z.S. Shprakh

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

Introduction. Search of active compounds among cyphetrylin analogues is one of prospective directions in synthesis of new compounds 
that have higher resistance to fermentation. The report I presented the synthesis of new cyphetrylin compounds with various functional  
substituents (thiazolidin, naphthyl, rimantadine, chlorophenacyl and cyphelin), their presence on the surface of tumor cells when bind-
ing to receptors would enhance the cytotoxic effect of modified cyphetrylin compounds on tumor.
Objective. The study of anti-tumor activity of the synthesized analogues cyphetrylin modified by cytotoxic agents.
Materials and methods. The research was carried out on the transplanted murine tumors: breast adenocarcinoma Ca-755 and melano-
ma B-16. Drug solutions were prepared ex tempore with the use of dimethylsulfoxide or ethanol diluted with saline to a concentration  
of 10 % and was administered to female mice-hybrids F1 (C57Bl/6 × DBA/2) daily subcutaneous injection in doses of 5, 10, 20 and/or 
30 mg/kg for 5 days. The criteria of antitumor effect served the tumor growth inhibition (TGI, %) and the increase in lifespan (ILS, %) 
of test animals compared to the controlled.
Results. Boc-Cys(Thp) – Phe-D-Trp-Lys(ClPhe) – Thr-OMe – pentapeptide modified by chlorophenacyl lysine at Nε-group in a dose 
of 5 mg/kg on breast adenocarcinoma Ca-755 showed a short-term antitumor effect directly after the end of the treatment (TGI = 73 %). 
Boc-Phe-D-Trp-Lys (Ac-Sar-Val) – Thr-OMe – tetrapeptide modified by cyphelin lysine at Nε-group in a dose of 10 mg/kg caused 
melanoma B-16 growth inhibition for 75–85 % within 4 days after the end of the treatment and increased lifespan (ILS) of mice for 29 %.
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Введение
Химиотерапия гормонозависимых опухолей 

остается одним из актуальных направлений в лече-
нии онкологических заболеваний. Повышенное 
внимание к проблеме гормонозависимости опухолей 
в аспекте их возможной химиотерапии создает усло-
вия для применения гормонов в качестве противо-
опухолевых средств. В этом ключе ведется активный 
поиск противоопухолевых соединений среди аген-
тов, способных избирательно воздействовать на гор-
монозависимые опухоли через рецепторы гормонов. 
К таким агентам относятся пептидные гормоны ги-
поталамуса, в частности соматостатин [1–3].

Прямое цитотоксическое действие соматостати-
на реализуется через специфическое взаимодействие 
активного центра молекулы с рецепторами, локали-
зованными на поверхностной мембране клеток тка-
ней-мишеней, и осуществляется путем ингибирова-
ния внутриклеточной тирозинфосфатазы, блокады 
митогенных сигнальных путей и индукции апоптоза. 
Непрямой антипролиферативный эффект обуслов-
лен снижением секреции ряда гормонов и факторов 
роста опухолей (соматотропного гормона, инсули-
ноподобного фактора роста, гастрина, глюкагона, 
вазоактивного интестинального пептида, инсулина, 
холецистокинина, мотилина, серотонина и др.) и по-
давлением неоваскуляризации [4–6].

Имеется 5 типов рецепторов соматостатина 
(SSTR

1–5
), которые в разной степени экспрессируют-

ся как в тканях различных областей центральной 
нервной системы (в передней доле гипофиза, в гипо-
таламусе, спинном мозге), так и в тканях желудоч-
но-кишечного тракта (преимущественно поджелу-
дочной железы, желудка, верхних отделов тонкого 
кишечника) и легких [7, 8].

В связи с двойным механизмом действия анало-
ги соматостатина обладают широким спектром био-
логического действия, в частности при нейроэндо-
кринных опухолях органов брюшной полости, 
забрюшинной клетчатки, включая карциноидные 
опухоли [9–11].

Необходимо отметить, что особенность пептид-
ных гормонов состоит в высокой избирательности 
их действия и отсутствии токсичности. Однако недо-
статком соединений этого класса является их бы-
стрый гидролиз под действием протеинкиназ. Время 
полураспада природных соматостатинов в крови 
составляет 1–3 мин, что делает их малопригодными 
в качестве лекарственных средств для практического 

применения [12, 13]. В связи с этим синтезирован 
ряд аналогов соматостатина, на основе которых соз-
даны препараты для применения в клинической 
практике [14]. Синтетический аналог соматостати-
на – сандостатин (Октреотид), разработанный в 80-е 
годы XX века, используется для купирования карци-
ноидного синдрома, характерного для нейроэндо-
кринных опухолей. В последние годы появились 
сообщения об антипролиферативном действии вы-
соких доз аналогов соматостатина [6, 15–17].

Исследования по поиску потенциальных противо-
опухолевых соединений в ряду аналогов соматостати-
на активно проводятся в ФГБУ «Российский онколо-
гический научный центр им. Н. Н. Блохина» (РОНЦ 
им. Н. Н. Блохина) Минздрава России. В лаборатории 
химического синтеза классическими методами 
пептидной химии с использованием современных за-
щитных групп и методов конденсации синтезирован 
ряд аналогов соматостатина [18, 19]. Среди них цифе-
трилин показал высокую противоопухолевую актив-
ность в системе скрининга. Цифетрилин представляет 
собой защищенный по функциональным группам 
пентапептид – метиловый эфир Nα-трет-бутилокси-
карбонил-S-тетрагидропиранил-L-цистеинил-L-фе-
нилаланил-D-триптофил-Nα-карбобензокси-L-ли-
зил-L-треонина. Углубленное изучение цифетрилина 
привело к созданию лекарственной формы препарата 
для перорального применения и проведению докли-
нических исследований [20–22].

В сообщении I был представлен синтез новых про-
изводных цифетрилина, в которых молекулы синтети-
ческого аналога выступают в качестве специфического 
носителя цитотоксических групп, ответственных за свя-
зывание с рецептором с целью повышения прямого 
цитотоксического эффекта на опухоль. Подтверждены 
строение и чистота синтезированных аналогов цифе-
трилина, содержащих цитотоксические группы [23].

Цель настоящего исследования состоит в изуче-
нии противоопухолевой активности синтезирован-
ных аналогов цифетрилина, модифицированных 
цитотоксическими агентами.

Материалы и методы
В качестве изучаемых соединений представлены 

7 синтезированных цитотоксических аналогов цифе-
трилина:

• Boc-Cys(Thp) – Phe-D-Trp-Lys(ClPhe) –  
Thr-OMe – пентапептид, содержащий по Nε-
группе лизина хлорфенацил (соединение I);

Conclusion. 2 of 7 cyphetrylin analogues, modified by cytotoxic agents, showed antitumor activity, that indicate the prospects for their 
further research as antitumor compounds on other tumor models.

Key words: cyphetrylin analogues, cytotoxic agents, transplanted tumors, antitumor activity



25

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 2'2017  ТОм 16    vol. 16

Оригинальные статьи

• Boc-Thz-Phe-D-Trp-Lys(Boc) – Thr-OMe – 
тетрапептид, содержащий по Nα-группе фе-
нилаланина Boc-тиазолидин (соединение II);

• Boc-Cys(Boc) – Phe-D-Trp-Lys(Boc) – Thr-
NH-naphtyl – пентапептид, модифицирован-
ный нафтилом (соединение III);

• ClPhe-Cys(Thp) – Phe-D-Trp-Lys(Z) – Thr-
OMe – пентапептид, содержащий по Nα-
группе цистеина хлорфенацил (соединение 
IV);

• Z-Phe-D-Trp-Lys(Boc) – Thr-remantadyl – 
тетрапептид, модифицированный реманта-
дином (соединение V);

• Ac-Sar-Val-Cys(Thp) – Phe-D-Trp-Lys(Z) – 
Thr-OMe – пентапептид, содержащий по Nα-
группе цистеина цифелин (соединение VI);

• Boc-Phe-D-Trp-Lys(Ac-Sar-Val) – Thr-OMe – 
тетрапетид, модифицированный по Nε-
группе лизина цифелином (соединение VII).

Предполагается, что наличие в молекуле цифе-
трилина различных цитотоксических агентов: тиазо-
лидина, нафтила, ремантадина, хлорфенацила и ци-
фелина позволит усилить цитотоксический эффект 
модифицированных соединений цифетрилина при 
связывании с рецепторами соматостатина на поверх-
ности опухолевых клеток.

Исследование противоопухолевой активности 
цитотоксических аналогов цифетрилина проводили 
на солидных, различных по метаболическим типам 
перевиваемых опухолях мышей – аденокарциноме 
молочной железы Са-755 и меланоме В-16. Известно, 
что Са-755 является незаменимой моделью при изу-
чении соответствующих гормональных или опосре-
дуемых эндокринной системой эффектов [24]. Пред-
варительная оценка уровня экспрессии рецепторов 
соматостатина была проведена в лаборатории гисто-
химии и электронной микроскопии НИИ клиниче-
ской онкологии ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина». 
Методом иммуногистохимического анализа в адено-
карциноме молочной железы Са-755 выявлена экс-
прессия соматостатиновых рецепторов 1, 2 и 5-го 
типов (SSTR

1
, SSTR

2
 и SSTR

5
), в меланоме В-16 – 

2-го и 5-го типов (SSTR
2
, SSTR

5
).

Изучение противоопухолевой эффективности 
аналогов цифетрилина проводили на самках мы-
шей-гибридов F1 (C57Bl / 6

 
× DBA / 2) с массой тела 

20–22 г. Мышей получали из филиала «Столбовая» 
ФГБУН «Научный центр биомедицинских техноло-
гий Федерального медико-биологического агентства 
России» и содержали в виварии с естественным ос-
вещением на брикетированном корме и постоянном 
доступе к воде. Перевиваемые опухоли мышей  
Са-755 и В-16 получены из банка опухолевых штам-
мов ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина». Штаммы 
аденокарциномы молочной железы Са-755 и мела-

номы В-16 поддерживали на самках линейных мы-
шей С57Вl / 6. Для опытов опухоли перевивали мы-
шам-гибридам F1 (C57Bl / 6

 
× DBA / 2) подкожно (п / к) 

в правую подмышечную область по 0,5 мл (50 мг) 
взвеси опухолевых клеток при разведении 1 : 10 
в среде № 199.

Группы животных формировали с учетом полу-
чения статистически достоверных результатов: кон-
трольная группа состояла из 10 мышей, опытные 
группы – из 8 мышей. Лечение начинали через 48 ч 
после трансплантации опухолей.

В период наблюдения оценивали состояние и по-
ведение мышей, следили за возможной гибелью 
животных.

Экспериментальные исследования выполнялись 
в соответствии с рекомендованными методиками 
[24, 25].

Представленные к изучению аналоги цифетрили-
на не растворяются в воде, поэтому навески соедине-
ний I, II, III, IV и V по 4 и 20 мг растворяли в диме-
тилсульфоксиде или спирте этиловом и разводили 
0,9 % раствором натрия хлорида до 10 % концентра-
ции для получения препаратов с концентрацией 1 
и 5 мг / мл соответственно. Соединения VI и VII гото-
вили в растворе крахмального клейстера и вводили 
подопытным животным в концентрации 1 мг / мл.

Аналоги цифетрилина – соединения I, II, III и IV 
изучали на аденокарциноме молочной железы Са-
755 мышей при ежедневном п / к введении в течение 
5 дней. Соединения I и II вводили в дозах 5, 10, 20 
и 30 мг / кг, соединения III и IV – в дозах 5, 10 
и 20 мг / кг.

Соединения I, V, VI и VII исследовали на мела-
номе В-16 в дозах 5, 10 и 20 мг / кг при ежедневном 
п / к введении в течение 5 дней. Выбор п / к способа 
введения сделан на основании известных свойств 
пептидных соединений, связанных с продолжитель-
ностью терапевтического воздействия, при приме-
нении их классических аналогов в клинической 
практике (Октреотид, Ланреотид) [15].

Препаратом сравнения являлась лекарственная 
форма цифетрилина в виде таблеток с содержанием 
6 мг действующего вещества, которые растворяли 
в крахмальном клейстере до концентрации 1 мг / мл. 
Цифетрилин вводили в терапевтической дозе 
10 мг / кг при ежедневном 5-кратном пероральном 
применении.

Экспериментальное изучение новых аналогов 
цифетрилина проходило в соответствии с требовани-
ями международных рекомендаций по проведению 
медико-биологических исследований с использова-
нием животных [26–28].

Противоопухолевый эффект оценивали по кри-
териям: торможение роста опухоли (ТРО, %) и уве-
личение продолжительности жизни (УПЖ, %) 
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подопытных животных по сравнению с контроль-
ными.

ТРО вычисляли по формуле:

ТРО (%) = (Vк − Vо) / Vк × 100, 

где V
к
 – средний объем опухолей в контрольной 

группе (мм3),
V

о
 – средний объем опухолей в опытной группе (мм3).

УПЖ вычисляли по формуле:

УПЖ (%) = (СПЖо – СПЖк) / СПЖк × 100, 

где СПЖ
к
 – средняя продолжительность жизни жи-

вотных в контрольной группе (дни),
СПЖ

о 
– средняя продолжительность жизни жи-

вотных в опытной группе (дни).
Минимальные критерии активности: ТРО ≥50 %, 

УПЖ ≥25 % [25].

Статистическая обработка
Полученные данные обрабатывали статистиче-

ски с использованием компьютерной программы 
STATISTICA версии 6.0. Различия между сравнива-
емыми группами считались статистически достовер-
ными при p <0,05.

Результаты исследования
Представленные соединения изучены в дозах 5, 

10 и 30 мг / кг при ежедневном п / к введении в тече-
ние 5 дней. Из данных табл. 1 видно, что при пер-
вичном исследовании противоопухолевой активно-
сти синтезированных аналогов цифетрилина 
в отношении аденокарциномы молочной железы 
Са-755 мышей соединение I в дозе 5 мг / кг проявило 
статистически значимый противоопухолевый эф-
фект непосредственно в 1-й день после окончания 
лечения (ТРО = 73 %). Далее наблюдалось снижение 
эффекта соединения I до значений ниже минималь-
ного критерия активности. В дозах 10 и 30 мг / кг 
получено близкое к минимальному критерию актив-
ности ТРО, равное 51 и 59 % соответственно, также 
сразу после окончания лечения. Далее активность 
соединения I в этих дозах понижалась и к 5-му дню 
составляла 36 и 38 % соответственно.

Соединение II в дозах 20 и 30 мг / кг показало 
ТРО Са-755, близкое к минимальному критерию 
активности, непосредственно после окончания ле-
чения: 48 и 59 % соответственно. В последующие дни 
наблюдения в исследуемых дозах противоопухолево-
го эффекта не отмечалось.

Соединение III на Са-755 в дозах 5, 10 и 20 мг / кг 
при ежедневном 5-кратном п / к введении оказалось 

таблица 1. Изучение противоопухолевого действия аналогов цифетрилина на аденокарциному молочной железы Са-755 при подкожном 
введении препаратов

Соединение № группы
доза (мг/кг)/
интервал (ч) × 

число введений

ТРО, %

УПЖ,
%дни после окончания лечения

1 5 8 11

I

1 5/24 × 5 73* 34 22 – 11

2 10/24 × 5 51 36 14 – 13

3 30/24 × 5 59* 38 8 – 10

II

4 5/24 × 5 33 1 +6 – 10

5 20/24 × 5 48 32 11 – 12

6 30/24 × 5 59* 0 +33 – 11

III

7 5/24 × 5 31 40 +4 13 14

8 10/24 × 5 38 40 7 6 23

9 20/24 × 5 32 43 4 6 19

IV

10 5/24 × 5 6 18 +11 +21 18

11 10/24 × 5 +24*** 33 +7 +9 15

12 20/24 × 5 +13 46 16 +2 38

Цифетрилин 
(пер орально)

13 10/24 × 5 79** 63 50 24 11

Примечание. ТРО – торможение роста опухоли; УПЖ – увеличение продолжительности жизни.*р <0,05 по отношению к контролю; 
**р >0,05 между группами 1 и 13; ***знак «+» означает стимуляцию роста опухоли. 
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неэффективным. В изученных дозах ТРО наблюдалось 
до 5-го дня после окончания лечения (ТРО = 31–43 %) 
и было ниже минимального критерия активности.

Соединение IV в дозе 20 мг / кг проявило близкое 
к минимальному критерию, но кратковременное 
противоопухолевое действие в отношении Са-755 
на 5-й день после окончания лечения (ТРО = 46 %). 
При этом продолжительность жизни леченых мышей 
по сравнению с контрольными животными увеличи-
лась на 38 %, что оказалось выше минимального 
критерия активности (УПЖ ≥25 %).

Цифетрилин при 5-кратном пероральном приме-
нении в терапевтической дозе 10 мг / кг показал высо-
кое противоопухолевое действие в отношении Са-755 
непосредственно в 1-й день после окончания лечения 
(ТРО = 79 %). Активность препарата сохранялась 
до 8-го дня наблюдения и составляла 50 % ТРО.

Таким образом, при изучении соединений I, II, III 
и IV на аденокарциноме молочной железы Са-755 
мышей при ежедневном п / к введении в течение  
5 дней только соединение I в дозе 5 мг / кг показало 
близкий по силе действия к цифетрилину (ТРО = 
79 %) кратковременный противоопухолевый эффект 
сразу после окончания лечения: ТРО = 73 % (р >0,05 
по отношению к цифетрилину).

Далее проведены исследования противоопухоле-
вой активности соединений I, V, VI и VII на мелано-
ме В-16 мышей (табл. 2).

Из данных табл. 2 следует, что соединения I и V 
в дозах 5, 10 и 20 мг / кг при ежедневном 5-кратном 
п / к введении мышам с меланомой В-16 противоопу-
холевого эффекта не проявили. Показатели ТРО 
и УПЖ были ниже минимальных критериев актив-
ности.

При изучении действия соединения VI на мела-
ному В-16 в дозах 5 и 10 мг / кг при ежедневном 
п / к введении в течение 5 дней выяснилось, что доза 
10 мг / кг оказала умеренный противоопухолевый 
эффект сразу после окончания лечения: ТРО = 67 % 
(p <0,05 по отношению к контролю).

Соединение VII при ежедневном 5-кратном 
п / к введении в дозе 5 мг / кг вызывало кратковремен-
ный противоопухолевый эффект по отношению 
к контролю непосредственно в 1-й день после окон-
чания лечения (ТРО = 71 %). При этом УПЖ лече-
ных животных по сравнению с контрольными соста-
вило 41 %.

В дозе 10 мг / кг (суммарная доза 50 мг / кг) соеди-
нение VII в сравнении с цифетрилином оказывало 
высокий статистически значимый противоопухоле-
вый эффект в течение 4 дней после окончания лече-
ния (ТРО = 75–85 %). Далее эффект снижался 
и к 15-му дню соответствовал близкому по мини-
мальному критерию активности результату: ТРО = 
47 % (p <0,05). Ежедневное 5-кратное п / к введение 
соединения VII в дозе 10 мг / кг также вызывало УПЖ 

таблица 2. Изучение противоопухолевого действия аналогов цифетрилина на меланому В-16 при подкожном введении препаратов

Соединение № группы

доза (мг / кг) / 
интервал 

(ч) × число 
введений

тро,  %

УПЖ,  %дни после окончания лечения

1 3–4 7–8 10–11 15

I

1 5 / 24 × 5 35 31 0 +4  – 20

2 10 / 24 × 5 24 +5*** +9 +44  – 14

3 20 / 24 × 5 16 16 +7 +19  – 8

V

4 5 / 24 × 5 9 22 13 16  – 6

5 10 / 24 × 5 33 27 12 0  – 19

6 20 / 24 × 5 10 16 +3 +15  – 4

VI
7 5 / 24 × 5 40 17 +4 +1 0 10

8 10 / 24 × 5 67* 34 +2 9 14 11

VII

9 5 / 24 × 5 71* 36 36 38 42* 41

10 10 / 24 × 5 75* 85* 42* 39* 47* 29

11 20 / 24 × 5 74* 52* 24 12 27 14

Цифетрилин
(перорально) 

12 10 / 24 × 5 55** 18 +2 +14  – 1

Примечание. ТРО – торможение роста опухоли; УПЖ – увеличение продолжительности жизни. *р <0,05 по отношению к контролю; 
**р <0,05 между группами 10 и 12, 11 и 12; ***знак «+» означает стимуляцию роста опухоли. 
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леченых мышей по сравнению с контрольными 
на 29 %.

При повышении дозы до 20 мг / кг (суммарная 
доза 100 мг / кг) противоопухолевый эффект соеди-
нения VII наблюдался в течение 4 дней после окон-
чания лечения: ТРО = 74–52 % (p <0,05), тогда 
как цифетрилин при 5-кратном пероральном приме-
нении в терапевтической дозе 10 мг / кг проявлял 
близкий к минимальному критерию активности 
противоопухолевый эффект непосредственно в 1-й 
день после окончания лечения: ТРО = 55 %. В после-
дующие дни наблюдения противоопухолевого дей-
ствия цифетрилина не отмечалось.

Таким образом, при исследовании действия цито-
токсических аналогов цифетрилина – соединений I, V, 
VI и VII в отношении меланомы В-16 показана проти-
воопухолевая активность соединения VII – тетрапепти-
да, модифицированного по Nε-группе лизина цифели-
ном (Boc-Phe-D-Trp-Lys (Ac-Sar-Val) – Thr-OMe). 
В дозе 5 мг / кг соединение VII вызывало УПЖ = 41 % 
(p <0,05), однако противоопухолевый эффект наблю-
дался только в 1-й день после окончания лечения. 
В дозе 10 мг / кг при ежедневном 5-кратном п / к введе-
нии соединение VII проявило высокий противоопухо-
левый эффект в течение 4 дней после окончания лече-
ния: ТРО = 75–85 % (p <0,05) и УПЖ = 29 %.

Следует отметить, что во всех экспериментах 
в указанные сроки наблюдения гибели животных 
не отмечалось.

Заключение
Изучена противоопухолевая активность 7 синте-

зированных цитотоксических аналогов цифетрилина 

в сравнении с исходным цифетрилином на переви-
ваемых опухолях мышей, экспрессирующих рецеп-
торы соматостатина: аденокарциноме молочной 
железы Ca-755 и меланоме В-16.

В результате исследования представленных ана-
логов цифетрилина на Ca-755 отмечен кратковре-
менный противоопухолевый эффект соединения 
Boc-Cys(Thp) – Phe-D-Trp-Lys(ClPhe) – Thr-OMe – 
пентапептида, модифицированного по Nε-группе 
лизина хлорфенацилом (соединение I), в дозе 
5 мг / кг (суммарная доза 25 мг / кг) при п / к введении 
непосредственно после окончания лечения: ТРО = 
73 % (p <0,05 по отношению к контролю). При изу-
чении действия соединения I на меланому В-16 дозы 
5, 10 и 20 мг / кг при таком же режиме и способе 
введения оказались неэффективными: показатели 
ТРО и УПЖ были ниже минимальных критериев 
активности.

На меланоме В-16 показана противоопухолевая 
активность соединения Boc-Phe-D-Trp-Lys(Ac-Sar-
Val) – Thr-OMe – тетрапептида, модифицированно-
го по Nε-группе лизина цифелином (соединение VII). 
Так, при ежедневном 5-кратном п / к введении соеди-
нения VII в дозе 10 мг / кг ТРО составило 75–85 %  
(p <0,05 по отношению к цифетрилину) в течение 
4 дней после окончания лечения, а УПЖ – 29 %.

Полученные данные свидетельствуют о возмож-
ности продолжения изучения модифицированных 
аналогов цифетрилина, содержащих цитотоксиче-
ские агенты хлорфенацил и цифелин, на других 
опухолевых моделях и о перспективности их даль-
нейшего исследования как противоопухолевых со-
единений. 
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Введение. Ранее было показано, что гидрогель (ГГ) на основе фосфата декстрана повышает эффективность цисплатина 
(ЦП) и особенно проспидина (Пр), который при внутрибрюшинной (в /б) терапии асцитной гепатомы Зайделя (АГЗ) дает 
длительную полную ремиссию (ПР) асцита. Выдвинуто предположение, что двойная композиция (ГГ / Пр / ЦП) приведет 
к повышению эффективности в /б терапии опухоли, чувствительной к обоим цитостатикам.
Цель исследования – оценка возможности повышения эффективности в /б терапии АГЗ ГГ с Пр и ЦП.
Материалы и методы. Использовано 55 аутбредных белых крыс с АГЗ (n = 7–10), которым в /б однократно введен ГГ / Пр / ЦП 
с Пр в дозах 250 или 500 мг / кг и ЦП в дозах 3,0 или 5,5 мг / кг. Группы сравнения получали ГГ / Пр в адекватных дозах. Для оцен-
ки эффективности выбран наиболее значимый показатель – число ПР по накоплению асцита (контрольный срок – 42 дня) 
с оценкой снижения относительного риска (модель пропорциональных рисков Кокса) и кумулятивной выживаемости.
Результаты. Показано, что ГГ / Пр / ЦП и ГГ / Пр при максимальных дозах цитостатиков равноэффективны на этой модели, 
ПР = 100 %. Уменьшение дозировки Пр до 250 мг / кг сопровождалось снижением эффективности вплоть до ПР = 0, но до-
бавление ЦП приводило к ПР = 43–70 % с дозозависимым увеличением кумулятивной выживаемости до p

log-rank
 = 0,004. Пе-

реносимость эффективного лечения была удовлетворительной.
Заключение. На крысах с АГЗ двойная композиция ГГ / Пр / ЦП с Пр в высокой терапевтической дозе 500 мг / кг равноэффек-
тивна ГГ / Пр 500 мг / кг, что не дает возможности оценить терапевтический выигрыш при добавлении ЦП. При субтера-
певтической дозе Пр, составляющей 250 мг / кг, двойная композиция с ЦП обеспечивает развитие ПР у части крыс. Полу-
ченные данные подтверждают значение ГГ / Пр для в /б терапии опухолевых поражений брюшной полости человека, 
для которого ГГ / ЦП выступает в качестве адъюванта.
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Introduction. Earlier it has been shown that the hydrogel (HG) on the basis of the dextran phosphate (DP) increases effectivity of cispla-
tin (СDDP) and especially prospidin (Pr) which at intraperitoneal (i.p.) therapy of the rat Zajdel ascite hepatoma (ZAH) the long-lived 
the complete remission (CR) of an ascites. It was assumpte that addition of the СDDP to HG/Pr with receiving double composition (HG/
Pr/СDDP) can lead to increase its efficacy. 
The purpose of research – the assessment of a possibility to increasing of efficacy i.p. therapy of an ZAH by the HG with Pr and СDDP.
Materials and methods. It was used 55 white outbreed rats with ZAH (n = 7–10) by which obtained i.p. single therapy with HG/Pr/
СDDP in doses for Pr of 250 or 500 mg/kg and for СDDP of 3.0 of 5.5 mg/kg. Groups of comparison received HG/Pr in adequate doses. 
For assessment of effectivity the most significant index – number of the CR on accumulation of an ascites (control time – 42 days) with 
assessment of decrease in the relative risk (Cox model of proportional risks) and cumulative survival was chosen.
Results. It is shown that efficacy of HG/Pr/СDDP when Pr was used in maximal doses of 500 mg/kg was equal to HG/Pr, CR = 100 % 
against this model. When it was used Pr with subtherapeutic dose of 250 mg/kg CR = 0, but addition of the HG/СDDP led to CR = 
50–70 % with depended on dose, and simultaneously with increase in cumulative survival up to p

log-rank
 = 0,004. The good tolerance  

of all therapeutic systems was evaluated.
Conclusion. In rats with ZAH, a double composition of HG/Pr/CDDP in a high therapeutic dose for Pr of 500 mg/kg is equally effective 
with HG/Pr in dose of 500 mg/kg, which makes it impossible to evaluate the therapeutic gain of adding CDDP. At a subtherapeutic dose 
for Pr of 250 mg/kg, a double composition with CDDP provides CR in a part of the rats. The obtained data confirm the importance  
of HG/Pr for intraperitoneal therapy of tumoral lesions of the human abdominal cavity, for which HG/CDDP acts as an adjuvant.

Key words: prolonged hydrogel form, prospidin, cisplatin, antitumor activity, ascites hepatoma

Введение
Одной из составляющих комплекса лечебных 

мероприятий при лечении и профилактике канцеро-
матоза после радикального хирургического лечения 
является интраперитонеальная (внутрибрюшинная, 
в /б) химиотерапия, эффективность которой зависит 
от длительности экспозиции цитостатика в брюшной 
полости, что реализуется путем использования раз-
личных гидрогелей (ГГ) [1–5].

Среди полимеров медицинского назначения 
особое место занимают препятствующие агрегации 
опухолевых клеток малотоксичные природные био-
совместимые полисахариды с приемлемой скоростью 
биодеградации. Прежде всего это эфиры декстрана 
и крахмала, рекомендованные для использования 
в качестве полимеров-носителей для иммобилизации 
и контролированного выделения лекарственных 
веществ [6]. Декстран – водорастворимый полисаха-
рид, содержащий остатки D-глюкозы преимуще-
ственно с α-1,6-D-гликозидной связью и меньше – 
с α-1,2- и α-1,3-гликозидными связями, что 
свойственно фосфату декстрана (ФД). Их использо-
вание позволяет создать соответствующую макро-
молекулярную терапевтическую систему, обеспе-
чивающую пролонгированное высвобождение 
и длительное сохранение высоких концентраций 
лекарственного средства в брюшной полости.

Для получения пролонгированной формы нами 
апробирован ГГ с ФД, в котором путем этерифика-
ции часть гидроксильных групп полисахарида за-
мещена фосфорнокислыми группами [2]. При в /б 
терапии асцитной гепатомы Зайделя (АГЗ) иско-
мый эффект показали ГГ на основе ФД с проспи-
дином (ГГ / Пр) и цисплатином (ГГ / ЦП) [2, 3]. 
Более эффективным на этой модели был ГГ / Пр, 

ингибирующий рост других асцитных опухолей [7]. 
Выдвинуто предположение, что двойная компози-
ция (ГГ / Пр / ЦП) приведет к повышению эффек-
тивности в /б терапии опухоли, чувствительной 
к обоим цитостатикам.

Цель настоящего исследования – оценка возмож-
ности повышения эффективности в /б терапии АГЗ 
гидрогелевой композицией Пр с ЦП.

Материал и методы
Исследование специфической активности пре-

паратов проведено на 55 белых аутбредных крысах 
с перевитой в /б АГЗ (культура получена из Институ-
та цитологии РАН, г. Санкт-Петербург, Россия). 
Животных содержали в виварии Республиканского 
научно-практического центра онкологии и медицин-
ской радиологии им. Н. Н. Александрова на стандарт-
ной диете и обычном питьевом режиме. АГЗ транс-
плантировали в /б по 0,5 мл 5-дневного асцита. После 
трансплантации крыс делили на группы по 7–10 
особей в каждой.

Через 24 ч после перевивки опухоли крысам вво-
дили однократно в /б ГГ / Пр с Пр в дозах 250 
или 500 мг / кг и двойную композицию ГГ / Пр / ЦП 
с Пр в дозах 250 или 500 мг / кг и ЦП в дозах 3,0 
или 5,5 мг / кг.

Содержание ФД во всех образцах составляло 
500 мг / кг. Для приготовления ГГ к навескам лио-
фильно высушенного порошка Пр и / или ЦП / ФД 
(получены из Научно-исследовательского института 
физико-химических проблем Белорусского государ-
ственного университета, г. Минск, Республика Бела-
русь) добавляли ex tempore стерильную дистиллиро-
ванную воду. Исследуемые препараты вводили 
в объеме 1,25 мл на 100 г массы тела крысы (табл. 1).
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Ранее в эксперименте in vitro было продемонстри-
ровано, что взаимодействие ФД с ЦП происходит 
в основном по механизму физической абсорбции, 
с Пр – по ионообменному и распределительному 
механизмам, а также по механизму физической аб-
сорбции [8] (рис. 1).

На основании данных инфракрасной спектроско-
пии, неводного и потенциометрического титрований 
[4] сделан вывод о том, что при терапевтической дозе 
Пр в фазе катионита между ним и ФД реализуются 
различные типы взаимодействий (ионный обмен, 
молекулярное поглощение), при этом значительный 

вклад (более 70 %) в суммарную сорбцию Пр ФД 
вносит молекулярное поглощение цитостатика.

Благодаря этому процесс высвобождения цито-
статика из комплекса с ФД носит фазовый пролон-
гированный характер, что при проведении в /б хими-
отерапии может предоставить дополнительные 
преимущества в сравнении с водными растворами 
цитостатиков.

Для оценки противоопухолевого эффекта ис-
пользован наиболее информативный критерий – 
полная ремиссия (ПР) [9], оцененная по числу крыс 
с асцитом через 42 дня после трансплантации 

таблица 1. Схема эксперимента и дозы препаратов

№ группы Группа
доза препарата, мг / кг

ЦП Пр

1 КРО  –  – 

2 ГГ* / Пр  – 250

3 ГГ / Пр  – 500

4 ГГ / Пр / ЦП 3,0 500

5 ГГ / Пр / ЦП 5,5 500

6 ГГ / Пр / ЦП 3,0 250

7 ГГ / Пр / ЦП 5,5 250

Примечание. ГГ – гидрогель; Пр – проспидин; ЦП – цисплатин; 
КРО – контроль роста опухоли. *Доза фосфата декстрана = 
500 мг / кг во всех прописях.

таблица 2. Сравнительная эффективность двойной гидрогелевой композиции проспидина и цисплатина на модели асцитной гепатомы 
Зайделя

Группа,
доза препарата (мг / кг) 

Показатели эффективности
критерии оценки статистической  

значимости различий (p) 

Сроки гибели крыс, дни

Пр

Фишера
логранговый с поправкой 

Бонферроничисло 
крыс

 %*

КРО
9, 9, 8, 8, 8, 15, 15, 16, 17, 19

(n = 10) 
0 / 10 0  –  – 

ГГ / Пр
500

 – 10 / 10 100 <0,001 <0,001

ГГ / Пр
500

 / ЦП
3,0

28, 32
(n = 2) 

5 / 7 71 0,003 <0,001

ГГ / Пр
500

 / ЦП
5,5

 – 7 / 7 100 0,001 <0,001

ГГ / Пр
250

13, 13, 15, 17, 21, 23, 24
(n = 7) 

0 / 7 0  – 0,087

ГГ / Пр
250

 / ЦП
3,0

20, 21, 27, 42
(n = 4) 

3 / 7 43 0,052 <0,001

ГГ / Пр
250

 / ЦП
5,5

15, 17, 39
(n = 3) 

4 / 7 57 0,015 0,005

Примечание. ГГ – гидрогель; Пр – проспидин; ЦП – цисплатин; КРО – контроль роста опухоли; ПР – полная ремиссия, крысы без ас-
цита на 42-е сутки опыта. *В группах с n = 7 расчет процента условный для упрощения обсуждения.

рис. 1. Схема ионного обмена между проспидином и фосфатом 
декстрана
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опухоли под контролем аутопсии и патоморфологи-
ческой картины брюшной полости.

Для оценки статистической значимости разли-
чий в значениях ПР между опытными группами 
и группой контроля использовали критерий Фи-
шера. Для оценки выживаемости использовался 
метод Каплана–Мейера, значимость различий 
оценивали с помощью логрангового критерия 
(log-rаnk test) с поправкой Бонферрони на множе-
ственные сравнения [10, 11]. О степени снижения 
рисков судили с помощью модели пропорциональ-
ных рисков Кокса, о значимости влияния фактора 
риска (исследуемых препаратов) на выживае-
мость – по критерию Вальда [12]. На основе коэф-
фициентов регрессии рассчитывали снижение 
относительного риска (ОР), для чего вычисляли 
обратные экспоненцированные значения коэффи-
циентов регрессии и доверительные интервалы 
на основе соответствующих доверительных интер-
валов коэффициентов регрессии аналогичным 
образом. Анализ данных выполнен с использова-
нием статистического пакета R версии 3.1.1 (ли-
цензия GNU GPL) [13]. Статистически значимы-
ми считались различия при p <0,05.

Исследования проведены в соответствии с тех-
ническим кодексом «Надлежащая лабораторная 
практика» Министерства здравоохранения Респу-
блики Беларусь № 56 от 28.03.2008 г. и международ-
ными этическими и научными стандартами качества 
планирования и проведения исследований на живот-
ных (Хельсинская декларация Всемирной медицин-
ской ассоциации, 2000 г.).

Результаты и обсуждение
Показано, что эффективность ГГ / Пр зависит 

от величины примененной дозы Пр: при дозе 
500 мг / кг ПР = 100 % против ПР = 0 % при дозе 
250 мг / кг (табл. 2).

Кумулятивная выживаемость крыс после приме-
нения ГГ / Пр в сравнении с группой контроля роста 
опухоли (КРО) также дозозависимо возрастала,  
p

log-rаnk 
= 0,00 001 (рис. 2)

Двойная композиция ГГ / Пр
500

 / ЦП
5,5

 не давала 
преимуществ перед ГГ / Пр

500
, поскольку в обоих 

случаях ПР составила 100 %, а при ГГ / Пр
500

 / ЦП
3 

эффект был даже ниже: ПР = 71 % (у 5 из 7 крыс). 
Однако в случае применения композиции 
ГГ / Пр

250
 / ЦП

3,0–5,5 
с субтерапевтической дозой Пр 

эффект был достигнут, ПР составила 41–57 % (у 3–4 
из 7 крыс) (табл. 2). Анализ кумулятивной выживае-
мости показал, что увеличение числа ремиссий 
под действием ГГ / Пр

250
 / ЦП

3,0–5,5 
сопровождалось 

статистически значимым ее увеличением, p
log-rаnk 

= 
0,00 001 (рис. 3), в том числе и в сравнении с исход-
ным ГГ / Пр

250
, p

log-rаnk 
= 0,004 (рис. 4).

Регрессионный анализ на основе модели про-
порциональных рисков Кокса подтвердил стати-
стически значимое снижение риска летального 
исхода от прогрессирования опухолевого процесса 
при добавлении ЦП в двойную композицию 
ГГ / Пр

250
 / ЦП

3,0–5,5 
(табл. 3).

рис. 2. Сравнительная выживаемость крыс с асцитной гепатомой 
Зайделя под действием гидрогеля с проспидином в диапазоне доз: ГГ – 
гидрогель, Пр – проспидин в дозах 500 мг / кг и 250 мг / кг
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рис. 3. Кумулятивная выживаемость крыс с асцитной гепатомой 
Зайделя под действием гидрогелевой композиции проспидина и цис-
платина в диапазоне доз: ГГ – гидрогель, Пр – проспидин в дозе 
250 мг / кг, ЦП – цисплатин в дозах 3,0 и 5,5 мг / кг
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рис. 4. Выживаемость крыс с асцитной гепатомой Зайделя под дей-
ствием гидрогеля (ГГ) с проспидином (Пр) в дозе 250 мг / кг и гидро-
гелевой композиции проспидина в дозе 250 мг / кг с цисплатином в ди-
апазоне доз 3,0–5,5 мг / кг
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В /б применение комбинации ГГ / Пр
500

 / ЦП не со-
провождалось изменением ОР летального исхода от АГЗ 
из-за высокой эффективности исходного ГГ / Пр

500
, 

который не давал гибели животных (см. табл. 2).
Сравнительный анализ данных аутопсии и пато-

морфологического исследования органов брюшной 
полости показал следующее. В группе КРО без ле-
чения у крыс выявлено 67,0 ± 12,6 мл асцита на фоне 
макроскопических признаков массивного спаечно-
го процесса, гистологически – разрастания злокаче-
ственной опухоли аденокарциноматозного строения 
(рис. 5а). В группах, получивших лечебные компо-
зиции, сопровождавшиеся ПР = 100 %, подтверж-
дено подавление асцита с развитием мелкоочаговой 
лимфоидной инфильтрации в субмезотелиальной 
волокнистой соединительной ткани брюшины, 
без признаков злокачественного роста (рис. 5б). 
В группе с неэффективным ГГ / Пр

250
 отмечали 

спаечный конгломерат с асцитом среднего объема 
36,4 ± 7,1 мл (р = 0,056 в сравнении с КРО). Приме-
нение ГГ / Пр

250
 / ЦП

3,0
 и ГГ / Пр

250
 / ЦП

5,5 
приводило 

к статистически значимому сокращению объема 
асцита в сравнении с КРО до 17,1 ± 5,7 мл (р = 0,004) 
и 15,7 ± 5,3 мл (р = 0,003) соответственно, 

с уменьшением спаечного процесса на фоне иден-
тичных ГГ / Пр

250
 аденокарциноматозных разраста-

ний в брюшной полости (рис. 5в).

Заключение
Исследование показало, что ГГ / Пр / ЦП 

и ГГ / Пр при максимальных дозах цитостатиков 
равноэффективны на использованной модели, ПР = 
100 %. Уменьшение дозировки Пр до 250 мг / кг со-
провождалось снижением эффективности вплоть 
до ПР = 0 %, но добавление ЦП приводило к ПР = 
43–71 % с дозозависимым увеличением кумулятив-
ной выживаемости до p

log-rаnk 
= 0,004. Переносимость 

эффективного лечения была удовлетворительной. 
Таким образом, на крысах с АГЗ двойная компози-
ция ГГ / Пр / ЦП с Пр в высокой терапевтической 
дозе равноэффективна ГГ / Пр, что не дает возмож-
ности оценить терапевтический выигрыш при до-
бавлении ЦП. При субтерапевтической дозе Пр 
двойная композиция с ЦП обеспечивает развитие 
ПР у части крыс. Полученные данные подтвержда-
ют значение ГГ / Пр для в /б терапии опухолевых 
поражений брюшной полости человека, для кото-
рого ГГ / ЦП выступает в качестве адъюванта.

таблица 3. Относительный риск наступления летального исхода от прогрессирования асцитной гепатомы Зайделя при внутрибрюшинном 
применении гидрогелевой композиции проспидина в дозе 250 мг / кг с цисплатином в диапазоне доз 3,0–5,5 мг / кг

Препарат, доза (мг / кг) 

регрессионный анализ
вероятность  

ошибки pкоэффициент  
регрессии β Стандартная ошибка

Снижение ор,  
(95 % ди) 

ГГ / Пр
250

 / ЦП
3,0

–1,75 0,17 5,73 (1,42 ÷ 23,15) 0,014

ГГ / Пр
250

 / ЦП
5,5

–2,01 0,13 7,47 (1,61 ÷ 34,64) 0,010

Примечание. ГГ – гидрогель; Пр – проспидин; ЦП – цисплатин. ДИ – доверительный интервал; ОР – относительный риск.

рис. 5. Морфологические изменения в брюшной полости крыс с асцитной гепатомой Зайделя: большого сальника (группа контроля роста 
опухоли, без лечения) (а), брюшной стенки (гидрогелевая композиция проспидина в дозе 500 мг / кг с цисплатином в дозе 5,5 мг / кг, 42-е сут-
ки) (б), брыжейки тонкой кишки (гидрогель с проспидином в дозе 250 мг / кг, 17-е сутки) (в). Окраска гематоксилином и эозином, × 200

а б в
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тераПевтичеСкие доЗовые ХарактериСтики 
ХимерноГо ПеПтида MM-d37K  

При ПарентералЬном введении мыШам BALB/C 
NudE С колоректалЬным раком человека hCT-116

е.м. Уханова1, т.м. кулинич2, е.а. кудинова2, в.к. Боженко2,  
С.м. Ситдикова1, м.С. калишьян1, е.м. трещалина1

1ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;   
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2ФГБУ «Российский научный центр рентгенорадиологии» Минздрава России; Россия, 117997 Москва, ул. Профсоюзная, 86

Контакты: Сурия Мансуровна Ситдикова suriyasitdikova@yandex.ru

Введение. В рамках конструирования молекул с патогенетической направленностью к опухолевой клетке создан ряд химерных 
пептидов, включающих функциональный фрагмент с аминокислотной последовательностью из группы SEQ ID NO: 1 – SEQ 
ID NO: 17 и транспортную последовательность. Эти пептиды при целевой доставке в клетку способны обнаруживать ко-
роткие функциональные домены в белках-регуляторах различных функций. Среди них ММ-D37K, блокирующий фазу G1 
и индуцирующий апоптоз в клетках опухолей человека, в том числе колоректального рака HCT-116. Этот пептид рассма-
тривается как потенциальный противоопухолевый агент с соответствующими этапами изучения.
Цель исследования – изучение дозовых характеристик MM-D37K при парентеральном введении на подкожных (п / к) ксено-
графтах колоректального рака человека in vivo.
Задачи. 1. Изучение эффективности ММ-D37K в диапазоне доз при многократном п / к или внутривенном (в / в) введении 
мышам Balb / c nude c п / к ксенографтами колоректального рака человека HCT-116. 2. Оценка переносимости ММ-D37K 
при многократном парентеральном введении мышам с HCТ-116.
Материалы и методы. Исследования химерного пептида MM-D37K (ингибитор циклинзависимых киназ 4 / 6) проведены 
на п / к ксенографтах колоректального рака человека HCT-116 у имммунодефицитных мышей Balb / c nude при использовании 
стандартных критериев оценка эффективности и переносимости и адекватной статистической обработке результатов 
с использованием непараметрического U-критерия Манна–Уитни.
Результаты. Показано, что MM-D37K в разовых дозах 5 или 10 мг / кг при п / к или в / в 5-кратном введении через 48 ч (сум-
марные дозы 25 или 50 мг / кг соответственно) значимо и достоверно ингибирует рост опухоли в течение 9 дней после окон-
чания лечения на уровне Т / С = 27–43 % (p <0,05) (стандартный критерий Т / С ≤42 %) при удовлетворительной переноси-
мости. При обоих путях введения выявлена слабая дозовая зависимость как по Т / С, так и по сроку достижения 
максимального эффекта при индивидуальной чувствительности к пептиду (вариабельность размеров опухолевых узлов 
при в / в введении большей дозы).
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о достаточной широте терапевтического действия химерного пептида 
MM-D37K на модели колоректального рака человека HCT-116, позволяющей получить значимый достоверный противоопу-
холевый эффект при парентеральном многократном применении в 2-кратном диапазоне действующих доз.

Ключевые слова: химерный пептид MM-D37K, колоректальный рак человека, мыши Balb / c nude, эффективность, переноси-
мость

DOI: 10.17650/1726-9784-2017-16-2-36-41

ThERAPEuTIC dOSE ChARACTERISTICS OF ThE ChIMERIC PEPTIdE OF MM-d37K AT PARENTERAL 
INTROduCTION TO ThE BALB/C NudE MICE wITh huMAN COLORECTAL CARCINOMA hCT-116

Е.M. Uchanova1, Т.M. Kulinich2, E.A. Kudiniva2, V.K. Bozenko2, S.M. Sitdikova1, M.S. Kalishjan1, H.М. Treshalina1

1N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 24 Kashyrskoe shosse, Moscow 115478, Russia; 
2Russian Scientific Center of Roengenology and Radiology; 86 Profsoyuznaya Str., Moscow 117997, Russia

Introduction. Within constructed of molecules with a pathogenetic orientation to a tumor cell a row the chimeric of the peptides including 
the functional fragment with the amino-acid sequence from the SEQ ID NO group is created: 1 – SEQ ID NO: 17 and transport se-
quence. These peptides are capable at target delivery in the cells to find short functional domains in proteins regulators of various func-
tions. Among them there is MM-D37K blocking G1 phase and inducing an apoptosis in the human tumor cells, including a colorectal 
cancer HCT-116. It is considered as the potential antineoplastic agent with the corresponding stages of studying. 
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Aim. The aim of the study was an investigation of the MM-D37K dose characteristics at the parenteral administration on the human 
subcutaneous (s. c.) colorectal cancer xenografts HCT-116.
Research problems. 1. Studying of the efficacy of MM-D37K in the dose range at multiple parenteral administration to the Balb/c nude 
mice with HCT-116. 2. Tolerance control of ММ-D37K at multiple parenteral administration to the Balb/c nude mice with HCT-116.
Materials and methods. Researches of a chimeric peptide MM-D37K (an inhibitor the cyclin-dependent protein kinases 4/6) are con-
ducted on hypodermic s. c. colorectal cancer xenografts HCT-116 at immunodeficient Balb/c nude mice when using reference criteria 
assessment of efficacy and tolerance under adequate statistical processing of the results with use of nonparametric Mann–Whitney 
U-test.
Results. It is shown that MM-D37K in single doses of 5 or 10 mg/kg at s. c. or intravenous (i. v.) 5-fold administration in 48 h (total 
doses 25 or 50 mg/kg) significantly and authentically inhibits the tumor growth within 9 days after the treatment on the level of T/C = 
27–43 % (p <0.05) (reference criterion of T/C ≤42 %) at a well tolerance. At both routes of administration was observed the dose de-
pendence foe efficacy as on T/C and on the maximal effect achievement. There was revealed big deviation of the tumor after the individ-
ual sensitivity to a peptide (variability of the tumor size at a larger dose by the i. v. administration).
Conclusion. The obtained data confirm the sufficient therapeutic range of a MM-D37K chimeric peptide in vivo on the model of a hu-
man colorectal cancer HCT-116 allowing to obtained significant reliable anticancer effect at parenteral multiple administrations in the 
double range of therapeutically doses.

Key words: chimeric peptide MM-D37K, human colorectal cancer, mice Balb/c nude, efficacy, tolerance

Bведение
В конце XX – начале ХXI вв. появились первые 

экспериментальные исследования ингибиторов 
циклинзависимых киназ (cyclin-dependent protein 
kinases – СDK), среди которых наибольший интерес 
в качестве перспективной мишени для онкологии 
вызвали специфичные ингибиторы CDK4 / 6, приво-
дящие к восстановлению контроля клеточного цик-
ла и блокаде пролиферации опухолевых клеток. 
Утрата контроля клеточного цикла, характерная 
для злокачественных новообразований, сопряжена 
с гиперактивацией CDK4 / 6, что влечет за собой по-
терю контроля над пролиферацией с инициацией 
клеточной прогрессии от фазы роста (G1) до фаз, 
связанных с репликацией ДНК (S) [1–4]. Практиче-
ская значимость этих исследований связана с боль-
шой частотой (40–60 %) мутаций или гиперметили-
рования промоторов генов-ингибиторов CDK 
при злокачественном росте. Дополнительным осно-
ванием для поиска технологий применения есте-
ственных белковых ингибиторов пролиферации ста-
ло открытие коротких последовательностей 
аминокислот (n = 15–30), способных выполнять 
векторные (транспортные) функции в отношении 
пептидных последовательностей и соединений дру-
гой химической природы (РНК, ДНК). Одним из пу-
тей создания ингибиторов CDK стало использование 
функциональных последовательностей из соответ-
ствующих внутриклеточных ингибиторов. Появилась 
технология пептидных векторов, обладающих спо-
собностью проникать в клетки, не повреждая плаз-
матическую мембрану, весьма перспективная ввиду 
слабой иммуногенности и возможности переноса 
достаточно крупных молекул. Таким образом, соеди-
нение возможности целевой доставки пептидов 
в клетку и обнаружение коротких функциональных 

доменов в белках-регуляторах различных клеточных 
функций создали предпосылки для конструирования 
молекул, имеющих патогенетическую направлен-
ность. Так были созданы химерные пептиды, вклю-
чающие функциональный фрагмент с аминокислот-
ной последовательностью из группы SEQ ID NO: 
1 – SEQ ID NO: 17 и транспортную последователь-
ность [5–10].

Первый препарат палбоциклиб (Ибранса), соз-
данный на основе CDK4 / 6-специфического ингиби-
тора, показал заметный противоопухолевый эффект 
в опытах на культурах клеток и исследованиях на жи-
вотных, особенно по отношению к карциномам 
люминального типа (ER+ / HER2–). В настоящее вре-
мя на разных стадиях разработки и клинических 
испытаний находятся несколько экспериментальных 
ингибиторов CDK, например, абемациклиб и рибо-
циклиб. Поскольку спектр их потенциального при-
менения широк, CDK представляются перспектив-
ной мишенью для онкологии [11].

В русле этого направления были созданы техноло-
гически адекватный оригинальный химерный пептид 
D37К со свойствами ингибиторов CDK4 / 6 и его мо-
дифицированный аналог MM-D37K, с 2014 г. прохо-
дящий клинические испытания у онкологических 
пациентов в РФ [12]. По данным in vitro, благодаря 
блокированию клеточного цикла в фазе G1 MM-D37K 
индуцирует апоптоз в клетках различных опухолей 
человека, в том числе колоректального рака HCT-116. 
Также показано, что химерные пептиды с аминокис-
лотными последовательностями SEQ ID NO: 1 – SEQ 
ID NO: 17 усиливают цитотоксичность цитостатиков, 
в том числе паклитаксела (Таксола) [13–15].

Эти cведения послужили основанием для углу-
бленного доклинического изучения MM-D37K  
in vivo на модели колоректального рака человека 
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HTC-116 с оценкой in vitro синергизма в комбинации 
с паклитакселом (Таксолом). Соответственно цель 
настоящего исследования состояла в изучении дозо-
вых характеристик MM-D37K при парентеральном 
введении на подкожных (п / к) ксенографтах колорек-
тального рака человека in vivo.

Задачи: изучить эффективность ММ-D37K в ди-
апазоне доз при многократном п / к или внутривен-
ном (в / в) введении мышам Balb / c nude c п / к ксено-
графтами колоректального рака человека HCT-116, 
оценить переносимость ММ-D37K.

Материалы и методы
Животные
Исследование проводилось на 41 мыши Balb / c 

nude (самки в возрасте 8 нед с массой тела 20–22 г 
разведения ФГБУ «Российский онкологический 
научный центр им. Н. Н. Блохина» (РОНЦ им. 
Н. Н. Блохина) Минздрава России). Мышей содер-
жали в специализированном однокоридорном кон-
диционированном отсеке на брикетированном сте-
рильном корме (ООО «МЭСТ», Москва), стерильной 
воде и стерильной бумажной подстилке (марка Е2) 
при нормированном температурно-влажностном ре-
жиме с соблюдением требований, предъявляемых 
к конвенциональным животным [16].

опухолевый материал
Штамм колоректального рака человека HCT-116 

получен из коллекции опухолевых штаммов человека 
ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» Минздрава России 
[17]. Для получения стандартного прививочного мате-
риала штамм пассирован п / к 2 раза по 50 мг опухоле-
вой взвеси в 0,5 мл питательной среды № 199. Для про-
ведения эксперимента взят 3-й пассаж, который 
использован в качестве опухолевого материала для би-
латеральной трансплантации.

агент
Субстанция химерного пептида ММ-D37K – бе-

лый кристаллический порошок во флаконе [14, 15]. 

Для введения мышам субстанцию растворяли в сте-
рильном 0,9 % растворе натрия хлорида до нужных 
концентраций и использовали ex tempore.

Условия проведения экспериментов
В опыте 5 групп мышей: 1 группа использована 

для контроля роста опухоли (КРО) без лечения (n = 
5, опухолей 10), 4 группы (n = 9, опухолей 18) полу-
чали лечение ММ-D37K. Агент вводили п / к или в / в 
в разовых дозах 5 или 10 мг / кг (суммарные дозы 25 
или 50 мг / кг соответственно) 5-кратным курсом на 2, 
4, 6, 8 и 10-е сутки после трансплантации опухоли.

оценка противоопухолевого эффекта
Использовали стандартный показатель торможе-

ния роста опухоли – Т / С, % (treatment / control), 
критерий Т / С ≤42 %. Для расчета показателя 2 раза 
измеряли 3 взаимно перпендикулярных диаметра 
каждого опухолевого узла для расчета индивидуаль-
ных и средних объемов (V

cp
) в течение 9 дней после 

окончания лечения [18].
Статистическая обработка данных
Для измерений использовали штангенциркуль 

(Mitutoyo, Япония), соединенный при помощи USB-
порта со статистической программой Microsoft Office 
Excel (Windows 7) для расчета непараметрического 
U-критерия Манна–Уитни. Достоверными считали 
различия при p <0,05. В иллюстрациях приведены 
критические значения для уровня значимости, рав-
ного 0,05.

оценка переносимости
О переносимости ММ-D37K судили по качеству 

жизни мышей с опухолью. В период наблюдения 
оценивали состояние и поведение мышей, следили 
за возможной гибелью от токсичности, павших 
и умерщвленных мышей подвергали аутопсии 
с оценкой наличия патологических изменений вну-
тренних органов.

Завершение эксперимента
На 24-е сутки после перевивки опухоли и выпол-

нения 6 измерений опухолей мыши были умерщвле-

таблица 1. Динамика роста подкожных ксенографтов колоректального рака человека HCT-116 под действием ММ-D37K

Группа
Путь

введения
число опухо-

лей, n*

доза, мг / кг
Средний объем опухоли (мм3) на сутки после 

трансплантации

разовая
суммар
ная**

11 15 19

Контроль роста опу-
холи*

внутривенно 10  – 142 ± 100 398 ± 222 810 ± 735

ММ-D37K

подкожно 18
5 25 71 ± 63 190 ± 176 303 ± 254

10 50 77*** 133 ± 80 248 ± 229

внутривенно 18
5 25 74 ± 71 173 ± 171 595***

10 50 67*** 130 ± 113 222***

Примечание. *Билатеральная трансплантация; **введение на 2–10-е сутки после перевивки; ***разброс больше средней.
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ны с применением гуманных методов, разрешенных 
в РФ [19, 20].

Результаты исследования
Показано, что колоректальный рак человека 

HCT-116 без лечения (группа КРО) отличается уме-
ренной скоростью роста. В период с 11-го по 23-й 
день роста опухолевые узлы увеличились в 6,7 раза 

от V
cp

 = 142 ± 100 мм3 до V
cp

 = 890 ± 860 мм3. Терапия 
ММ-D37K в суммарной дозе 50 мг / кг показала 
относительно лучший противоопухолевый эффект, 
Т / С

min
 = 27–31 %, наступавший при в / в введении 

на 4 дня раньше (5 суток против 9 суток). Большой 
разброс размеров опухоли при большой дозировке, 
особенно при в / в введении, может быть следствием 
индивидуальной чувствительности к пептиду  
(табл. 1, 2; рис. 1).

Независимо от этого статистическая обработка 
полученных данных показала значимую достоверность 
выявленных отличий от группы КРО (табл. 3, 4).

Анализ переносимости многократной паренте-
ральной терапии ММ-D37K показал отсутствие ка-
ких-либо изменений в состоянии и поведении подо-
пытных мышей в процессе и после введения 
ММ-D37K, а также патологических изменений 
при аутопсии умерщвленных животных независимо 
от пути введения и величины примененной дозы 
в изученном диапазоне.

Заключение
Проведенные исследования показали, что хи-

мерный пептид MM-D37K, ингибитор CDK4 / 6, 
в разовых дозах 5 или 10 мг / кг при п / к или в / в 
5-кратном через 48 ч введении (суммарные дозы  

таблица 2. Ингибирование роста подкожных ксенографтов колоректального рака человека HCT-116 под действием ММ-D37K

Препарат
Путь

введения

доза, мг / кг т / С, % на сутки после окончания лечения

разовая суммарная 1 5 9

ММ-D37K

подкожно
5 25 50 48 32*

10 50 52 34* 31*

внутривенно
5 25 52 44 41

10 50 47 33 27

Примечание. *p <0,05.

рис. 1. Динамика среднего объема подкожных узлов колоректального 
рака человека HCT-116 после 5-кратного курса введения ММ-D37K: 
группа 1 – группа контроля роста опухоли; группа 2 – MM-D37K 
25 мг / кг подкожно; группа 3 – MM-D37K 50 мг / кг подкожно; группа 
4 – MM-D37K 25 мг / кг внутривенно; группа 5 – MM-D37K 50 мг / кг 
внутривенно

День после перевивки опухоли
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таблица 3. Сравнение независимых переменных показателей динамики роста подкожных ксенографтов колоректального рака человека 
HCT-116 под действием ММ-D37K

а. критерий Уилкоксона
(обработка 2_17_11_10.sta)

Б. критерий знаков
(обработка 2_17_11_10.sta)

Сравниваемые группы 
мышей

число опу-
холей, n

T Z р*
Сравниваемые группы 

мышей

число 
опухо-
лей, n

Процент Z р*

Группа 1 и группа 2 17 4,0 3,309361 0,000935 Группа 1 и группа 2 16 12,5 2,75 0,00596

Группа 1 и группа 3 13 7,0 2,510287 0,012064 Группа 1 и группа 3 12 8,33333 2,598076 0,009375

Группа 1 и группа 4 17 5,0 3,257652 0,001123 Группа 1 и группа 4 16 6,25 3,25 0,001154

Группа 1 и группа 5 16 8,0 2,953402 0,003143 Группа 1 и группа 5 15 20,0 2,065591 0,038867

Примечание. *Выделенные критерии значимы на уровне p <0,05.
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25 или 50 мг / кг соответственно) значимо и досто-
верно ингибирует рост п / к ксенографтов колорек-
тального рака человека HCT-116 при удовлетвори-
тельной переносимости.

Ингибирующее действие регистрируется на уров-
не Т / С = 27–41 % (p <0,05) (стандартный критерий 
Т / С ≤42 %). Выявлена слабая дозовая зависимость 
как по Т / С, так и по срокам достижения максималь-
ного эффекта после окончания курса (от 5 до 9 сут), 

особенно при в / в введении при индивидуальной 
чувствительности к пептиду (вариабельность размеров 
опухолевых узлов в отдаленные сроки).

Полученные данные in vivo свидетельствуют о до-
статочной широте терапевтического действия химер-
ного пептида MM-D37K на модели колоректального 
рака человека HCT-116, позволяющей получить 
значимый достоверный противоопухолевый эффект 
при 2-кратном диапазоне действующих доз.

таблица 4. Сравнение морфометрических показателей эффективности в группах MM–D37K и контроля роста опухоли с помощью непа-
раметрического U-критерия Манна–Уитни

MM-d37K 25 мг / кг подкожно
мм-d37K 50 мг / кг подкожно,

19-й день роста опухоли

Группа
Суммарный

ранг
u Z р =* n Группа

Суммарный
ранг

u Z р =* n

Группа 1 22,0 6,0 0,00 2,12132 0,033896 4 3 Группа 1 26,0 10,0 0,00 2,309401 0,020922 4 4

мм-d37K 25 мг / кг внутривенно MM-d37K 50 мг / кг внутривенно

Группа
Суммарный

ранг
u Z р =* n Группа

Суммарный
ранг

u Z р =* n

Группа 1 28,0 17,0 2,0 1,959592 0,050044 4 5 Группа 1 26,0 10,0 0,00 2,309401 0,020922 4 4

Примечание. *Выделенные критерии значимы на уровне p <0,05.
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«тераФтал + аСкорБиновая киСлота»  
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Контакты: Надежда Павловна Ермакова ne518@yandex.ru

Введение. Нейротоксичность является одним из специфических системных осложнений противоопухолевой химиотерапии. 
Выявление в эксперименте на животных осложнений психотропного или нейротропного действия нового препарата являет-
ся одной из наиболее сложных проблем предклинической токсикологии. Проведено доклиническое токсикологическое изучение 
влияния бинарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кислота» на центральную нервную систему (ЦНС).
Цель исследования – прогноз токсических эффектов бинарной каталитической системы при ее клиническом применении.
Материалы и методы. Работа проведена на 300 мышах-самцах гибридах (CBA × C57 Bl / 6J) F1. Терафтал – российский 
препарат. Бинарную каталитическую систему вводили внутривенно однократно в близкой к максимально переносимой дозе: 
терафтал 50 мг / кг + аскорбиновая кислота 100 мг / кг и в терапевтической дозе: терафтал 20 мг / кг + аскорбиновая кис-
лота 44 мг / кг. Полученные данные сравнивали с данными контрольных животных, получавших 0,9 % раствор хлорида натрия, 
и с данными животных, получавших один терафтал и одну аскорбиновую кислоту в эквивалентных дозах. Для оценки ней-
ротоксичности использовались тесты стандартного нейрофармакологического скрининга. Проводили оценку эмоционально-
го статуса, мышечного тонуса. Поведение оценивали в тестах «открытое поле» и «агрессивность». Оценивали реакцию 
на болевое раздражение, изменение ректальной температуры тела. Высшие интегративные функции мозга исследовались 
на модели условного рефлекса пассивного избегания. Оценивали влияние на судорожную готовность ЦНС.
Результаты. Каталитическая система изменяла общее состояние животных. Это проявлялось, с одной стороны, в подавле-
нии их общей активности (вялости, гиподинамии вплоть до адинамии, миорелаксации, заваливании на бок, урежении дыхания), 
с другой – в повышении их возбудимости (при нахождении в группе некоторые животные принимали характерные агрессивные 
стойки, в ряде случаев наблюдались судороги). У этих животных наблюдались экзофтальм, появление позы «лягушки», позы 
«молящейся мыши», стремления спрятаться. Угнетающее действие каталитической системы было дозозависимо. Наблюда-
ли угнетение различных форм поведения, эмоционального статуса, снижение температуры тела и болевой чувствительности, 
в тесте на агрессивность – уменьшение количество схваток, в тесте «открытое поле» – подавление двигательной активно-
сти. Спонтанные судороги при провокации коразолом бинарная каталитическая система не усиливала.
Заключение. Полученные данные позволяют прогнозировать токсические эффекты со стороны ЦНС при клиническом при-
менении бинарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кислота»: общую заторможенность, вялость, ги-
подинамию, снижение температуры тела, повышение тревожности и агрессивности и, в очень редких случаях, возникнове-
ние судорог.

Ключевые слова: новое противоопухолевое средство, бинарная каталитическая система «терафтал + аскорбиновая кисло-
та», центральная нервная система, нейротоксичность
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ThE IMPACT OF A BINARy CATALyST SySTEM «TEREFTAL + ASCORBIC ACId»  
ON ThE CENTRAL NERVOuS SySTEM

N.P. Ermakova1, S.S. Trofimov2, N.Y. Kulbachevskaya1, O.I. Konyaeva1, V.M. Bukhman1, L.M. Michailova1

1N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 24 Kashyrskoe shosse, Moscow 115478, Russia; 
2Moscow State University of Psychology and Education; 29 Sretenka Str., Moscow 127051, Russia

Introduction. Neurotoxicity is one of the specific systemic complications of anticancer chemotherapy. Detection in experimental animals 
complications of psychotropic or neurotropic action of the new drug is one of the most difficult challenges of preclinical toxicology. Pre-
clinical toxicological study of the effect of a binary catalyst system «tereftal + ascorbic acid» on the central nervous system (CNS).
Objective. The prediction of toxic effects of binary catalytic system in clinical application in patients.
Materials and methods. The study was conducted on 300 male mice hybrids (CBA × C57 Bl/6J) F1. Have terephtal – russian drug.  
A binary catalyst system was injected intravenously once at close to the maximum tolerated dose – 50 mg/kg tereftal + 110 mg/kg 
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ascorbic acid and in therapeutic dose – 20 mg/kg tereftal + 44 mg/kg ascorbic acid. The obtained data were compared with a control 
animal treated with saline solution and with the data of animals treated with one tereftal and one ascorbic acid in equivalent doses. To 
assess neurotoxicity tests used standard neuropharmacological screening. An assessment of emotional status, muscle tone were under-
taken. Behavior was evaluated in the tests «open field» and «aggression». We evaluated the response to pain stimulation, the change in 
rectal body temperature. Higher integrative brain functions were investigated on the model of the conditioned reflex of passive avoid-
ance. Estimated effect on convulsive readiness of the CNS.
Results. The catalytic system changed the general condition of the animals. This was manifested, on the one hand, in the suppres-
sion of their overall activity (sluggishness, inactivity until weakness, muscle relaxation, the lowering side, the slowing of breathing),  
the other – to increase their excitability (when in group, some animals adopted a characteristic aggressive stands, in some cases 
seizures). These animals were observed exophthalmos, the appearance of the position «frog», posture «praying mouse», the desire 
to hide. The inhibitory effect of the catalytic system was dose-dependent. Observed inhibition of various forms of behavior, emo-
tional status, decrease in body temperature and pain sensitivity, in the test for aggression – reducing the number of fights, in open 
field test – locomotor activity suppression. Spontaneous seizures in the provocation corazol binary catalytic system was not 
strengthened.
Conclusion. The obtained data allow to predict toxic effects from the CNS during clinical use of binary catalytic system «tereftal + 
ascorbic acid»: total confusion, lethargy, physical inactivity, decrease in body temperature, increased anxiety and aggression and,  
in very rare cases, the occurrence of seizures.

Key words: anticancer drug, a binary catalyst system «tereftal + asorbic acid», the central nervous system, neurotoxicity

Введение
Нейротоксичность является одним из специфи-

ческих системных осложнений противоопухолевой 
химиотерапии. Выявление в эксперименте на жи-
вотных осложнений психотропного или нейротроп-
ного действия нового препарата является одной 
из наиболее сложных проблем предклинической 
токсикологии. Особенно трудно оценить отсрочен-
ное нейротоксическое действие препаратов. Сегод-
ня влияние противоопухолевых препаратов на цен-
тральную нервную систему (ЦНС) определяется 
нередко лишь при их клиническом применении. 
Проявления нейротоксичности противоопухолевых 
препаратов (тошнота, рвота, диспепсия, дисфория, 
головокружение, адинамия, головная боль, наруше-
ние слуха, зрения, сна, чувствительности, невроло-
гическая боль, судороги и другие неврологические 
расстройства) не только снижают субъективное ка-
чество жизни онкологических больных, но иногда 
являются основной причиной отмены препарата. 
Для некоторых противоопухолевых препаратов ней-
ротоксичность является лимитирующей. К таким 
препаратам относятся винкаалкалоиды, подофилло-
токсины, препараты комплексных соединений пла-
тины, таксаны, метотрексат при интратекальном 
и интравентрикулярном введениях, БиКНУ при ин-
тракаротидном введении и другие препараты [1–3]. 
Предклиническая оценка характера нейротропного 
действия противоопухолевых препаратов, прогно-
зирование их нейротоксичности при применении 
в клинике решают конкретные вопросы безопасно-
сти применения таких лекарств, а также позволяют 
избежать неопределенностей в диагностике изме-
нений со стороны ЦНС, возникших при фармако-
терапии.

В последние годы в химиотерапии злокачествен-
ных новообразований интенсивно развивается новое 
перспективное направление, получившее название 
бинарной терапии опухолей [4–7], механизм дей-
ствия которой связан с образованием свободноради-
кальных частиц при взаимодействии 2 компонентов. 
Новая стратегия бинарной каталитической терапии 
была предложена академиком М. Е. Вольпиным (Ин-
ститут элементоорганических соединений имени 
А. Н. Несмеянова РАН (ИНЭОС РАН)), в соответ-
ствии с этой стратегией для генерации активных 
форм кислорода (АФК) использовались биогенные 
восстановители (аскорбиновая кислота, тиолы и др.) 
[5, 8–10]. Была сформулирована идея о возможности 
подавления роста злокачественных опухолей катали-
тической системой, состоящей из металлокомплекса 
кобальта и биогенного восстановителя – аскорбино-
вой кислоты (АК) [4, 11]. Исследования в ФГБУ 
«Российский онкологический научный центр  
им. Н. Н. Блохина» (РОНЦ им. Н. Н. Блохина) Мин-
здрава России цитотоксических свойств металлоком-
плексов кобальта и их сочетания с АК in vitro и in vivo 
позволили отобрать фталоцианиновый комплекс 
кобальта CoPc(COONa)

8 
как вещество, обладающее 

в сочетании с АК наиболее сильным цитотоксиче-
ским эффектом [12–14]. Отобранный комплекс 
фталоцианина получил название «терафтал» (ТФ) 
и был рекомендован в качестве эффективного источ-
ника АФК – кислородосодержащих радикалов (O

2
–, 

OH– , H
2
O

2
) для разработки на его основе лекарствен-

ного средства – бинарной каталитической системы 
«терафтал + аскорбиновая кислота» (БКС (ТФ + 
АК)) для терапии опухолей.

В данной работе представлено эксперименталь-
ное изучение влияния ТФ и БКС (ТФ + АК) на ЦНС 
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для оценки их нейротоксического действия и про-
гнозирования токсических эффектов при приме-
нении в клинике. Для этого оценивался характер 
поведенческих реакций мышей после применения 
вышеуказанных лекарственных средств.

Исследование проводили на стандартных серти-
фицированных животных в соответствии с россий-
скими и международными требованиями по исполь-
зованию животных моделей [15–18].

Материалы и методы
Эксперименты выполнены в соответствии с ме-

тодическими рекомендациями по изучению влияния 
противоопухолевых препаратов на функциональное 
состояние ЦНС [19, 20] на 300 мышах-самцах гибри-
дах (CBA × C57 Bl / 6J) F1 с массой тела 20–25 г, по-
лученных из питомника ФГБУН «Научный центр 
биомедицинских технологий» ФМБА России (фили-
ал «Столбовая»). Животные содержались в стандарт-
ных условиях вивария при естественном освещении 
и свободном доступе к воде и пище.

ТФ – российский препарат, создан в ФГУП ГНЦ 
«Научно-исследовательский институт органических 
полупродуктов и красителей» и ИНЭОС РАН со-
вместно с ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» Мин-
здрава России и предложен в сочетании с АК как эф-
фективное средство для бинарной каталитической 
терапии опухолей.

ТФ растворяли ex tempore в 0,9 % растворе хлори-
да натрия до 1 % концентрации ТФ. АК применяли 
в виде официнального 5 % раствора для инъекций. 
При введении БКС (ТФ + АК) АК применяли с ин-
тервалом 1 ч после введения ТФ в фиксированном 
весовом соотношении 1 : 2,2. БКС (ТФ + АК) вводи-
ли внутривенно однократно в близкой к максималь-
но переносимой дозе – 50 мг / кг ТФ + 110 мг / кг АК 
и в терапевтической дозе – 20 мг / кг ТФ + 44 мг / кг 
АК. Полученные данные сравнивали с данными 
контрольных животных, получавших 0,9 % раствор 
хлорида натрия, и с данными животных, получавших 
один ТФ и одну АК в эквивалентных дозах. Для оцен-
ки изменений характера поведенческих реакций 
при заведомо известном токсическом действии ТФ 
[21] препарат вводили в дозе, близкой к полулеталь-
ной,

 
– 100 мг / кг. Опытные группы состояли из 15 

мышей, контрольные группы – из 20 мышей. Пове-
денческие реакции животных оценивали через 1 
и 24 ч после введения препаратов.

Для оценки нейротоксичности изучаемых препа-
ратов использовались тесты стандартного нейрофар-
макологического скрининга. Оценка эмоционально-
го статуса [22] проводилась в баллах по следующей 
шкале: 0 – отсутствие реакции, 3 – максимальная 
реакция. Мышечный тонус оценивали в тестах коор-
динации на горизонтальной проволоке [23] 

и удерживания на перевернутой сетке [24]. Поведе-
ние мышей оценивали в тестах: «открытое поле» 
(фиксировали количество посещений отверстий 
в полу в течение 2 мин) [25] и «агрессивность» (фик-
сировали число схваток при слабом электроболевом 
раздражении через пол) [26]. Оценивали реакцию 
мышей на болевое раздражение в виде зажима осно-
вания хвоста по модифицированной методике [27] 
(оценка проводилась по следующей шкале: 0 – от-
сутствие реакции, 4 – максимальная реакция с вока-
лизацией). Оценивали изменение ректальной темпе-
ратуры тела мышей. Высшие интегративные 
функции мозга исследовались на модели условного 
рефлекса пассивного избегания (УРПИ) [28], где 
мышь избегает перехода в ранее предпочитаемое 
затемненное отделение экспериментальной камеры, 
в котором она при обучении получила болевое раз-
дражение. Для оценки влияния на судорожную го-
товность ЦНС мышам подкожно вводили коразол 
в дозе 50 мг / кг. Учитывали количество животных 
(в %) с клоническими судорогами, тоническими су-
дорогами, количество погибших животных и латент-
ный период появления первых судорог после введе-
ния коразола.

Статистическую значимость различий оценивали 
с помощью дисперсионного анализа Краскела–Уол-
лиса [29]. Если различия были достоверны (p <0,05), 
проводилось попарное сравнение по непараметри-
ческому U-критерию Манна–Уитни [30]. Различие 
числа животных оценивали по критерию χ2 [29].

Результаты и их обсуждение
БКС (ТФ + АК) в исследованных дозах: 50 мг / кг 

ТФ + 110 мг / кг АК и 20 мг / кг ТФ + 44 мг / кг АК – 
изменяла общее состояние животных. Это прояв-
лялось, с одной стороны, в подавлении их общей 
активности (вялости, гиподинамии вплоть до адина-
мии, миорелаксации, заваливании на бок, урежении 
дыхания), с другой – в повышении их возбудимости 
(при нахождении в группе некоторые животные при-
нимали характерные агрессивные стойки, в ряде 
случаев наблюдались судороги). Кроме того, у этих 
животных наблюдались экзофтальм, появление позы 
«лягушки», позы «молящейся мыши», стремления 
спрятаться. Угнетающее действие БКС (ТФ + АК) 
было дозозависимо. Это же наблюдалось при воздей-
ствии одного ТФ в дозе 50 мг / кг и в меньшей степе-
ни в дозе 20 мг / кг. АК оказывала активирующее 
действие в дозах 110 и 44 мг / кг без общего подавля-
ющего эффекта.

БКС (ТФ + АК) не изменяла эмоционального 
статуса животных, за исключением вокализаций 
при применении в дозе 50 мг / кг ТФ + 110 мг / кг АК. 
ТФ в дозах 50 и 20 мг / кг не влиял на эмоциональ-
ность животных, а АК в дозе 44 мг / кг усиливала ее 
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по показателю реакции на подталкивание сзади 
(табл. 1). БКС (ТФ + АК), один ТФ и одна АК в изу-
ченных дозах не влияли на координацию движения 
на горизонтальной проволоке.

БКС (ТФ + АК) в дозе 50 мг / кг ТФ + 110 мг / кг 
АК и один ТФ в дозе 100 мг / кг проявляли лишь тен-
денцию к снижению мышечного тонуса по показа-
телям числа мышей, удержавшихся в течение 1 мин 
на перевернутой сетке, и по сокращению среднего 
времени этого удерживания (табл. 2).

Подавляющее действие БКС (ТФ + АК) про-
являлось и в ее гипотермическом действии 
(рис. 1): в дозе 50 мг / кг ТФ + 110 мг / кг АК БКС 
(ТФ + АК) снижала температуру тела животных 
почти на 4 °С, а в дозе 20 мг / кг ТФ + 44 мг / кг 
АК – проявляла тенденцию к снижению показа-
теля на 1 °С. Один ТФ также дозозависимо снижал 
температуру тела мышей на 1,5–3,0 °С. Одна АК 
не оказывала влияния на температуру тела живот-
ных по сравнению с температурой тела контроль-
ных мышей.

В тесте на агрессивность БКС (ТФ + АК) не толь-
ко не увеличивала агрессивность, а статистически 
значимо уменьшала количество схваток в обеих ис-
следованных дозах (рис. 2). При применении одного 
ТФ явного увеличения агрессивности выявлено 
не было. АК активировала животных по этому пока-
зателю: по сравнению с контрольными животными 
число схваток было увеличено при применении 
препарата в обеих исследованных дозах (44 мг / кг 
и 110 мг / кг) (рис. 2).

В тесте на болевую чувствительность подавляю-
щее действие БКС (ТФ + АК) проявлялось только 
при применении БКС в дозе 50 мг / кг ТФ + 110 мг / кг 
АК. Применение животным одного ТФ, как и одной 
АК, в этом тесте не оказывало влияния на болевую 
чувствительность (рис. 3).

В тесте «открытое поле» БКС (ТФ + АК) показала 
дозозависимый эффект подавления двигательной ак-
тивности. При воздействии БКС (ТФ + АК) в дозе 
50 мг / кг ТФ + 110 мг / кг АК снижались все 3 показате-
ля: горизонтальная (рис. 4), вертикальная (рис. 5) 

таблица 1. Влияние терафтала, аскорбиновой кислоты и бинарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кислота» 
на эмоциональное состояние подопытных мышей

Показатель

0,9 % 
раствор 
хлорида 
натрия

терафтал, мг / кг
аскорбиновая кислота, 

мг / кг
терафтал + аскорбино-

вая кислота, мг / кг

20 50 100 44 110 20 + 44 50 + 110

Реакция на захват рукой 
(в баллах) 

2,6 ± 0,2 2,6 ± 1,0 2,4 ± 0,3 2,1 ± 0,4 2,75 ± 0,1 2,7 ± 0,2 2,6 ± 0,3 1,7 ± 0,5

Реакция на приближение 
пинцета к носу (в баллах) 

1,5 ± 0,5 1,7 ± 0,5 1,9 ± 0,1 1,7 ± 0,2 2,4 ± 0,3 2,1 ± 0,3 1,7 ± 0,2 1,3 ± 0,1

Реакция на подталкивание 
сзади (в баллах) 

1,6 ± 0,2 1,4 ± 0,2 1,7 ± 0,1 1,4 ± 0,2 2,3 ± 0,2* 1,3 ± 0,1 1,3 ± 0,2 1,2 ± 0,1

Вокализация (число звуков) 0,7 ± 0,2 0,7 ± 0,2 0,7 ± 0,2 0,5 ± 0,2 0,8 ± 0,8 0,8 ± 0,2 0,7 ± 0,2 0

Дефекация (число болюсов 
кала) 

0 0 0,2 ± 0,2 0 0 0 0,7 ± 0,4 0

Уринация (число капель 
мочи) 

0 0 0 0 0 0 0 0

Примечание. *p <0,05 статистически достоверно по сравнению с контролем (с мышами, получившими 0,9 % раствор хлорида натрия).

таблица 2. Влияние терафтала, аскорбиновой кислоты и бинарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кислота» на мы-
шечный тонус подопытных мышей, оцененный по удерживанию на перевернутой сетке

Показатель

0,9 % 
раствор 
хлорида 
натрия

терафтал, мг / кг
аскорбиновая кислота, 

мг / кг
терафтал + аскорбино-

вая кислота, мг / кг

20 50 100 44 110 20 + 44 50 + 110

Число мышей (%), удержав-
шихся на сетке

83,3 83,3 66,7 50 83,3 66,7 100 50,0

Время удерживания на сетке (с) 55,8 ± 4,2 60,0 ± 2,1 47,5 ± 8,1 43,8 ± 0,3 52,0 ± 8,0 50,3 ± 6,1 60,0 ± 0 45,5 ± 6,9

Примечание. *p <0,05 статистически достоверно по сравнению с контролем (с мышами, получившими 0,9 % раствор хлорида натрия).
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рис. 3. Влияние терафтала (ТФ), аскорбиновой кислоты (АК) и би-
нарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кис-
лота» на реакцию подопытных мышей на болевое раздражение в виде 
защемления корня хвоста: по вертикали – выраженность реакции 
в баллах; контроль – интактные мыши; ТФ – мыши, получавшие 
только ТФ; АК – мыши, получавшие только АК; ТФ + АК – мыши, 
получавшие ТФ + АК; *p <0,05 статистически достоверно по срав-
нению с контролем
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рис. 2. Влияние терафтала (ТФ), аскорбиновой кислоты (АК) и би-
нарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кисло-
та» на агрессивность подопытных мышей при слабом электроболевым 
раздражении через пол: по вертикали – число схваток; контроль – 
интактные мыши; ТФ – мыши, получавшие только ТФ; АК – мыши, 
получавшие только АК; ТФ + АК – мыши, получавшие ТФ + АК;  
*p <0,05 статистически достоверно по сравнению с контролем

рис. 1. Влияние терафтала (ТФ), аскорбиновой кислоты (АК) и би-
нарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кис-
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температура тела в градусах по Цельсию; контроль – интактные 
мыши; ТФ – мыши, получавшие только ТФ; АК – мыши, получавшие 
только АК; ТФ + АК – мыши, получавшие ТФ + АК; *p <0,05;  
**p <0,01 статистически достоверно по сравнению с контролем
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рис. 6. Влияние терафтала (ТФ), аскорбиновой кислоты (АК) и би-
нарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кис-
лота» на исследовательскую активность подопытных мышей: по вер-
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тактные мыши; ТФ – мыши, получавшие только ТФ; АК – мыши, 
получавшие только АК; ТФ + АК – мыши, получавшие ТФ + АК;  
*p <0,05 статистически достоверно по сравнению с контролем
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рис. 4. Влияние терафтала (ТФ), аскорбиновой кислоты (АК) и би-
нарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кис-
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получавшие только АК; ТФ + АК – мыши, получавшие ТФ + АК;  
*p <0,05; **p <0,01 статистически достоверно по сравнению с кон-
тролем
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рис. 5. Влияние терафтала (ТФ), аскорбиновой кислоты (АК) и би-
нарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кис-
лота» на вертикальную активность подопытныех мышей: по верти-
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ко АК; ТФ + АК – мыши, получавшие ТФ + АК; *p <0,05 статисти-
чески достоверно по сравнению с контролем
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и исследовательская активность (рис. 6). При воздей-
ствии БКС (ТФ + АК) в дозе 20 мг / кг ТФ + 44 мг / кг 
АК наблюдалась лишь тенденция к уменьшению вер-
тикальной активности (рис. 5). Один ТФ при приме-
нении в дозе 100 мг / кг уменьшал горизонтальную ак-
тивность (рис. 4) и число заглядываний в отверстия 
пола (рис. 6), а также проявлял тенденцию к уменьше-
нию вертикальной активности (рис. 5).

Несмотря на то, что БКС (ТФ + АК), как и один 
ТФ, в исследованных дозах вызывала у некоторых 
мышей спонтанные судороги, при провокации кора-
золом они не усиливались. АК также не усиливала 
судорожного действия коразола (табл. 3).

При изучении поведения мышей в камере Буре-
ша для выработки УРПИ нейротоксические свойства 
БКС (ТФ + АК) проявлялись особенно ярко. На фо-
не действия БКС (ТФ + АК) животные, при их по-
мещении в большее освещенное отделение камеры, 

во многих случаях оставались неподвижными, 
не проявляя признаков активности, в том числе 
не пытались перейти в меньшее затемненное отделе-
ние (нарушение «норкового рефлекса»). При приме-
нении БКС (ТФ + АК) в дозе 20 мг / кг ТФ + 44 мг / кг 
АК ни одна из подопытных мышей не зашла в обыч-
но предпочитаемое меньшее затемненное отделение. 
При применении БКС (ТФ + АК) в дозе 50 мг / кг 
ТФ + 110 мг / кг АК только 1 / 3 животных заходила 
в затемненное отделение. Те же нарушения были 
отмечены и при применении одного ТФ. При таком 
нарушении исходного поведения процесс выработки 
навыка был невозможен и оценить влияние катали-
тической системы на мнестические функции невоз-
можно. АК не влияла на число мышей, зашедших 
в затемненное отделение камеры, проявляя тенден-
цию к сокращению латентного периода 1-го захода 
в это отделение и к увеличению времени пребывания 

таблица 3. Влияние терафтала, аскорбиновой кислоты и бинарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кислота» на су-
дороги подопытных мышей, вызванные коразолом

Показатель

0,9 % 
раствор 
хлорида 
натрия

терафтал, мг / кг
аскорбиновая кислота, 

мг / кг
терафтал + аскорбино-

вая кислота, мг / кг

20 50 100 44 110 20 + 44 50 + 110

Число животных (%) с судо-
рогами

50,0 16,7 33,3 33,3 50,0 16,7 16,7 33,3

Латентное время (c) первых 
судорог

18,0 ± 2,1 15,0 ± 0 9,0 ± 2,0 12,5 ± 3,5 11,7 ± 1,9 15,0 ± 0 14,0 ± 0 12,0 ± 0

Примечание. *p <0,05 статистически достоверно по сравнению с контролем (с мышами, получившими 0,9 % раствор хлорида на-
трия).

таблица 4. Влияние терафтала, аскорбиновой кислоты и бинарной каталитической системы «терафтал + аскорбиновая кислота» на по-
ведение подопытных мышей в тесте условного рефлекса пассивного избегания

Показатель

0,9 % 
раствор 
хлорида 
натрия

терафтал, мг / кг
аскорбиновая кислота, 

мг / кг
терафтал + аскорбино-

вая кислота, мг / кг

20 50 100 44 110 20 + 44 50 + 110

число животных (%), зашедших в затемненное отделение:

До обучения 100 0* 33,3 66,7 100 83,3 0* 33,3

После обучения 33,3  – 50,0 0 16,7 20,0  – 50,0

латентный период (с) 1-го захода в затемненное отделение:

До обучения
117,0 ± 

22,4
180 93,5 ± 5,5

108,0 ± 
27,4

75,2 ± 23,5 85,2 ± 14,4 180,0 ± 0 92,0 ± 3,0

После обучения 166,2 ± 8,8  – 
100,5 ± 

79,5
180,0 ± 0 179,3 ± 0,7

164,6 ± 
15,4

 – 
143,5 ± 

36,5

время пребывания (с) в затемненном отделении:

До обучения 17,5 ± 3,5 0 75,5 ± 3,5 68,5 ± 24,9 53,7 ± 14,1 70,8 ± 21,2 0 84,0 ± 7,0

После обучения 4,5 ± 4,1  – 58,0 ± 19,3 0 0,7 ± 0,2 15,40 ± 5,13  – 36,5 ± 12,2

Примечание. *p <0,05 статистически достоверно по сравнению с контролем (с мышами, получившими 0,9 % раствор хлорида на-
трия).
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в нем, что, вероятно, связано с активирующим дей-
ствием препарата. При воспроизведении УРПИ че-
рез 24 ч после обучения отличий от контрольных 
животных в действии АК не выявлено (табл. 4).

Как следует из приведенных данных, нейроток-
сический эффект ТФ проявляется в угнетении раз-
личных форм поведения, в снижении температуры 
и болевой чувствительности. БКС (ТФ + АК) в не-
токсической дозе 50 мг / кг ТФ + 110 мг / кг АК 
во многих тестах оказывает такое же нейротоксиче-
ское действие, как и ТФ в токсической дозе 100 мг / кг. 
Такие результаты позволяют предположить, что АК, 
проявляющая противоположный активирующий 
эффект при изолированном применении, оказывает 
потенцирующее действие на ТФ.

Так как ТФ не проникает через гематоэнцефали-
ческий барьер [31], можно предположить, что пода-
вляющий эффект БКС (ТФ + АК) и одного ТФ свя-
зан с угнетением симпатической активности 
периферической нервной системы и действием ме-
таболитов ТФ. В пользу угнетения симпатической 
активности периферической нервной системы сви-
детельствует развитие у животных отдельных вегета-
тивных изменений, наблюдавшихся нами ранее 
при оценке общетоксического действия: резкое па-
дение артериального давления, урежение сердечных 
сокращений и дыхания, экзофтальм [32]. В пользу 
центрального действия метаболитов ТФ свидетель-
ствуют наблюдавшиеся отдельные спонтанные кло-
нико-тонические судороги, которые могут возникать 
вследствие действия низкомолекулярных соедине-

ний кобальта, образование которых возможно 
при биотрансформации ТФ [33, 34]. Однако эпилеп-
тогенный эффект БКС (ТФ + АК) и ТФ невелик, 
поскольку она не приводила к усилению коразоло-
вых судорог.

Агрессивность и судорожная активность часто 
коррелируют с повышенной тревожностью [35]. 
Снижение активности в открытом поле и замирание 
в освещенном отделении камеры для выработки 
УРПИ можно было бы рассматривать как поведен-
ческое проявление страха. В пользу этого свидетель-
ствуют проявления спонтанной агрессивности, ко-
торая может наблюдаться в ситуации, вызывающей 
страх. Отсутствие уменьшения проявлений тревож-
ности в виде вокализации на фоне применения БКС 
(ТФ + АК) противоречит поведенческим проявле-
ниям тревожности. Тем не менее, это не исключает 
общего снижения активности, вызванного БКС 
(ТФ + АК) и одним ТФ, в различных тестах за счет 
угнетения симпатической активности в экстремаль-
ной ситуации и проявления преимущественно пара-
симпатического эффекта.

Заключение
Полученные данные по нейротоксическому дей-

ствию БКС (ТФ + АК) позволяют прогнозировать ее 
дозозависимые токсические эффекты со стороны 
ЦНС при клиническом применении: общую затормо-
женность, вялость, гиподинамию, снижение темпера-
туры тела, повышение тревожности и агрессивности 
и, в очень редких случаях, возникновение судорог.
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иЗУчение реПродУктивной токСичноСти 
лиоФилиЗированной лиПоСомалЬной 

лекарСтвенной Формы БорХлорина
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Цель исследования – изучение эмбриотоксичности, тератогенности и репродуктивной токсичности лиофилизированной 
лекарственной формы борхлорина на крысах.
Материалы и методы. Исследования проводились на 210 неинбредных крысах-самках и 105 неинбредных крысах-самцах 
с массой тела 250–300 г. В работе использована лиофилизированная лекарственная форма борированного хлорина e

6
 под на-

званием «Борхлорин липосомальный, лиофилизат для приготовления дисперсии для инъекций 2,5 мг». Препарат вводили 
ежедневно внутривенно в течение 48 дней (самцам) и в течение 15 дней (самкам) в 2 суммарных дозах, соответствующих 
терапевтической дозе (ТД) для мышей при пересчете на крыс и 10 ТД. В качестве контроля были использованы интактные 
крысы, а также крысы-самцы и самки, получавшие внутривенно 0,9 % раствор натрия хлорида в режимах, соответству-
ющих режиму введения препарата, и в объемах, соответствующих максимальному объему вводимого раствора.
Результаты исследования. Изучено повреждающее действие лиофилизированной липосомальной лекарственной формы 
борхлорина на генеративную функцию крыс – выявление возможного отрицательного действия препарата на стадии проге-
неза (формирование мужских и женских гамет). Установлено, что лиофилизированная липосомальная лекарственная форма 
борхлорина обладает повреждающим действием на репродуктивную функцию самцов и самок и внутриутробное развитие 
плодов (эмбриотоксичность) крыс по индексу способности к оплодотворению и зачатию и по индексу постимплантационной 
гибели плодов. Постимплантационная гибель плодов в наибольшей степени выражена у самок, получавших препарат в сум-
марной дозе, соответствующей 10 ТД, и спаренных с интактными самцами. Лиофилизированная липосомальная лекарствен-
ная форма борхлорина не вызывает предимплантационную гибель плодов, не оказывает тератогенного действия.
Заключение. Лиофилизированная лекарственная форма борхлорина обладает повреждающим действием на репродуктивную 
функцию самцов и самок и внутриутробное развитие плодов (эмбриотоксичность) неинбредных крыс по индексу способности 
к оплодотворению и зачатию и по индексу постимплантационной гибели плодов. Лиофилизированная лекарственная форма 
борхлорина не вызывает предимплантационную гибель плодов, не оказывает тератогенного действия, влияния на физическое 
развитие потомства и скорость созревания сенсорно-двигательных рефлексов в период вскармливания потомства.

Ключевые слова: борхлорин, эмбриотоксичность, тератогенность, репродуктивная токсичность, крысы
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REPROduCTIVE TOXICITy OF ThE LyOPhILIZEd LIPOSOMAL dOSAGE FORM OF ThE BORChLORIN

O.I. Konyaeva1, N.Yu. Kulbachevskaya1, V.A. Chaley1, N.P. Ermakova1, A.A. Nikolina1, T.I. Malova2, V.M. Bukhman1

1N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 24 Kashyrskoe shosse, Moscow 115478, Russia; 
2LLC «VETA-GRAND»; housing 2, 27 Krasin Str., Moscow 123056, Russia

Introduction. The study investigates the embryotoxicity, teratogenicity and reproductive toxicity of lyophilized dosage form borchlorin  
on rats.
Materials and methods. The research was conducted on 210 outbred female rats and 105 outbred male rats weighing 250–300 g.  
We used a lyophilized dosage form borated chlorin e

6
 called «Borchlorin liposomal, lyophilisates for dispersion for injection 2.5 mg». 

The drug was administered intravenously daily for 48 days (males) and 15 days (females) in 2 corresponding total doses for therapeutic 
dose in mice and rats based on the 10-therapeutic doses. As a control, intact rats were used, as well as rats – males and females who 
received intravenous 0.9 % sodium chloride solution into the mode corresponding to the mode of administration, and in the amounts 
corresponding to the maximum volume of the injected solution.
Results of the study. To study the damaging effect of lyophilized liposomal formulation borchlorin on the generative function in rats –  
the identification of the possible negative effect of the drug on the progenesis stage (formation of male and female gametes). It was found 
that lyophilized liposomal formulation borchlorin has a damaging effect on the reproductive function of male and female and fetal deve-



51

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 2'2017  ТОм 16    vol. 16

Оригинальные статьи

lopment (embryotoxicity) rats on the index's ability to fertilization and conception and the index of postimplantation fetal loss. Postim-
plant death of the fetuses in most pronounced in females treated with a total dose of the drug, therapeutic doses corresponding to 10, 
coupled with intact males. The lyophilized liposomal formulation borchlorin pre-implantation does not cause the death of the fetus, has 
no teratogenic effects.
Conclusion. The lyophilized dosage form borchlorin has a damaging effect on the reproductive function of male and female and fetal 
development (embryotoxicity) neinbrednyh rats on the index's ability to fertilization and conception and the index of postimplantation 
fetal loss. The lyophilized dosage form borchlorin pre-implantation does not cause the death of the fetus, has no teratogenic effects, ef-
fects on the physical development of the offspring, and the rate of maturation of the sensory-motor reflexes during the feeding of off-
spring.

Key words: borchlorin, embryotoxicity, teratogenicity, reproductive toxicity, rats

Введение
Борированный хлорин е

6
 разработан и синтези-

рован в институте элементоорганических соедине-
ний им. А. Н. Несмеянова РАН (патент № 2 406 726 
от 20 декабря 2010 г.). В фотосенсибилизатор (хлорин 
е

6
) был введен бор, обладающий нейтронозахватны-

ми свойствами. Борхлорин позволяет проводить 
фотодинамическую терапию и, при необходимости, 
дополнить ее бор-нейтрон-захватной терапией. Раз-
работанный препарат является оригинальным и об-
ладает уникальными свойствами. В ФГБУ «Россий-
ский онкологический научный центр им. 
Н. Н. Блохина» (РОНЦ им. Н. Н. Блохина) Мин-
здрава России разработана лиофилизированная ли-
посомальная лекарственная форма (ЛЛЛФ) – препа-
рат Борхлорин. В лаборатории фармакологии 
и токсикологии ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России проведено доклиническое токси-
кологическое изучение ЛЛЛФ борхлорина с целью 
оценки ее безопасности и прогноза побочных и ток-
сических эффектов при клиническом применении 
больным.

Цель исследования – изучение эмбриотоксичности, 
тератогенности и репродуктивной токсичности ЛЛЛФ 
борхлорина на лабораторных животных (крысы).

Задачи исследования:
• изучение повреждающего действия ЛЛЛФ 

борхлорина на генеративную функцию 
крыс – выявление возможного отрицатель-
ного действия препарата на стадии прогенеза 
(формирование мужских и женских гамет);

• исследование потомства в конце антенаталь-
ного периода развития;

• исследование потомства в постнатальный 
период развития;

• оценка эмбриотропного действия ЛЛЛФ 
борхлорина, регистрируемого в постнаталь-
ном периоде развития.

Материалы и методы
Исследования проводили в соответствии c мето-

дическими рекомендациями по доклиническому 

изучению репродуктивной токсичности фармаколо-
гических средств, руководством по доклиническому 
изучению новых фармакологических веществ и ру-
ководством по проведению доклинических исследо-
ваний лекарственных средств [1–3].

Характеристика тест-системы
Исследования проводились на 210 неинбредных 

крысах-самках и 105 неинбредных крысах-самцах 
с массой тела 250–300 г, полученных из аккредито-
ванного питомника лабораторных животных ООО 
«Кролинфо». Все животные были здоровы, имели 
ветеринарный сертификат качества и состояния здо-
ровья. Для кормления животных использовали стан-
дартный промышленный сертифицированный бри-
кетированный корм для грызунов с установленным 
сроком годности. Кормление проводили в одно 
и то же время.

исследуемый препарат
В исследованиях использована созданная в лабо-

ратории разработки лекарственных форм ФГБУ 
«РОНЦ им. Н. Н. Блохина» Минздрава России ЛЛЛФ 
борированного хлорина е

6
 под названием «Борхло-

рин липосомальный, лиофилизат для приготовления 
дисперсии для инъекций 2,5 мг». В качестве раство-
рителя служила вода для инъекций. Для клиническо-
го использования ЛЛЛФ борхлорина рекомендована 
при однократном внутривенном (в / в) применении.

Процедура введения
Для изучения репродуктивной активности 

крыс-самцов ЛЛЛФ борхлорина вводили ежедневно 
в / в в течение 48 дней в фиксированной концентра-
ции 0,25 мг / мл (2,5 мг во флаконе растворяли 
в 9,2 мл воды для инъекций) в 2 дозах: суммарная 
доза 2,5 мг / кг (разовая доза 0,05 мг / кг) доза, соответ-
ствующая терапевтической дозе (ТД) для мышей 
при пересчете на крыс (ТД для мышей – 5 мг / кг), 
и суммарная доза 25 мг / кг (разовая доза 0,5 мг / кг), 
соответствующая 10 ТД.

Для изучения репродуктивной активности ЛЛЛФ 
борхлорина на крысах-самках препарат вводили 
ежедневно в / в 15-кратно в фиксированной концен-
трации 0,25 мг / мл в тех же суммарных дозах 
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(соответствующих ТД и 10 ТД для мышей), что и сам-
цам (разовые дозы 0,17 и 1,7 мг / кг соответственно). 
В качестве контроля были использованы интактные 
крысы, а также крысы-самцы и самки, получавшие 
в / в 0,9 % раствор натрия хлорида в режимах, соот-
ветствующих режиму введения ЛЛЛФ борхлорина, 
и в объемах, соответствующих максимальному объ-
ему вводимого препарата.

время проведения экспериментов
Эксперимент проводился в период май – сен-

тябрь 2016 г.
критерии оценки репродуктивной токсичности
В каждой группе использовали 30 крыс-самок 

и 15 крыс-самцов. По окончании введения пре-
парата крыс-самок подсаживали к самцам в со-
отношении 2 : 1 сроком на 2 эстральных цикла 
(10 дней). Оплодотворение регистрировали с по-
мощью вагинальных мазков. Во время экспери-
мента наблюдали за состоянием и поведением 
беременных самок.

Беременных самок контрольных и опытных 
групп (по 20 крыс из каждой группы) выводили 
из эксперимента методом дислокации шейных по-
звонков на 20–21-й день беременности (оставших-
ся беременных самок – по 10 крыс из каждой груп-
пы – оставляли до родов). После вскрытия 
брюшной полости удаляли матку и переносили ее 
в чашку Петри. После вскрытия матки подсчиты-
вали количество живых, мертвых, резорбцирован-
ных плодов и количество мест имплантации. 
Под бинокуляром проводили наружный осмотр 
плодов с целью выявления внешних аномалий. 
Плоды взвешивали и определяли краниокаудаль-
ный размер (мм). В яичниках подсчитывали коли-
чество желтых тел. На основании этих данных 
определяли уровень пред- и постимплантационной 
смертности зародышей.

Предимплантационную смертность (%) опреде-
ляли по разности между количеством желтых тел 
в яичниках и количеством мест имплантаций в мат-
ке; постимплантационную смертность (%) – по раз-
ности между количеством мест имплантаций и коли-
чеством живых плодов. Для оценки способности 
к оплодотворению и зачатию вычисляли индекс, 
характеризующий отношение числа беременных 
животных к числу ссаженных, выраженный в  % 
(индекс плодовитости).

Предимплантационная 
смертность,  % = Количество желтых тел – количество мест имплантации  × 100 %

Количество желтых тел

Постимплантационная 
смертность  % = Количество мест имплантации – количество живых плодов  × 100 %

Количество мест имплантации

Индекс плодовитости =
Число оплодотворенных самок  × 100 %

Число ссаженных самок

Для исследования внутренних органов и костной 
системы с целью выявления аномалий развития пло-
ды делили на 2 части. Одну часть фиксировали 
в жидкости Боуэна и после фиксации подвергали 
внешнему осмотру и исследованию внутренних ор-
ганов (в том числе головного мозга) по методике 
Вильсона в модификации отдела эмбриологии НИИ 
экспериментальной медицины РАМН с использова-
нием толстых бритвенных срезов на разных уровнях 
головы и туловища плода. Другую часть плодов фик-
сировали в 96 % этиловом спирте и после 10-дневной 
фиксации исследовали состояние внутренних орга-
нов по методу Стейплса, которые в дальнейшем 
удаляли из тел зародышей. Затем плоды для выявле-
ния аномалий развития скелета подвергали обработ-
ке по методу Доусона, модифицированному отделом 
эмбриологии НИИ экспериментальной медицины 
РАМН, с окраской ализарином красным [1–3].

Плоды, внутренние органы и скелет исследовали 
с помощью бинокулярного микроскопа МБС-9.

Оставшихся беременных самок (по 10 крыс 
из каждой группы) оставляли до родов и наблюдали 
за физическим развитием потомства до окончания 
вскармливания (35 дней).

Проводили ежедневное наблюдение за развитием 
потомства, регистрировали общее физическое состо-
яние и поведение, динамику массы тела и гибель 
крысят. Оценка включала следующие регистрируе-
мые показатели развития потомства: размер помета, 
число живых и мертвых новорожденных, гибель 
новорожденных, масса тела (7, 14, 21, 30-й день), 
отлипание ушной раковины (со 2-го дня), появление 
первичного волосяного покрова (с 4-го дня), проре-
зывание резцов (с 6-го дня), открытие глаз (с 12-го 
дня), опускание семенников (с 23-го дня), открытие 
влагалища (с 28-го дня), переворачивание на плоско-
сти (со 2-го дня), отрицательный геотаксис (с 5-го 
дня), избегание обрыва (с 9-го дня), переворачива-
ние в свободном падении (с 20-го дня), тест «откры-
тое поле» (35-й день).

методы статистической обработки данных
Статистическую обработку полученных данных 

проводили с помощью компьютерной программы 
Microsoft Office Excel. Рассчитывали параметры, 
обычно используемые в токсикологии. За достовер-
ные принимали различия при р ≤0,05.
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Результаты
В результате проведенных исследований по ре-

продуктивной активности крыс-самцов, получавших 
ЛЛЛФ борхлорина в 2 изученных дозах, соответству-
ющих ТД и 10 ТД, в течение 48 дней введения препа-
рата не выявлено каких-либо клинических проявле-
ний токсичности и изменений в поведенческих 
реакциях. При спаривании с интактными крыса-
ми-самками изменений сексуального поведения 
у крыс-самцов, получавших ЛЛЛФ борхлорина, 
не наблюдалось по сравнению с контрольными жи-
вотными; эмоциональное состояние и поведенче-
ские реакции крыс-самцов не отличались от поведе-
ния контрольных животных.

При изучении репродуктивной активности 
крыс-самцов после применения ЛЛЛФ борхлорина 
в 2 изученных дозах, соответствующих ТД и 10 ТД, 
при спаривании с интактными самками выявлено 
отрицательное действие на генеративную функцию 
самцов. Индекс способности к оплодотворению и за-
чатию отличался от значений контрольных групп на 
≈ 25 % (крысы-самцы, получавшие ЛЛЛФ борхлори-
на в ТД) и на ≈ 35 % (крысы-самцы, получавшие 
ЛЛЛФ борхлорина в 10 ТД). Установлено отсутствие 
предимплантационной гибели зародышей. Процент 
предимплантационной гибели зародышей у интакт-
ных крыс-самок, спаренных с самцами, получавши-
ми ЛЛЛФ борхлорина в обеих изученных дозах, со-
ставлял 0 % и не отличался от значений контрольных 

животных. В то же время установлена постимпланта-
ционная гибель плодов у интактных крыс-самок, 
спаренных с самцами, получавшими ЛЛЛФ борхло-
рина. Процент постимплантационной гибели плодов 
у интактных крыс-самок, спаренных с самцами, по-
лучавшими ЛЛЛФ борхлорина в дозах, соответству-
ющих ТД и 10 ТД, был практически одинаковым 
и составлял 11,2 и 8,0 % соответственно, что более 
чем в 2–2,5 раза превышало процент постимпланта-
ционной гибели плодов контрольных животных. 
При наружном осмотре живых плодов внешних ви-
димых аномалий развития плодов отмечено не было. 
Масса тела плодов и краниокаудальный размер не от-
личались от значений контрольных групп (табл. 1).

При изучении репродуктивной активности 
крыс-самок во время и после введения ЛЛЛФ 
борхлорина в 2 изученных дозах, соответствующих 
ТД и 10 ТД, не выявлено каких-либо клинических 
проявлений токсичности и изменений в поведенче-
ских реакциях. Сексуальное поведение крыс-самок 
после применения ЛЛЛФ борхлорина не отличалось 
от поведения контрольных животных.

При изучении репродуктивной активности 
крыс-самок после применения ЛЛЛФ борхлорина 
в 2 изученных дозах, соответствующих ТД и 10 ТД, 
при спаривании с интактными самцами выявлено 
отрицательное не зависимое от дозы действие на ге-
неративную функцию самок. Индекс способности 
к оплодотворению и зачатию отличался от значений 

таблица 1. Результаты изучения репродуктивной токсичности неинбредных крыс-самцов, после применения лиофилизированной липосо-
мальной лекарственной формы борхлорина спаренных с интактными самками

Показатель

Самцы

Σ доза тд Σ доза 10 тд NaCl
интактный  

контроль

Общее количество вскрытых самок 20 20 20 20

Количество беременных самок 15 13 20 19

Индекс способности к оплодотворению и зачатию (%) 75 65 100 95

Количество живых плодов* 7,9 9,2 10,7 11,9

Количество резорбций 5 1 0 1

Количество желтых тел в яичниках* 7,9 7,2 8,6 12,3

Количество мест имплантации* 8,9 10,0 11,0 12,5

Количество мертвых плодов 15 1 0 0

Предимплантационная гибель (%) 0 0 0 0

Постимплантационная гибель (%) 11,2 8,0 2,7 4,8

Средняя масса тела плодов при вскрытии (г) 6,1 ± 1,9 6,5 ± 1,9 6,8 ± 1,3 7,1 ± 1,2

Краниокаудальный размер (мм) 37,0 ± 8,9 39,0 ± 7,1 39,0 ± 6,9 40,0 ± 5,9

Примечание. NaCl – 0,9 % раствор хлорида натрия; ТД – терапевтическая доза.*Среднее количество на 1 беременную самку. 
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контрольных групп на ≈ 25 % (крысы-самки, полу-
чавшие ЛЛЛФ борхлорина в ТД) и на ≈ 15 % (кры-
сы-самки, получавшие ЛЛЛФ борхлорина в 10 ТД). 
Установлено отсутствие предимплантационной ги-
бели зародышей. Процент предимплантационной 
гибели зародышей у крыс-самок, получавших ЛЛЛФ 
борхлорина в обеих дозах и спаренных с интактны-
ми самцами, составлял 0 % и не отличался от кон-
трольных животных. Установлена высокая постим-
плантационная гибель плодов у крыс-самок, 
получавших ЛЛЛФ борхлорина в 10 ТД и спаренных 
с интактными самцами. Процент постимплантаци-
онной гибели плодов у животных в этой группе со-
ставлял 40 %. Постимплантационная гибель плодов 
у крыс-самок, получавших ЛЛЛФ борхлорина в ТД, 
отсутствовала. Процент постимплантационной ги-
бели плодов у крыс-самок, получавших ЛЛЛФ 
борхлорина в ТД, не отличался от контрольных 
значений. При наружном осмотре живых плодов 
внешних видимых аномалий развития плодов отме-
чено не было. Масса тела плодов и краниокаудаль-
ный размер не отличались от значений контрольных 
групп (табл. 2).

При исследовании физического развития потом-
ства, рожденного от крыс-самок, получавших ЛЛЛФ 
борхлорина в суммарных дозах, соответствующих ТД 
и 10 ТД, и спаренных с интактными самцами, 
и от интактных крыс-самок, спаренных с самцами, 
получавшими ЛЛЛФ борхлорина в тех же дозах, 

обнаружено статистически недостоверное отставание 
в физиологическом приросте массы тела потомства 
по сравнению с контрольными животными (табл. 3). 
В период вскармливания этого потомства сенсор-
но-двигательные рефлексы были без особенностей 
и не отличались от рефлексов потомства контроль-
ных животных (табл. 4, 5).

При патологоанатомическом исследовании 
не родившихся плодов в конце антенатального пери-
ода развития установлено отсутствие плодов с ано-
малиями внешнего развития, аномалиями развития 
костной системы, головного мозга и внутренних 
органов (табл. 6, 7).

При изучении эмбриотоксического и тератоген-
ного действия ЛЛЛФ борхлорина у крыс-самок, 
получавших препарат в ТД и 10 ТД и спаренных 
с интактными самцами, и у интактных крыс-самок, 
спаренных с самцами, получавшими препарат в ТД 
и 10 ТД, уменьшения количества живых плодов 
не обнаружено. Количество живых плодов при изу-
ченных дозах не отличалось от показателей кон-
трольных животных. Отмечено увеличение количе-
ства резорбций плодов в 4–5 раз у крыс-самок, 
получавших препарат в ТД и спаренных с интактны-
ми самцами, и у интактных крыс-самок, спаренных 
с самцами, получавшими препарат в ТД, по сравне-
нию с интактными животными. При применении 
ЛЛЛФ борхлорина у крыс-самок, получавших пре-
парат в ТД и 10 ТД и спаренных с интактными 

таблица 2. Результаты изучения репродуктивной токсичности неинбредных крыс-самок, после применения лиофилизированной липосо-
мальной лекарственной формы борхлорина спаренных с интактными самцами

Показатель

Самки

Σ доза тд Σ доза 10 тд NaCl
интактный кон-

троль

Общее количество вскрытых самок 20 20 20 20

Количество беременных самок 15 17 20 19

Индекс способности к оплодотворению и зачатию (%) 75 85 100 95

Количество живых плодов* 11,0 7,2 10,6 11,9

Количество резорбций 4 2 1 1

Количество желтых тел в яичниках* 10,8 12,1 10,3 12,3

Количество мест имплантации* 11,5 12,1 11,1 12,5

Количество мертвых плодов* 2,0 3,8 3,0 0

Предимплантационная гибель (%) 0 0 0 0

Постимплантационная гибель (%) 0 40,0 4,5 4,8

Средняя масса тела плодов при вскрытии (г) 5,3 ± 1,7 5,6 ± 1,8 6,6 ± 1,3 7,1 ± 1,2

Краниокаудальный размер (мм) 38,0 ± 8,9 39,0 ± 10,0 40,0 ± 9,7 40,0 ± 5,9

Примечание. NaCl – 0,9 % раствор хлорида натрия; ТД – терапевтическая доза. *Среднее количество на 1 беременную самку. 



55

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 2'2017  ТОм 16    vol. 16

Оригинальные статьи

самцами, зарегистрировано 30 и 27 мертвых плодов 
соответственно, в отличие от контрольных живот-
ных. У интактных крыс-самок, спаренных с самца-
ми, получавшими препарат в ТД, зарегистрировано 
15 мертвых плодов в отличие от контрольных живот-
ных. У интактных крыс-самок, спаренных с самца-
ми, получавшими препарат в 10 ТД, мертвых плодов 
не зарегистрировано, что не отличалось от показате-
лей контрольных животных (табл. 8, 9).

Отмечено увеличение количества резорбций пло-
дов в 5 раз у интактных крыс-самок, спаренных 
с самцами, получавшими препарат в ТД, по сравне-
нию с контрольными животными. У интактных 
крыс-самок, спаренных с самцами, получавшими 
препарат в 10 ТД, количество резорбций плодов 
не отличалось от значений контрольных животных. 
Отмечено не зависимое от дозы увеличение количе-
ства резорбций плодов у крыс-самок, получавших 

таблица 3. Изменение массы тела потомства, рожденного от неинбредных крыс после применения лиофилизированной липосомальной 
лекарственной формы борхлорина

Пол Σ доза
Сутки опыта

7 14 21 28 35

Самки

ТД 13,5 ± 1,5 23,5 ± 2,3 36,3 ± 3,8 61,4 ± 5,3 108,7 ± 7,4

10 ТД 11,2 ± 2,0 20,9 ± 3,4 31,5 ± 4,2 64,0 ± 6,0 116,5 ± 8,7

NaCl 16,0 ± 3,2 31,1 ± 3,1 42,7 ± 3,5 72,1 ± 5,8 129,5 ± 8,2

Самцы

ТД 12,5 ± 2,5 23,3 ± 2,9 31,0 ± 5,0 52,9 ± 4,7 103,2 ± 18,9

10 ТД 14,0 ± 1,9 24,1 ± 4,2 40,6 ± 4,7 61,2 ± 5,1 102,7 ± 12,3

NaCl 15,3 ± 2,1 27,3 ± 3,5 39,9 ± 3,9 65,9 ± 4,8 118,2 ± 9,1

Интактный контроль 15,8 ± 3,1 26,8 ± 4,0 35,7 ± 4,2 67,3 ± 5,2 124,8 ± 8,9

Примечание. NaCl – 0,9 % раствор хлорида натрия; ТД – терапевтическая доза.

таблица 4. Результаты наблюдения за физическим развитием потомства, рожденного от неинбредных крыс-самок после применения 
лиофилизированной липосомальной лекарственной формы борхлорина

Показатель
Самки интактный

контроль
Σ доза тд Σ доза 10 тд NaCl

Общее число новорожденных 100 115 100 114

Число мертвых плодов 0 55 30 0

Индекс гибели (%) 0 48 30 0

Число погибших новорожденных 0 10 25 26

Дни гибели новорожденных (сут)  – 1–2 1–2 2–3

Число особей разного 
пола

самцы 50 30 20 42

самки 50 20 25 46

Отлипание ушной раковины (сут) 2–4 2–4 2–4 2–4

Появление первичного волосяного покрова (сут) 4–5 4–5 4–5 4–5

Прорезывание резцов (сут) 6–8 6–9 6–8 6–9

Открытие глаз (сут) 13–14 13–14 13–14 13–14

Опускание семенников (сут) 23–25 24–25 24–25 23–25

Открытие влагалища (сут) 27–29 28–30 27–29 28–30

Средняя масса тела крысят на 35-е сутки (г) 108,7 ± 7,4 116,5 ± 8,7 129,5 ± 8,2 124,8 ± 8,9

Примечание. NaCl – 0,9 % раствор хлорида натрия; ТД – терапевтическая доза.
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ЛЛЛФ борхлорина: в 4 раза у крыс-самок, получав-
ших препарат в ТД и спаренных с интактными 

самцами, по сравнению с контрольными животны-
ми; у крыс-самок, получавших препарат в 10 ТД 

таблица 5. Результаты наблюдения за физическим развитием потомства, рожденного от неинбредных крыс-самцов после применения 
лиофилизированной липосомальной лекарственной формы борхлорина

Показатель
Самцы интактный

контроль
Σ доза тд Σ доза 10 тд NaCl

Общее число новорожденных 115 95 110 114

Число мертвых плодов 0 0 18 0

Индекс гибели (%) 0 0 16 0

Число погибших новорожденных 5 20 10 26

Дни гибели новорожденных (сут) 1–2 1–2 2–3 2–3

Число особей разного 
пола

самцы 60 35 45 42

самки 50 40 37 46

Отлипание ушной раковины (сут) 2–4 2–4 2–4 2–4

Появление первичного волосяного покрова (сут) 4–5 4–5 4–5 4–5

Прорезывание резцов (сут) 6–9 6–8 6–9 6–9

Открытие глаз (сут) 13–14 13–14 13–14 13–14

Опускание семенников (сут) 23–25 23–25 24–25 23–25

Открытие влагалища (сут) 28–30 27–29 28–30 28–30

Средняя масса тела крысят на 35-е сутки (г) 103,2 ± 18,9 102,7 ± 12,3 118,2 ± 9,1 124,8 ± 8,9

Примечание. NaCl – 0,9 % раствор хлорида натрия; ТД – терапевтическая доза.

таблица 6. Результаты патологоанатомического исследования плодов на тератогенное действие, полученных от неинбредных крыс-сам-
цов после введения лиофилизированной липосомальной лекарственной формы борхлорина

Показатель
Самцы интактный

контроль
Σ доза тд Σ доза 10 тд NaCl

Внешний осмотр плодов

Число обследованных плодов 119 120 214 238

Число плодов с анома-
лиями развития

абс. 0 0 0 0

 % 0 0 0 0

Состояние костной системы

Число обследованных плодов 59 60 107 119

Число плодов с анома-
лиями развития

абс. 0 0 0 0

 % 0 0 0 0

Состояние внутренних органов

Число обследованных плодов 60 60 107 119

Число плодов с анома-
лиями развития

абс. 0 0 0 0

 % 0 0 0 0

Примечание. NaCl – 0,9 % раствор хлорида натрия; ТД – терапевтическая доза.
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и спаренных с интактными самцами, количество 
резорбций плодов практически не отличалось от зна-
чений контрольных животных (табл. 8, 9).

Процент постимплантационной гибели плодов 
у интактных крыс-самок, спаренных с самцами, 
получавшими ЛЛЛФ борхлорина в дозах, соответ-
ствующих ТД и 10 ТД, был практически одинаков 
и составлял 11,2 и 8 % соответственно, что более 

чем в 2–2,5 раза превышало процент постимпланта-
ционной гибели плодов контрольных животных. 
Установлена высокая постимплантационная гибель 
плодов у крыс-самок, получавших ЛЛЛФ борхлори-
на в дозе, соответствующей 10 ТД, и спаренных 
с интактными самцами. Процент постимплантаци-
онной гибели плодов у животных в этой группе со-
ставлял 40 %. Постимплантационная гибель плодов 

таблица 7. Результаты патологоанатомического исследования плодов на тератогенное действие, полученных от неинбредных крыс-самок 
после введения лиофилизированной липосомальной лекарственной формы борхлорина

Показатель
Самки интактный

контроль
Σ доза тд Σ доза 10 тд NaCl

Внешний осмотр плодов

Число обследованных плодов 165 122 212 238

Число плодов с анома-
лиями развития

абс. 0 0 0 0

 % 0 0 0 0

Состояние костной системы

Число обследованных плодов 82 61 106 119

Число плодов с анома-
лиями развития

абс. 0 0 0 0

 % 0 0 0 0

Состояние внутренних органов

Число обследованных плодов 83 61 106 119

Число плодов с анома-
лиями развития

абс. 0 0 0 0

 % 0 0 0 0

Примечание. NaCl – 0,9 % раствор хлорида натрия; ТД – терапевтическая доза.

таблица 8. Результаты изучения эмбриотоксического действия лиофилизированной липосомальной лекарственной формы борхлорина 
на неинбредных крысах-самках

Показатель
Самки интактный

контроль
Σ доза тд Σ доза 10 тд NaCl

Количество беременных самок 15 17 20 19

Количество желтых тел* 10,8 12,1 10,3 12,3

Количество мест имплантации* 11,5 12,1 11,1 12,5

Количество живых плодов* 11,0 7,2 10,6 11,9

Количество резорбций 4 2 1 1

Количество мертвых плодов 30 27 3 0

Предимплантационная гибель (%) 0 0 0 0

Постимплантационная гибель (%) 0 40,0 4,5 4,8

Средняя масса тела плодов при вскрытии (г) 5,3 ± 1,7 5,6 ± 1,8 6,6 ± 1,3 7,1 ± 1,2

Краниокаудальный размер (мм) 38,0 ± 8,9 39,0 ± 10,0 40,0 ± 9,7 40,0 ± 5,9

Примечание. NaCl – 0,9 % раствор хлорида натрия; ТД – терапевтическая доза. *Среднее количество на 1 беременную самку.
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у крыс-самок, получавших ЛЛЛФ борхлорина в дозе, 
соответствующей ТД, отсутствовала. Процент по-
стимплантационной гибели плодов у крыс-самок, 
получавших ЛЛЛФ борхлорина в дозе, соответству-
ющей ТД, не отличался от контрольных значений 
(табл. 8, 9).

Установлено отсутствие предимплантационной 
гибели плодов у животных во всех изученных группах 
(см. табл. 8, 9).

Заключение
ЛЛЛФ борхлорина при ежедневном в / в введении 

крысам-самцам в суммарных дозах, соответствую-
щих ТД и 10 ТД, влияет на репродуктивную функцию 
самцов по критериям оценки мужской фертильно-
сти, вызывая снижение способности к оплодотворе-
нию и зачатию и постимплантационную гибель 
плодов (индексы способности к оплодотворению 
и зачатию 75 и 65 %, постимплантационная гибель 
плодов 11,2 и 8 % соответственно).

ЛЛЛФ борхлорина при ежедневном в / в введении 
крысам-самкам в суммарных дозах, соответствую-
щих ТД и 10 ТД, влияет на репродуктивную функцию 
самок по критериям оценки женской фертильности, 
вызывая снижение способности к оплодотворению 
и зачатию и дозозависимую постимплантационную 
гибель плодов (индексы способности к оплодотворе-
нию и зачатию 75 и 85 % соответственно). Препарат 
вызывает постимплантационную гибель плодов толь-
ко у крыс-самок, получавших препарат в суммарной 
дозе 10 ТД (40 %).

ЛЛЛФ борхлорина при ежедневном в / в введении 
крысам-самцам и крысам-самкам в суммарных 

дозах, соответствующих ТД и 10 ТД, не вызывает 
предимплантационную гибель плодов.

Физическое развитие потомства, родившегося 
от интактных самок, оплодотворенных крыса-
ми-самцами, получавшими ЛЛЛФ борхлорина в сум-
марных дозах, соответствующих ТД и 10 ТД, и от ин-
тактных самцов, спаренных с крысами-самками, 
получавшими ЛЛЛФ борхлорина в суммарных дозах, 
соответствующих ТД и 10 ТД, практически не отли-
чалось от физического развития потомства контроль-
ных животных.

Скорость созревания сенсорно-двигательных 
рефлексов в период вскармливания у потомства, 
родившегося от интактных самок, оплодотворенных 
крысами-самцами, получавшими ЛЛЛФ борхлорина 
в суммарных дозах, соответствующих ТД и 10 ТД, 
и от интактных самцов, спаренных с крысами-сам-
ками, получавшими ЛЛЛФ борхлорина в суммарных 
дозах, соответствующих ТД и 10 ТД, не отличалась 
от скорости созревания сенсорно-двигательных реф-
лексов потомства контрольных животных.

Наружный осмотр плодов, исследование голов-
ного мозга, скелета и внутренних органов плодов 
не выявил тератогенного действия ЛЛЛФ борхлори-
на во всех изученных дозах.

ЛЛЛФ борхлорина обладает эмбриотоксическим 
действием, вызывая постимплантационную гибель 
плодов у интактных самок, оплодотворенных крыса-
ми-самцами, получавшими ЛЛЛФ борхлорина в сум-
марных дозах, соответствующих ТД и 10 ТД, 
и у крыс-самок, получавших препарат только в сум-
марной дозе, соответствующей 10 ТД, и спаренных 
с интактными самцами.

таблица 9. Результаты изучения эмбриотоксического действия лиофилизированной липосомальной лекарственной формы борхлорина 
на неинбредных крысах-самцах

Показатель
Самцы интактный

контроль
Σ доза тд Σ доза 10 тд NaCl

Количество беременных самок 15 13 20 19

Количество желтых тел* 7,9 7,2 8,6 12,3

Количество мест имплантации* 8,9 10,0 11,0 12,5

Количество живых плодов* 7,9 9,2 10,7 11,9

Количество резорбций 5 1 0 1

Количество мертвых плодов 15 1 0 0

Предимплантационная гибель (%) 0 0 0 0

Постимплантационная гибель (%) 11,2 8,0 2,7 4,8

Средняя масса тела плодов при вскрытии (г) 6,1 ± 1,9 6,5 ± 1,9 6,8 ± 1,3 7,1 ± 1,2

Краниокаудальный размер (мм) 37,0 ± 8,9 39,0 ± 7,1 39,0 ± 6,9 40,0 ± 5,9

Примечание. NaCl – 0,9 % раствор хлорида натрия; ТД – терапевтическая доза. *Среднее количество на 1 беременную самку.
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Таким образом, по результатам проведенных 
исследований установлено, что ЛЛЛФ борхлорина 
обладает повреждающим действием на репродуктив-
ную функцию самцов и самок и внутриутробное 
развитие плодов (эмбриотоксичность) неинбредных 
крыс по индексу способности к оплодотворению 
и зачатию и по индексу постимплантационной гибе-
ли плодов. Постимплантационная гибель плодов 

в наибольшей степени (40 %) выражена у самок, 
получавших препарат в суммарной дозе, соответству-
ющей 10 ТД, и спаренных с интактными самцами. 
ЛЛЛФ борхлорина не вызывает предимплантацион-
ную гибель плодов, не оказывает тератогенного 
действия, влияния на физическое развитие потом-
ства и скорость созревания сенсорно-двигательных 
рефлексов в период вскармливания потомства.
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ных средств. Часть первая. Под ред. 
А.Н. Миронова. М.: Гриф и К, 2012. 
С. 80–93.
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СПоСоБноСтЬ клеток БеСПиГментной меланомы 
коЖи человека линии MEL IBR/BRAF+ и ее СУБклона 

к роСтУ У иммУнодеФиЦитныХ мыШей BALB/С 
NudE При ПодкоЖной имПлантаЦии

н.в. андронова, л.Ф. морозова, н.м. Сураева, а.а. лушникова, д.в. Филоненко,  
С.м. Ситдикова, и.н. михайлова, е.м. трещалина

ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Сурия Мансуровна Ситдикова suriyasitdikova@yandex.ru

Введение. Лекарственная чувствительность метастатической меланомы кожи (МК) относительно невысока и связа-
на, в том числе, с различной способностью к меланогенезу. Чаще всего (70 % случаев) зависимые от RAF / MEK / ERK 
сигнального пути терапевтически значимые мутации BRAF обнаруживаются именно в беспигментной МК. В коллекции 
линий клеток меланомы человека ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России имеется культура беспигментной МК линии mel Ibr / BRAF+ и ее различные субклоны, в том числе mel Ibr 
ЕЕ / BRAF+, пригодные для создания моделей in vivo, необходимых для завершающего этапа доклинического изучения 
перспективных антимеланомных средств. Адаптация исходной линии и ее субклона направлена на получение такой 
модели.
Цель исследования – адаптация клеток беспигментной МК человека линии mel Ibr / BRAF+ и ее субклона mel Ibr EE / BRAF+ 
к росту у иммунодефицитных мышей Balb / c nude при подкожной (п / к) имплантации.
Задачи. Верификация мутации BRAF-V600Е в клетках изученных МК; определение числа удвоений клеток для расчета при-
вивочной дозы in vivo; оценка прививаемости клеток мышам Balb / c nude при п / к имплантации; изучение динамики роста 
измеряемых п / к опухолевых узлов у мышей Balb / c nude.
Материалы и методы. Для адаптации использованы стабильно перевиваемая клеточная линия беспигментной МК человека 
mel Ibr / BRAF+ и клетки субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+, прошедшие более 30 пассажей в той же среде со сниженным до 5 % 
содержанием телячьей эмбриональной сыворотки. Мутацию V600E в экзоне 15 гена BRAF определяли, выделяя геномную ДНК 
из 3-суточной клеточной культуры с помощью набора «АмплиПрайм® ДНК-сорб-В» по инструкции производителя (ООО 
«НекстБио», Россия). Для поиска соматических мутаций в экзоне 15 гена BRAF использовали полимеразную цепную реакцию 
с соответствующими праймерами. Прививочная доза каждого инокулята была выбрана с учетом числа удвоений клеток, 
которое определяли по отношению количества выросших клеток к количеству рассеянных клеток 1 пассажа. Прививаемость 
клеток оценивали пальпаторно под визуальным контролем, а динамику роста измеряемых п / к опухолевых узлов – с помощью 
морфометрии.
Результаты. Показано, что скорость пролиферации клеток исходной линии беспигментной МК человека mel Ibr / BRAF+  
в 2 раза меньше, чем у ее субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+: за 72 ч число удвоений составляет 3 против 6. При имплантации 
линии mel Ibr / BRAF+ в максимальной для in vivo прививочной дозе 1 × 107 клеток на мышь полная прививаемость не до-
стигнута: опухоль появилась у 1 из 2 мышей. При имплантации субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+ в прививочной дозе 3 × 106 
клеток на мышь прививка состоялась у всех 3 мышей, прививаемость составила 100 %. Измеряемые п / к опухолевые 
узлы изученных МК увеличивались с различной динамикой: в случае mel Ibr / BRAF+ без прогрессивного роста, размер со-
лидного узла составил 120 мм3, а в случае mel Ibr ЕЕ / BRAF+ 1-й пассаж при коротком латентном периоде (5 дней) дал 
прогрессивно увеличивающиеся до более чем 20-кратного размера опухолевые узлы с устойчивым экспоненциальным 
ростом.
Заключение. Адаптационные характеристики к росту in vivo отсутствуют у МК линии mel Ibr / BRAF+ и ярко выражены 
у клеток ее субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+, что свидетельствует о его пригодности для получения солидной опухоли у мышей 
Balb / c nude без предварительного пассирования на мышах. Полученную модель можно рекомендовать для оценки эффектив-
ности многократной цитостатической терапии, направленной в том числе и на мутацию BRAF-V600E и стволовые опухо-
левые клетки.

Ключевые слова: беспигментная меланома человека, линия клеток mel Ibr / BRAF+, субклон mel Ibr ЕЕ / BRAF+, прививаемость, 
динамика роста опухоли
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ABILITy TO ThE GROwTh INTO IMMuNOdEFICIENT BALB/C NudE MICE  
AFTER SuBCuTANEOuS IMPLANTATION OF huMAN AMELANOTIC MELANOMA SKIN CELL LINE MEL  

IBR/BRAF+ ANd ITS SuBCLONE

N.V. Andronova, L.F. Morozova, N.M. Suraeva, A.A. Lushnikova, D.V. Filonenko, S.M. Sitdikova, I.N. Mihailova, H.M. Treshalina

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

Introduction. Drug sensitivity of metastatic skin melanoma (SM) is rather low and bound, including, with various ability to a melano-
genesis. Most often (70 %) dependent on RAF/MEK/ERK of an signal pathway therapeutic significant BRAF of a mutation are found  
in the amelanotic SM. In the N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia сollection of human melano-
ma cell lines is a culture of amelanotic SM mel Ibr/BRAF+ and its various subclones, including, subclone mel Ibr ЕЕ/BRAF+ suitable 
for creation of the models in vivo that are necessary for the final stage of preclinical studying perspective antimelanomа agents. Adapta-
tion to the in vivo growth of these cell cultures is directed to receiving such model. 
Objective. Adaptation of the cell cultures of these SM to the growth at immunodeficient Balb/c nude mice by the subcutaneous implanta-
tion. There were a few positions: BRAF-V600E mutation verification in the cells; definition of number of cell doublings for calculation  
of an implanted dose for in vivo; implantation ability of SM cells into the Balb/c nude mice by s. c. inoculation; investigation of growth 
dynamics of measured s. c. tumor nodules in Balb/c nude mice. 
Materials and methods. For adaptation are used stable transplanted human SM cell of mel Ibr/BRAF+ and the its subclone of mel Ibr 
EE/BRAF+ which passed more than 30 passages in the same environment with the reduced content up to 5 % of fetal serum veal. V600E 
mutation in an exon of the 15 gene of BRAF was defined in SM cells, emitting genomic DNA from 3-day cell culture by means  
of the «AmplyPrime® DNA-sorb-V» set according to the instruction of the producer (NexBio Ltd., Russia). For searching of somatic 
mutations in an exon of the 15 gene of BRAF used polymerase chain reaction with the corresponding primers. Calculation of a implanted 
cell dose of each of SM cells is defined according to number of doubling cells, determined at cultivation by the relation of number  
of the dispelled cells which grew to quantity at a passage. The transplantable ability of the cells was controlled by hands and vision ob-
servation, the characteristics of the growth of subcutaneous tumor nodules with calculating of its dynamics was controlled by a mor-
phometry. 
Results. It was shown, that proliferation level of mel Ibr/BRAF+ was a twice less than at its subclone mel Ibr ЕЕ/BRAF+: in 72 h  
the number of doubling makes 3 against 6. At implantation of the mel Ibr/BRAF+ in the maximal for in vivo inoculated dose of 1 × 107 
cells on mouse the complete transplantable ability was not reached, the tumor left at 1 of 2 mice. At implantation of a subclone of mel Ibr 
ЕЕ/BRAF+ in a vaccinating dose 3 × 106 cells on a mouse the inoculation took place at all 3 mice, 100 % transplantable ability was 
achieved. Measured s. c. tumor nodules of the studied melanomas grew with various dynamics, in case of mel Ibr/BRAF+ without malig-
nant progressive, during of 3 weeks after tumor inoculation a volume of solid tumor nodule was only 120 mm3. In case of subclone mel 
Ibr ЕЕ/BRAF+ of 1st passage at the short latent period (5 days) gave the tumor nodules which are progressively increasing to more 20-
fold size with steady exponential study. 
Conclusion. Adaptation characteristics to the in vivo growth are absent at the mel Ibr/BRAF+ line and are brightly expressed for cells  
of a subclone of mel Ibr ЕЕ/BRAF+ that testifies to its suitability for receiving a solid tumor at Balb/c nude mice without preliminary 
browning on mice. The received model can be recommended for assessment of effectiveness of multiple cytostatic therapy, including for 
BRAF-V600E mutation.

Keywords: human amelanotic melanoma of skin, cell cultures, mel Ibr/BRAF+, subclone mel Ibr ЕЕ/BRAF+, transplanted ability, 
tumor growth dynamics

Введение
В России меланома кожи (МК) относительно 

мало распространена, однако за 2007–2012 гг. абсо-
лютное число заболевших увеличилось на 23 % среди 
мужчин и на 16 % среди женщин, причем 25 % впер-
вые диагностированных опухолей уже имели мета-
стазы [1]. Анализ базы данных Национального ин-
ститута рака США (Surveillance, Epidemiology and End 
Results program, 2006–2010) показывает, что средний 
возраст пациентов на момент постановки диагноза 
составляет 61 год [2].

Лекарственная чувствительность метастатической 
МК относительно невысока и связана с поликлональ-
ным характером и прогрессивным ростом клеточной 
популяции, полиорганным метастазированием и раз-

личной способностью к меланогенезу [3]. Открытые 
в последние годы молекулярные мишени для таргет-
ной терапии МК (BRAF, NRAS, C-KIT, CTLA4 и др.) 
улучшили терапевтическую ситуацию, однако в мень-
шей степени для беспигментой (амеланотической) 
МК [4, 5]. В МК многочисленные механизмы нако-
пленных мутаций сопряжены с активацией синтеза 
молекул адгезии (E- и N-кадгерина, α- и β-интегрина, 
β-катенина, мутации гена рецептора к меланокорти-
ну-1 MC1R), поддерживающих процесс канцероге-
неза [6].

Тем не менее известно, что терапевтически зна-
чимые мутации BRAF, зависимые от сигнального 
пути RAF / MEK / ERK, обнаруживаются в 70 % слу-
чаев именно в беспигментной МК, причем в 89 % 
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из них опухоль имеет толщину менее 1 мм [7]. Уро-
вень смертности составляет почти 80 %, что обу-
словлено высоким метастатическим потенциалом 
опухоли и низким уровнем диагностики именно 
беспигментных форм заболевания. В случае наибо-
лее инкурабельной узловой МК это иллюстрируют 
данные гистологии на фоне малоинформативной 
цитологии. Показано, что только гистологическое 
исследование способно выявить умеренно полиморф-
ные опухолевые меланоциты с ядрами и узким обод-
ком розоватой цитоплазмы, а также субэпидер-
мальный (инфильтративный) рост атипичных 
меланоцитов в виде крупноальвеолярных скоплений 
в беспигментной МК [8]. В результате наших пред-
варительных исследований сделано предположение 
о наличии признаков стволовых клеток у получен-
ного субклона.

Перечисленные факторы позволяют считать 
перспективной разработку новых антимеланомных 
лекарственных средств, направленных на лечение 
беспигментной МК с мутацией BRAF. Последнее 
невозможно без создания адекватных моделей этой 
опухоли in vitro / in vivo. В недавно созданной кол-
лекции линий клеток меланомы человека, получен-
ных и охарактеризованных в ФГБУ «Российский 
онкологический научный центр им. Н.Н.  Блохина» 
(РОНЦ им. Н. Н. Блохина) Минздрава России, 
представлены разнообразные культуры МК, при-
годные для исследований in vitro [9].

Адаптация линий беспигментной МК с терапев-
тически значимой мутацией BRAF-V600E к росту 
у иммунодефицитных мышей направлена на созда-
ние моделей in vivo, необходимых для завершающего 
этапа доклинического изучения перспективных ан-
тимеланомных средств [10, 11].

Целью исследования была адаптация клеток 
беспигментной BRAF-положительной МК человека 
линии mel Ibr / BRAF+ (исходная линия) [12–14] и ее 
субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+ [15], клетки которого 
обладали еще и признаками стволовых опухолевых 
клеток, к росту у иммунодефицитных мышей 
Balb / с nude при подкожной (п / к) имплантации.

Задачи: верификация мутации BRAF-V600E 
в клетках изученных МК; определение числа удвое-
ний клеток для расчета прививочной дозы in vivo; 
оценка прививаемости клеток МК мышам Balb / c 
nude при п / к имплантации; изучение динамики ро-
ста измеряемых п / к опухолевых узлов у мышей 
Balb / c nude.

Материалы и методы
В работе использована стабильно перевиваемая 

клеточная линия МК человека mel Ibr / BRAF+, 
полученная из опухолевого образца метастатиче-
ского узла пациентки с диссеминированной МК. 

Клетки из посевного банка после 30-го пассажа 
культивировали в среде RPMI-1640 с 10 % телячь-
ей эмбриональной сывороткой (ТЭС), 2 ммоль 
L-глутамина, гентамицина, пирувата натрия, ком-
плекса аминокислот и витаминов в разведении  
1:1000 стандартных концентраций этих препара-
тов, выпускаемых фирмой «ПанЭко» (Россия). 
Клетки наращивали в инкубаторе при +37 °С в ат-
мосфере 5 % СО

2 
[12].

Субклон mel Ibr ЕЕ / BRAF+ получен указанным 
ранее методом [15]. Клетки субклона mel Ibr 
ЕЕ / BRAF+, прошедшие более 30 пассажей в той же 
среде со сниженным до 5 % содержанием ТЭС, ис-
пользованы в качестве имплантата.

Динамику роста in vitro отслеживали по скорости 
удвоения клеток каждой культуры за фиксированный 
период времени. Клетки с одинаковой плотностью 
рассеивали по 1 × 104 и одновременно культивирова-
ли в лунках. Через 72 ч подсчитывали прирост кле-
ток. Монослой клеток в лунках обрабатывали раство-
ром Версена, ресуспендировали в 100 мкл ростовой 
среды и добавляли 100 мкл 0,2 % раствора трипано-
вого синего. В полученном объеме подсчитывали 
абсолютное количество клеток в лунках по стандарт-
ному методу, используя камеру Горяева под световым 
микроскопом. Число удвоений (2n) определяли 
по отношению количества выросших клеток (ВК) 
к количеству клеток, рассеянных (РК) при пассаже: 
2n = ВК / РК.

Мутацию V600E в экзоне 15 гена BRAF в клетках 
определяли методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) на матрице геномной ДНК, выделенной 
из 3-суточной клеточной культуры с помощью набо-
ра «АмплиПрайм® ДНК-сорб-В» по инструкции 
производителя (ООО «НекстБио», Россия). Для по-
иска соматических мутаций в экзоне 15 гена BRAF 
использовали следующие праймеры:
BRAF_Ex15BR_For 5’-CTACTGTTTTCCTTTACTTACTACAC-3’
BRAF_Ex15BR_Rev 5’-ATCCAGACAACTGTTCAAACTGATG-3’.

Реакцию амплификации проводили в 25 мкл 
реакционной смеси, содержащей 20 нг ДНК, 2,5 Ед 
Taq-полимеразы, буфер для ПЦР, 3 ммоль хлорида 
магния, по 200 мкмоль каждого из 4 нуклеотидтри-
фосфатов, по 0,3 пмоль прямого и обратного прай-
меров и стерильную деионизированную воду 
до 25 мкл. Использовали следующий режим ПЦР: 
5 мин при +94 °С, затем 35 циклов амплификации 
(денатурация – 30 с при +94 °С, отжиг праймеров – 
30 с при +60 °С, элонгация – 30 с при +72 °С) и фи-
нальная элонгация 5 мин при +72 °С.

После разделения в 2 % агарозном геле полосу, 
соответствующую последовательности экзона 15 
гена BRAF длиной 173 пары нуклеотидов (рис. 1), 
вырезали из геля и выделяли из нее ДНК с помощью 
набора Wizard®PCR Preps DNA Purification System, 
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(Promega, США). Затем ПЦР-продукт секвенирова-
ли на автоматическом секвенаторе ABI PRISM 3100 
(Applied Biosystems, США) по протоколам фир-
мы-производителя. Для анализа результатов ПЦР 
использовали компьютерные программы Chromas 
или GeneMapper. Ранее о наличии мутации BRAF-
V600E в клетках МК mel Ibr и ее субклона mel Ibr EE 
не сообщалось.

Для исследований in vivo использовали поло-
возрелых иммунодефицитных мышей Balb / c nude 
в возрасте 6–8 нед, обоего пола, конвенционального 
содержания [16].

Расчет прививочной дозы каждого инокулята 
определен в соответствии с числом удвоений, кото-
рое определяли эмпирически в соответствии c соот-
ношением количества выросших к количеству рас-
сеянных клеток 1 пассажа (2n = ВК / РК) [17]

Имплантат в виде отмытых от культуральной 
среды 0,9 % раствором натрия хлорида клеток (пас-
саж 0), которые помещали в питательную среду 
№ 199, вводили п / к мышам (n = 2–3) по стандартной 
методике в расчетных прививочных дозах в 0,2 мл 
питательной среды № 199 [18].

Прививаемость клеток оценивали пальпаторно 
под визуальным контролем, динамику роста опухо-
левых узлов под кожей у мышей – с помощью мор-
фометрии. Измеряли индивидуальный (V

0
, V

t
) и вы-

числяли средний объем (V
cp

) опухоли, а также 
скорость роста, которую определяли по соотноше-
нию средних величин V

t
 / V

0
 в малочисленных груп-

пах; об экспоненциальной фазе роста судили 
по V

t
 / V

0
 ≥3,0.

Все манипуляции с имплантацией клеток МК 
человека выполняли под ламинаром (Lamsystems LS 
240.120.00, Россия) с соблюдением асептики и анти-
септики. Манипуляции с лабораторными животны-
ми выполняли с соблюдением требований гуманно-
го обращения, принятых в России [19, 20].

Результаты
В результате ПЦР на матрице геномной ДНК, 

выделенной из клеток беспигментной МК человека 
линии mel Ibr и ее субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+, была 
выявлена мутация 1799T > A, приводящая к замене 
валина на глутаминовую кислоту в кодоне 600 
(V600E) (рис. 1, 2).

Определение числа удвоений показало, что 
за 72 ч клетки линии mel Ibr / BRAF+ прошли 3 удво-
ения, а клетки субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+ – 6 удво-
ений. Соответственно для имплантации мышам 
клеток mel Ibr / BRAF+ была рекомендована макси-
мальная in vivo прививочная доза 1 × 107 клеток 
на мышь, а для имплантации клеток субклона mel Ibr 
ЕЕ / BRAF+ – достаточно небольшая прививочная 
доза 3 × 106 клеток на мышь.

Прививаемость клеток линии mel Ibr / BRAF+

После имплантации 1 × 107 клеток (пассаж 0) у 1 
из 2 мышей на 12-е сутки (латентная фаза) появилась 
пальпируемая опухоль, которая к 20-м суткам роста 
достигла объема (V) 120 мм3 (стабильная фаза). По-
вторная трансплантация была невозможна из-за не-
достатка опухолевого материала. Таким образом, 
неполная прививаемость этой линии клеток с дли-
тельным развитием относительно небольшого 
п / к узла свидетельствует об отсутствии адаптации 
к росту in vivo при использованной прививочной 
дозе.

Прививаемость клеток субклона mel Ibr ее / BRAF+

После имплантации 3 × 106 клеток (пассаж 0) 
мышам (n = 3) на 5-е сутки (латентная фаза) у всех 
мышей появились опухолевые узлы диаметром 
2–3 мм (пассаж 1). На 8-е сутки роста опухолевые 
узлы мышей достигли объемов (V

0
) 16, 25 и 70 мм3  

(V
cp

 = 37 мм3). На 12-е сутки роста опухолевые узлы 
мышей достигли объемов (V

t
) 60, 144 и 324 мм3  

(V
cp

 = 176 мм3), скорость роста (V
t
 / V

0
) составила 4,8, 

что свидетельствует о начале экспоненциальной 
фазы с прогрессивным увеличением объема более 

рис. 1. Анализ продукта полимеразной цепной реакции, соответству-
ющего последовательности экзона 15 гена BRAF, в агарозном геле. 
М – маркер молекулярного веса

200 п.н.

100 п.н.

рис. 2. Анализ мутации BRAF-V600E в клетках беспигментной ме-
ланомы кожи человека линии mel Ibr и ее субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+: 
мутация 1799T > A, приводящая к замене валина (V) на глутамино-
вую кислоту (E) в кодоне 600 (V600E, триплет GTG → GAG), пока-
зана стрелкой

599 600 601
    T V K
   C A G T G A A A T

T > A
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чем в 3 раза за 4 дня. На 17-е сутки роста опухолевые 
узлы мышей достигли объемов (V

t
) 270, 672 

и 1020 мм3 (V
cp

 = 654 мм3), скорость роста (V
t
 / V

0
) со-

ставила 17,7; на 21-е сутки роста опухолевые узлы 
мышей достигли объемов (V

t
) 540, 1120 и 1596 мм3  

(V
cp

 = 1085 мм3), скорость роста (V
t
 / V

0
) составила 

29,3. Увеличение объема более чем в 10 раз в течение 
5 дней свидетельствует о пике экспоненциальной 
фазы роста (табл. 1, 2).

Заключение
Известно, что лекарственная чувствительность 

метастатической МК относительно невысока и свя-
зана, в том числе, с различной способностью к мела-
ногенезу. Чаще всего (70 % случаев) зависимые 
от RAF / MEK / ERK сигнального пути терапевтиче-
ски значимые мутации BRAF обнаруживаются имен-
но в беспигментной МК. В коллекции линий клеток 
меланомы человека ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохи-

на» Минздрава России имеется культура беспигмент-
ной mel Ibr / BRAF+ и ее различные субклоны, в том 
числе mel Ibr ЕЕ / BRAF+, обладающие свойствами 
стволовых опухолевых клеток и пригодные для соз-
дания моделей in vivo, необходимых для завершаю-
щего этапа доклинического изучения перспективных 
антимеланомных средств. Адаптация исходной ли-
нии и ее субклона направлена на получение такой 
модели. Целью исследования была адаптация клеток 
беспигментной mel Ibr / BRAF+ и ее субклона mel Ibr 
ЕЕ / BRAF+ к росту у иммунодефицитных мышей 
Balb / c nude при п / к имплантации.

Результаты исследования показали, что скорость 
пролиферации клеток исходной линии беспигмент-
ной МК человека mel Ibr / BRAF+ в 2 раза меньше, 
чем у ее субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+: за 72 ч число 
удвоений составляет 3 против 6. При имплантации 
линии mel Ibr / BRAF+ в максимальной для in vivo 
прививочной дозе 1 × 107 клеток на мышь полная 
прививаемость не достигнута. При имплантации 
субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+ в прививочной дозе  
3 × 106 клеток на мышь прививка состоялась у всех 
3 мышей, прививаемость составила 100 %. Измеря-
емые п / к опухолевые узлы mel Ibr / BRAF+ не достиг-
ли прогрессивного роста, а 1-й пассаж субклона mel 
Ibr ЕЕ / BRAF+ дал высокую прогрессию с устойчи-
вым экспоненциальным ростом и короткой латент-
ной фазой.

Таким образом, адаптационные характеристики 
к росту in vivo отсутствуют у линии mel Ibr / BRAF+ 
и ярко выражены у клеток субклона mel Ibr 
ЕЕ / BRAF+, что свидетельствует о его пригодности 
для получения солидной опухоли у мышей Balb / c 
nude без предварительного пассирования на мышах. 
По нашему мнению, намного больший объем и бо-
лее высокая скорость роста узлов, при меньшей 
в 3 раза дозе имплантированных клеток субклона 
mel Ibr EE / BRAF+ по сравнению с исходной линией, 
связаны с наличием в данном субклоне большего 
числа клоногенных клеток, что еще раз подтвержда-
ет их причастность к стволовым опухолевым клет-
кам. Полученную модель можно рекомендовать 
для оценки эффективности многократной цитоста-
тической терапии, направленной в том числе и на 
мутацию BRAF-V600E.

таблица 1. Прививаемость клеток беспигментной меланомы кожи 
человека субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+ при подкожной имплантации 
мышам Balb / c nude

Показатели
роста*

объем опухолевого узла (мм3) на сутки после 
имплантации (пассаж 1) 

8 12 17 21

V
cp

37 176 654 1085

V
t
 / V

0
1,0 4,8 17,7 29,3

Примечание. *В малочисленных группах разброс не определяли.

таблица 2. Динамика роста опухолевых узлов субклона меланомы 
человека mel Ibr ЕЕ / BRAF+ при подкожной имплантации мышам 
Balb / c nude

линия меланомы
число 
клеток

на мышь

число
мышей

число 
мышей 

с опухо-
лями

на 12-й 
день

латент-
ный 

период
(дни) 

mel Ibr / BRAF+ 1 × 107 2 1 11

mel Ibr ЕЕ / BRAF+ 3 × 106 3 3 5
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вовлечение аУтоФаГии в ваСкУлоГеннУЮ 
мимикриЮ При меланоме

а.а. вартанян, о.С. Бурова, и.в. Уласов, м.а. Барышникова
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Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Амалия Арташевна Вартанян zhivotov57@mail.ru

Введение. Аутофагия – катаболический процесс удаления отработанных органелл, долгоживущих белков, патогенов и про-
дуктов распада с помощью двумембранных фагосом – сопровождает жизнедеятельность нормальной клетки на протяжении 
всего времени ее существования. Аутофагия обеспечивает выживание клетки в условиях стресса, играет существенную роль 
в защите от инфекций, в развитии аутоиммунных процессов. В последние годы получены доказательства существования 
альтернативной системы кровоснабжения опухоли – васкулогенной мимикрии (ВМ), которая может частично компенси-
ровать недостаток питания и кислорода в условиях гипоксии.
Цель исследования – выявление взаимосвязи между аутофагией и ВМ.
Материалы и методы. В работе были использованы 2D- и 3D-культивирование клеток меланомы, выведенных в клеточную 
линию из операционного материала больных диссеминированной меланомой, электрофорез и вестерн-блот, нокдаун генов с 
помощью малых интерферирующих РНК (small interfering RNA, siRNA), проточная цитофлуориметрия, флуоресцентная 
микроскопия.
Результаты. О базовом уровне аутофагии в клетках меланомы судили по экспрессии LC-3B и флуоресценции монодансилка-
даверина. Оба теста являются маркерами поздней стадии аутофагии. Нами показано, что в клетках меланомы, формиру-
ющих сосудистоподобные структуры (СПС) на матригеле, базовый уровень аутофагии был значительно выше, чем в клетках 
меланомы, не способных участвовать в ВМ. Блокирование аутофагии 3-метиладенином (3-methyladenine, 3-МA) или хлоро-
кином – ингибиторами инициации и терминальной фазы аутофагии – приводило к заметному снижению способности клеток 
меланомы участвовать в ВМ. Полученные результаты были подтверждены siRNA-опосредованным подавлением экспрессии 
гена BECN1, участвующего в инициации аутофагии, и гена ATG5, который считается маркером поздней необратимой ста-
дии аутофагии. Нокдаун генов BECN1 или ATG5 в клетках меланомы mel P снижал уровень белка Вeclin-1 и Atg5 на 70–75 % 
и блокировал формирование СПС на матригеле. Клетки меланомы с нокдауном гена ATG5 меняли форму с веретеноподобной 
на шаровидную, но сохраняли способность мигрировать и узнавать друг друга, формирование СПС не наблюдалось. Низкомо-
лекулярный ингибитор ВМ, ЛХС-1269, заметно снижал базовый уровень аутофагии.
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о том, что активация аутофагии является необходимым условием фор-
мирования СПС. Мы предполагаем, что аутофагия обеспечивает прогрессию опухоли 2 путями: способствуя выживанию 
опухолевых клеток при химио- и радиотерапии и стимулируя процесс формирования васкулярных каналов, доставляющих 
питание и кислород в области опухоли с гипоксией.

Ключевые слова: меланома, аутофагия, васкулогенная мимикрия
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ThE INVOLVEMENT OF AuTOPhAGy IN MELANOMA VASCuLOGENIC MIMICRy

A.A. Vartanian, O.S. Burova, I.V. Ulasov, M.A. Baryshnikova 

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

Introduction. Autophagy, a catabolic process of protein and organelle recycling by transferring defective cytoplasm and organelles into 
double-membraned vesicles to degrade and regenerate materials, plays a critical role in maintaining energy homeostasis. Autophagy 
also protects against stress and infection, participates at the development of autoimmune disease. In recent years, the existence of alter-
native blood circulation system in tumors, vasculogenic mimicry (VM), which can partially compensate the lack of nutrients and oxygen 
under the hypoxic conditions, has been described.
Objective. To elucidate the relationship between autophagy and VM. 
Materials and methods. In this study we used 2D- and 3D-culturing of melanoma cells derived from surgical species of patients with 
disseminated melanoma, electrophoresis and western blot, knockdown of the genes by using small interfering RNA (siRNA), flow cytom-
etry, fluorescence microscopy.
Results. We detected the basal level autophagy by examining the expression of autophagy-specific protein (LC-3B) by flow cytometry 
and cellular immunofluorescence staining by monodancylcadaverine. Both assays are the markers of autophagy late stage. Here we 
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show that the level of autophagy in melanoma cells mel P, participated in capillary-like structures (CLS) formation in matrigel, was 
considerably higher than in mel Me cells which do not involve in VM. To explore the function of autophagy in the ability of melanoma 
cells to form CLS 3-methyladenine (3-МA) or chloroquine – inhibitors of initiation and terminal stage of autophagy – were used. Both 
inhibitors reduced the ability of melanoma cells to engage in VM. The data obtained were confirmed by siRNA-mediated gene silencing 
of BECN1 involved in the initiation of autophagy and ATG5 gene which is considered to be a marker of late stage of autophagy. Knock-
down of BECN1 or ATG5 in mel P melanoma cells reduced the level of protein Вeclin-1 and Atg5 about 70–75 %, and suppressed CLS 
formation in matrigel. Melanoma cells with the ATG5 gene knockdown changed the shape but maintained the ability to migrate and 
recognize each other, the formation of CLS was not observed. Low molecular weight VM inhibitor LCS-1269, significantly reduced  
the basic level of autophagy. 
Conclusion. Our data indicate that autophagy participates in CLS formation, and inhibition of autophagy suppresses CLS formation.  
We suggest that autophagy plays a dual role in the survival and development of tumors: autophagy helps cancer cells against environ-
ment stress and provides a temporary survival pathway by promoting energy regeneration, autophagy also promotes VM formation 
which supplies nutrients and oxygen to less vascularized area of tumor.

Key words: autophagy, melanoma, vasculogenic mimicry

Введение
Аутофагия – процесс, при котором внутренние 

компоненты клетки доставляются внутрь ее лизосом 
и подвергаются в них деградации, – находится в цен-
тре научных интересов более 20 лет. Сформировав-
шись в ходе эволюции как реакция на дефицит пи-
тательных веществ, система аутофагии сегодня 
рассматривается как способ поддержания гомеоста-
за клетки [1, 2]. Аутофагия играет существенную роль 
в выживании клетки в условиях стресса, развитии 
аутоиммунных и воспалительных процессов. С дру-
гой стороны, аутофагия может быть древнейшей 
системой защиты клеток от вторжения извне, так 
как вместе с частью цитоплазмы могут захватываться 
вирусы или другие внутриклеточные паразиты.

При аутофагии de novo формируются специали-
зированные структуры – фагофоры – двумембран-
ные липидные образования, которые изолируют 
подлежащий уничтожению материал и расщепляют 
его в аутофагосоме. Аутофагосома образуется слия-
нием фагофор с лизосомами [3]. Благодаря аутофа-
гии становится возможным расщепление собствен-
ных макромолекул и повторное их использование 
для поддержания нормальной жизнедеятельности 
клетки. Непрерывно работающая система аутофагии 
поддерживает также концентрацию токсичных мета-
болитов клетки на безопасном уровне [4]. В опухоле-
вых клетках аутофагия имеет патологически повы-
шенную активность, и неэффективность 
химио- и радиотерапии во многом связывают с ауто-
фагией [5, 6]. Опухолевые клетки используют ауто-
фагию также для того, чтобы выжить в условиях ги-
поксии [7]. Подобные условия могут возникнуть, 
например, при недостаточном кровоснабжении опу-
холи.

По данным ряда клинических испытаний, анти-
ангиогенные препараты достоверно увеличивают 
общую выживаемость онкологических больных [8]. 

В то же время аккумулируются данные, свидетель-
ствующие о том, что большинство опухолей практи-
чески не отвечают на анти-VEGF терапию (аnti-
vascular endothelial growth factor therapy, anti-VEGF 
therapy – терапия, направленная на блокировку 
фактора роста эндотелия сосудов) [9]. Одной из при-
чин выживаемости опухолевых клеток в условиях 
блокирования ангиогенеза может быть гетероген-
ность кровеносных сосудов. Формирование сосудов 
в опухоли происходит на фоне неконтролируемой 
митогенной стимуляции и измененного внеклеточ-
ного матрикса. Это приводит к замещению эндоте-
лия в сосудах опухолевыми клетками, иногда эндо-
телиальные клетки могут и вовсе отсутствовать. 
Образование опухолевыми клетками васкулярных 
каналов, ограниченных базальной мембраной, в от-
сутствие эндотелиальных клеток и фибробластов 
получило название «васкулогенная мимикрия» (ВМ) 
[10]. Формируют васкулярные каналы опухолевые 
клетки с высокозлокачественным фенотипом, сла-
боагрессивные опухолевые клетки таких структур 
не формируют.

Целью настоящего исследования было получение 
экспериментального подтверждения существования 
взаимосвязи между аутофагией и ВМ. Мы предпола-
гаем, что аутофагия выполняет двойную функцию 
в опухоли: способствует выживанию опухолевых 
клеток при химио- и радиотерапии, а также стиму-
лирует процесс формирования васкулярных каналов, 
что может частично компенсировать недостаточно 
быстрое развитие в опухоли кровеносной микроцир-
куляторной сети.

Материалы и методы
материалы
BECN1 siRNA (small interfering RNA – малая ин-

терферирующая РНК) (sc-29 797), ATG5 siRNA (sc-
41 446), контрольная siRNA (sc-37 007), siRNA Dilu-
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tion Buffer (sc-29527) и антитела к Вeclin-1  
(sc-48341) и Atg5 (sc-133158) были получены от Santa 
Cruz Biotechnology (США). Липофектамин-2000 
(#11668027) был приобретен у Thermo Fisher Scien-
tific (США). Хлорокин (C6628), 3-метиладенин 
(3-methyladenine, 3-МA) (M9281) и монодансилкада-
верин (monodansylcadaverine, MDC) (#D4008) были 
приобретены у Sigma-Aldrich Corporation (США). 
Антитела к LC-3B были получены от Abcam 
(ab51 520) (Великобритания). Вторичные антитела, 
конъюгированные с флуоресцеина изотиоцианатом 
(goat anti-rabbit IgG – козьи антикроличьи иммуно-
глобулины класса G), были получены от AbD Serotec 
(Великобритания) (№ STAT121F). В работе также 
был использован ингибитор ВМ – ЛХС-1269 (ФГБУ 
«Российский онкологический научный центр  
им. Н. Н. Блохина» (РОНЦ им. Н. Н. Блохина) Мин-
здрава России).

культура клеток
В работе использованы клеточные линии мела-

номы mel P, mel Il и mel Ме [11]. Клетки культивиро-
вали в полной среде RPMI-1640, содержащей 10 % 
телячьей эмбриональной сыворотки, 2 ммоль / мл 
глутамина и 0,1 мг / мл гентамицина. В эксперимен-
тах использовали клетки 70–75 % конфлюентности.

3d -культура
100 мкл матригеля (8,7 мг / мл) быстро наносили 

на дно 24-луночного планшета на льду, планшет 
оставляли при комнатной температуре в течение 1 ч 
и затем помещали в CO

2
-инкубатор на 30 мин. Клет-

ки добавляли в количестве 2 × 105 в полной среде 
RPMI-1640 на гелевую матрицу и продолжали инку-
бировать при +37 °C в СО

2
-инкубаторе. Формирова-

ние сосудистоподобной структуры (СПС), которое 
является in vitro тестом ВМ [12, 13], наблюдалось 
через 14–16 ч роста клеток на матригеле.

Электрофоретическое разделение белков
Электрофоретическое разделение белков прово-

дили в полиакриламидном геле по методу Laemmli 
в денатурирующих условиях. Клетки после трансфек-
ции BECN1 siRNA или ATG5 siRNA снимали с куль-
туральных флаконов раствором Версена, промывали 
натрий-фосфатным буфером и гомогенизировали 
в буфере А (200 ммоль / мл маннитола, 70 ммоль / мл 
сахарозы, 5 ммоль / мл пиперазин-N-N»-бис-2-этан-
сульфоновой кислоты (PIPES) с рН 7,5, 1 ммоль / мл 
этилен-бис-оксиэтиленнитрилотетрауксусной кис-
лоты (EGTA) и коктейль ингибиторов протеаз). 
Экстракт белков центрифугировали при 1000 об / мин 
в течение 5 мин для удаления ядер. Супернатант 
(цитоплазматическая фракция) иммунопреципити-
ровали с использованием протеин А-сефарозы, 
конъюгированной с антителами к Вeclin-1 и АTG5, 
в течение 2 ч при +4 °С. Далее центрифугировали при 
2500 об / мин в течение 5 мин для выделения 

иммунокомплекса, сорбированного на бусах протеин 
А-сефарозы, промывали 5 раз буфером Б, содержа-
щим трис-буфер солевой, 20 мкмоль / мл ортованада-
та и коктейль ингибиторов протеаз. Образцы лизи-
ровали в буфере Laemmli кипячением в течение 
4 мин на водяной бане. Белки разделяли электрофо-
ретически при 120 В на полиакриламидном геле 
с 10 % додецилсульфатом натрия. Состав использо-
ванных буферных растворов: концентрирующий 
буфер – 0,5 моль Трис-НCl pH 6,8, 0,4 % додецил-
сульфата натрия; разделяющий буфер – 120 ммоль 
Трис, 1,25 моль глицина и 0,5 % додецилсульфата 
натрия; электродный (трис-глициновый) буфер – 
120 ммоль Трис, 1,25 моль глицина и 0,5 % додецил-
сульфата натрия; буфер для нанесения образцов – 
0,01 % бромфеноловый синий, 200 ммоль Трис-HCl 
pH 6,8, 4 % додецилсульфата натрия, 40 % глицери-
на, 400 ммоль β-меркаптоэтанола.

вестерн-блот
После окончания электрофореза гель, не окра-

шивая, переносили электрофоретически в течение  
1 ч при 80 В на мембрану (EMD Millipore, США). 
По окончании переноса мембрану промывали 
в трис-буфере солевом с 5 % альбумина сывороточ-
ного бычьего для блокирования неспецифического 
связывания белков. Гибридизацию проводили с пер-
вичными антителами к Вeclin-1 или Atg5 в течение 
2 ч при комнатной температуре при качании на шей-
кере. Затем промывали 3 раза по 15 мин в трис-соле-
вом буфере с Твин-20, далее инкубировали 2 ч 
при комнатной температуре cо вторичными антите-
лами, конъюгированными с щелочной фосфатазой, 
и проявляли 5-бром-4-хлор-3-индолилфосфа-
том / нитросиним тетразолием. Состав использован-
ных буферных растворов: трис-солевой буфер – 
390 ммоль глицина, 480 ммоль Трис-HCl pH 7,5, 1 % 
додецилсульфата натрия, 20 % метанола; трис-соле-
вой буфер с Твин-20–0,1 моль Трис-HCl pH 7,5,  
0,2 моль хлорида натрия, 0,1 % Твин-20; альбумин 
сывороточный бычий – 5 % альбумина сывороточ-
ного бычьего в трис-солевом буфере. Для количе-
ственного анализа вестерн-блота была использована 
программа Gel Analysis Software (Syngene, Велико-
британия).

трансфекция клеток меланомы siRNA in vitro
В 24-луночный планшет засевали 50 тыс. клеток 

меланомы в полной среде RPMI-1640 без антибио-
тика. Клетки культивировали в СО

2
-инкубаторе при 

+37 °С в течение 18–24 ч. Предварительно готовили 
смесь (на каждую лунку), состоящую из 80 пмоль 
siRNA (1 мкг) и 1 мкл липофектамина-2000 
в RPMI-1640 без антибиотика и сыворотки, и инку-
бировали при комнатной температуре 20 мин. Клет-
ки меланомы 60–70 % конфлюентности промывали 
средой без сыворотки и антибиотика и инкубирова-
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ли с siRNA и липофектамином-2000 в полной среде 
RPMI-1640 без антибиотика в СО

2
-инкубаторе 

при +37 °С в течение 6–8 ч. Далее среду для транс-
фекции заменяли свежей полной средой RPMI-1640 
и клетки меланомы инкубировали еще 24–36 ч. 
Трансфецированные клетки использовали для иссле-
дования их способности формировать СПС.

определение экспрессии LC-3B
Клетки меланомы (1 × 106 клеток) ресуспендиро-

вали в 3 мл охлажденного 70 % спирта и хранили 
при +4 °С. Перед реакцией окрашивания клетки 
осаждали центрифугированием (7 мин, 500 об / мин). 
Осевшие клетки осторожно пипетировали в 1 мл 
натрий-фосфатного буфера, осаждали центрифуги-
рованием и ресуспендировали в 50 мкл натрий-фос-
фатного буфера, содержащего поликлональные ан-
титела к LC-3B, и инкубировали 30 мин при +4 °С 
в темноте. Клетки отмывали 1 мл натрий-фосфатно-
го буфера от не связавшихся антител, ресуспендиро-
вали в натрий-фосфатном буфере, содержащем вто-
ричные антитела, конъюгированные с флуоресцеина 
изотиоцианатом. Экспрессию LC-3В оценивали 
на проточном цитофлуориметре BD FACSCanto II 
(Becton Dickinson, США). В каждой пробе анализи-
ровали до 10 тыс. событий.

окрашивание клеток MdC
Клетки меланомы в течение ночи инкубировали 

с ингибитором аутофагии – хлорокином или инги-
битором ВМ – ЛХС-1269. Утром среду замещали 
на свежую и добавляли 0,05 ммоль MDC в RP-
MI-1640 без сыворотки, инкубировали 20–30 мин 
при +37 °С в СО

2
-инкубаторе. Далее клетки 3 раза 

промывали ледяным натрий-фосфатным буфером 
и немедленно определяли флуоресценцию на флуо-
ресцентном микроскопе IN Cell Analyzer (GE Health-
care, США).

Результаты и обсуждение
Опухоль для выживания и прогрессии может 

индуцировать частичную трансдифференцировку 
опухолевых клеток в эндотелийподобный фенотип, 
позволяющий формировать васкулярные каналы, 
необходимые для доставки питания и, возможно, 
метастазирования [10]. Исследования последних лет 
указывают на то, что кратковременное блокирование 
аутофагии существенно снижает продолжительность 
жизни опухолевых клеток [14]. Недавно группой 
китайских ученых было показано, что уровень экс-
прессии Beclin-1 в клетках карциномы желудка 
SGC7901, растущих в 3D-культуре, на матригеле, 
значительно выше, чем в тех же клетках, растущих 
в 2D-культуре, на пластике [15]. Этими же авторами 
впервые высказано предположение об участии ауто-
фагии в ВМ при раке клеток эпителиальной ткани 
желудка. Целью нашей работы было выявление 

взаимосвязи между аутофагией и ВМ при меланоме. 
В работе были использованы клеточные линии ме-
тастатической меланомы кожи, выведенные из опу-
холевого материала пациентов, находившихся на ле-
чении в НИИ клинической онкологии ФГБУ «РОНЦ 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России, – mel P 
и mel Il, формирующие СПС на матригеле, и mel Me, 
не способная участвовать в ВМ. Об уровне аутофагии 
в клетках меланомы судили по изменениям, проис-
ходящих в поздней стадии аутофагии, – экспрессии 
LC-3В [16]. Известно, что в поздней cтадии аутофа-
гии – слиянии фагофор с лизосомами – важную роль 
играют белки семейства Atg [17]. Активация аутофа-
гии сопровождается протеолитическим расщеплени-
ем белка LC-3 (Atg8) в изоформу LC-3A. Его конью-
гация с фосфатидилэтаноламином приводит 
к образованию LC-3B формы, которая и встраивает-
ся в мембрану аутофагосомы. В процессе формиро-
вания аутофагосомы участвует только LC-3В изофор-
ма белка. Недавно был предложен новый метод 
для мониторинга аутофагии – окрашивание аутофа-
госом флуоресцентным красителем MDC [18]. Изби-
рательное аккумулирование MDC в аутофагосомах 
посредством специфического взаимодействия с ли-
пидами мембран аутофагосом свидетельствует о пе-
реходе аутофагии в позднюю, необратимую фазу.

На рис. 1 представлены результаты определения 
базового уровня аутофагии в клетках меланомы mel 
P и mel Ме. Видно, что в клетках mel Р, формирую-
щих СПС, базовый уровень аутофагии, определен-
ный как экспрессией LC-3В (рис. 1а, б), так и флуо-
ресценцией MDC (рис. 1в, г), значительно выше, 
чем в клетках mel Me.

Более детальное исследование участия аутофагии 
в формировании СПС показало, что селективный 
ингибитор инициации аутофагии – 3-МA или инги-
битор поздней стадии аутофагии – хлорокин блоки-
руют формирование СПС клетками меланомы mel 
P. В предварительных исследованиях были определе-
ны концентрации обоих ингибиторов, в присутствии 
которых более 95 % клеток меланомы оставались 
живыми. Это условие является необходимым 
для формирования СПС на матригеле: клетки долж-
ны быть живыми, чтобы мигрировать, узнавать друг 
друга, вытягиваться и формировать СПС. Клетки 
mel P в присутствии ингибиторов аутофагии не теря-
ли способность мигрировать, но рисунок структур, 
сформированных на матригеле, заметно отличался 
от геометрии классических СПС (рис. 2а–в). Пред-
ставленные результаты были воспроизведены на дру-
гой клеточной линии меланомы, участвующей 
в ВМ, – mel Il (данные не приводятся) и подтвердили 
выявленную закономерность: ингибиторы аутофагии 
блокируют формирование СПС. Для верификации 
этого феномена нами был осуществлен нокдаун ге-
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нов, участвующих в инициации (BECN1) или терми-
нальной стадии аутофагии (ATG5), с помощью siRNA. 
Белок Atg5 является ключевым компонентом аутофа-
госом [17]. Известно, что комплекс Atg5 + Atg12, 
присоединяя Atg16, приобретает свойство лигазы, 
которая пришивает Аtg8 (LC-3В) к фосфатидилэта-
ноламину мембраны аутофагосом. Клетки меланомы 
mel P трансфецировали BECN1 siRNA с липофекта-
мином-2000. Клетки меланомы, трансфецированные 
контрольной siRNA (sc-37 007) (рис. 3а), на матриге-

ле практически не отличались от контрольных клеток 
mel Р (рис. 3в). SiRNA-опосредованное подавление 
экспрессии BECN1 (в наших экспериментах – на 72 
± 3 %) практически не отражалось на способности 
клеток mel Р участвовать в ВМ (рис. 3б, в), наблюда-
лось лишь вытягивание единичных клеток, которое 
не приводило к формированию СПС. SiRNA-опосре-
дованное подавление экспрессии гена ATG5 приво-
дило к снижению уровня Atg5 на 70 ± 3 % и полно-
стью нивелировало способность клеток меланомы 
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рис. 1. Базовый уровень аутофагии в клетках меланомы mel P и mel Me. Уровень экспрессии LC-3B определяли проточной цитофлуориме-
трией с использованием антител к LC-3B (а, б), уровень аутофагии определяли окрашиванием клеток меланомы флуоресцентным красите-
лем MDC (в, г)

а б вКонтроль 3-Ма Хлорокин

рис. 2. Влияние ингибиторов аутофагии на формирование сосудистоподобных структур на матригеле клетками меланомы mel P:  
а – контроль; б – ингибитор инициации аутофагии 3-МA, 1 ммоль; в – ингибитор поздней стадии аутофагии хлорокин, 20 мкмоль, блоки-
рует формирование сосудистоподобных структур. × 20
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формировать СПС (рис. 3б, г). Клетки меланомы, 
трансфецированные ATG5 siRNA, на матригеле при-
нимали шаровидную форму, но сохраняли способ-
ность мигрировать и узнавать друг друга, формирова-
ние СПС не наблюдалось. Изменение формы клетки 
из веретеноподобной в шаровидную в ответ 
как на фармакологический ингибитор поздней ста-
дии аутофагии – хлорокин, так и на нокдаун гена 
ATG5, указывает на существование связи (возможно, 
опосредованной) между слиянием фагосомы с лизо-
сомой и реорганизацией актина клетки.

Чрезвычайно интересным нам представлялось 
проследить изменения уровня аутофагии в условиях 
блокирования ВМ. Ранее нами был идентифициро-
ван высокоэффективный ингибитор ВМ ЛХС-1269 
[19]. Клетки mel P росли на пластике в течение 16–18 
ч в присутствии 10–7 моль ЛХС-1269 или 20 мкмоль 
хлорокина (не цитотоксические концентрации). 
Об уровне аутофагии судили по экспрессии LC-3B 
(рис. 4а–в). Можно видеть, что экспрессия LC-3B 
в клетках меланомы, которые росли в присутствии 

ингибитора ВМ ЛХС-1269, снижена по сравнению 
с контролем (на 44 ± 2 %). Аналогичная корреляция 
наблюдалась, когда уровень аутофагии определяли 
по окрашиванию клеток флуоресцентным красите-
лем МDС (рис. 4г–е). Хлорокин снижал базовый 
уровень аутофагии на 56 ± 4 %. Заметное снижение 
аутофагии в ответ на блокаду ВМ (сравнимую с хло-
рокином) предполагает, что конститутивно активная 
аутофагия может являться одним из доминирующих 
свойств опухолевой клетки, способной участвовать 
в ВМ. Таким образом, экспериментально подтверж-
дено, что высокий базовый уровень аутофагии явля-
ется обязательным и необходимым условием органи-
зации клеток меланомы в СПС. У нас нет ответа 
на вопрос, как аутофагия может активироваться 
при переходе клетки в агрессивную фазу роста и ка-
кой вклад она вносит в ВМ. Ответ, по-видимому, 
нужно искать в существовании неидентифицирован-
ных еще эндогенных / экзогенных активаторов ауто-
фагии или несогласованности событий в ядре и ци-
топлазме клетки.
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рис. 3. Эффект нокдауна гена BECN1 и гена ATG5 на формирование сосудистоподобных структур клетками меланомы mel Р: а – клетки 
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рис. 4. Влияние специфического ингибитора васкулогенной мимикрии – ЛХС-1269 (10–7 моль) и хлорокина (20 мкмоль) на уровень аутофагии 
в клетках меланомы mel P: а, б – базальный уровень аутофагии определяли проточной флуориметрией; в, г – базальный уровень аутофагии 
определяли окрашиванием клеток флуоресцентным красителем монодансилкадаверином
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Сегодня не известно ни одного физиологическо-
го процесса, аналогичного ВМ, у взрослых или детей. 
Единственным примером ВМ, встречающимся у че-
ловека, является формирование цитотрофобластами 
васкулярных каналов в плаценте в ходе эмбриогене-
за. Полученные нами данные о блокировании ауто-
фагии ЛХС-1269 открывают новые возможности 
ингибирования роста опухоли с минимальным вли-
янием на нормальные физиологические процессы.

Заключение
По-видимому, на ранних стадиях трансформации 

клетки активация аутофагии способствует развитию 
защитного механизма, проявляя противоопухолевый 
эффект. На поздних стадиях заболевания при гипок-
сии или лучевой терапии, или действии противоопу-
холевых препаратов аутофагия используется опухо-
левой клеткой как механизм выживания и может 
стать причиной лекарственной устойчивости и бы-
строй прогрессии опухоли.

В настоящей работе мы показали, что аутофагия 
участвует в формировании СПС на матригеле, которое 
является in vitro тестом ВМ. Эксперименты с исполь-
зованием фармакологических ингибиторов аутофагии 
и siRNA-опосредованным снижением экспрессии 
генов, участвующих в инициации аутофагии или в тер-
минальной ее стадии, подтвердили участие аутофагии 
в ВМ. Другим подтверждением участия аутофагии 
в ВМ явилось снижение базового уровня аутофагии 
в клетках меланомы блокатором ВМ – ЛХС-1269. 
Полученные нами результаты указывают на то, что ау-
тофагия в опухолевых клетках не только поддержива-
ет жизнеспособность клеток в условиях метаболиче-
ского стресса, действия химио- и радиотерапии, 

но и способна стимулировать процесс формирования 
альтернативной системы кровоснабжения опухоли – 
ВМ, которая может частично компенсировать недо-
статочно быстрое развитие в опухоли кровеносной 
микроциркуляторной сети. Становится очевидным, 
что аутофагия – это тот чувствительный индикатор, 
который сигнализирует о высокозлокачественном 
фенотипе опухолевой клетки. Все это подводит нас 
к идее, что для повышения эффективности лечения 
злокачественных новообразований необходимо инги-
бировать аутофагию в опухолевых клетках. И поиск 
блокаторов аутофагии представляется как многообе-
щающий подход к лечению рака.

В настоящее время проходят I и II фазы клини-
ческих испытаний около 20 низкомолекулярных 
ингибиторов аутофагии [20]. Предварительные ре-
зультаты указывают на положительную динамику 
в лечении опухолей. Но нельзя игнорировать тот 
факт, что аутофагия – регулярное избавление от от-
работанного материала и получивших повреждение 
органелл клетки – имеет особенно большое значение 
для клеток нервной системы (нейронов). Когда си-
стема аутофагии работает в этих клетках слишком 
медленно или не безошибочно, это приводит к раз-
витию таких нейродегенеративных расстройств, 
как болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, хо-
рея Гентингтона [21]. Для всех этих патологий харак-
терны медленные, но неотвратимые изменения 
в функционировании головного мозга.

В ближайшие 5–10 лет, скорее всего, мы придем 
к более детальному пониманию процесса аутофагии 
в онкологии, что откроет нам либо новые эффектив-
ные методы терапии, либо позволит улучшить каче-
ство жизни онкологических больных.

Авторы благодарят А. Белявского и Е. Егорова за ценные советы в обсуждении работы. Авторы также 
выражают искреннюю благодарность Д. Хоченкову за помощь в интерпретации результатов по флуоресцент-
ному изображению.
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иЗменение ЭкСПреССии Pd-L1 и Pd-L2 в клеточныХ 
линияХ меланомы человека При воЗдейСтвии 

раЗличныХ лекарСтвенныХ Форм араноЗы  
и «ПУСтыХ» лиПоСом 

а.в. Пономарев, в.а. мисюрин, а.а. рудакова, а.в. мисюрин, м.а. Барышникова
ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Александр Васильевич Пономарев kl8546@yandex.ru

Введение. В последние годы достигнут значительный прогресс в иммунотерапии опухолей, однако пока мало информации 
о влиянии химиопрепаратов на взаимодействие опухоли и иммунной системы. Вызывает интерес вопрос о возможности 
лечения блокаторами PD-1 и его лигандов после химиотерапии.
Цель исследования – изучить изменение экспрессии матричной РНК (мРНК) и поверхностных молекул PD-L1 и PD-L2 в кле-
точных линиях меланомы человека после воздействия лекарственных форм аранозы – лиофилизата для приготовления рас-
твора для инъекций (араноза-лио) и липосомальной, а также «пустых» липосом, не содержащих аранозы.
Материалы и методы. Исследование проводили на 11 клеточных линиях метастатической меланомы человека, 5 из которых 
несли мутацию BRAF. В количественной полимеразной цепной реакции в реальном времени исследовали уровень экспрессии 
генов PD-L1 и PD-L2. В реакции иммунофлуоресценции оценивали экспрессию белков PD-L1 и PD-L2.
Результаты. МРНК PD-L1 и PD-L2 экспрессируется на меньшем уровне в клеточных линиях, имеющих мутации BRAF, 
но различия достоверны только для PD-L2 (p = 0,1373 и p = 0,0207 соответственно). Экспрессия поверхностных белков 
PD-L1 и PD-L2 в необработанных препаратами клеточных линиях детектируется только на клеточных линиях с диким 
типом BRAF. В целом, после воздействия липосомальной аранозы уровень экспрессии мРНК PD-L1 и PD-L2 становится 
значительно ниже (p = 0,0004 и p = 0,0442 соответственно), чем в необработанных линиях. Араноза-лио и «пустые» липо-
сомы в основном привели к увеличению уровня экспрессии PD-L1 (p <0,0001 и p = 0,0005 соответственно) и PD-L2  
(p = 0,0005 и p = 0,0025). Но на отдельных линиях наблюдался противоположный эффект. Изменения экспрессии белков 
PD-L1 и PD-L2 не коррелируют с изменениями уровня экспрессии мРНК. Экспрессия белка PD-L1 после инкубации с липо-
сомальной аранозой повышается по сравнению с необработанными линиями (p = 0,0269), а после воздействия аранозы-лио 
и «пустых» липосом – уменьшается (p = 0,0663 и p = 0,7213 соответственно). Экспрессия белка PD-L2 после воздействия 
липосомальной аранозы значимо не меняется (p = 0,1141), а после инкубации с аранозой-лио и «пустыми» липосомами умень-
шается (p = 0,0021 и p = 0,008).
Выводы. Полученные нами результаты согласуются с данными других исследователей и еще раз подтверждают, что уровень 
мРНК и белков PD-L1 и PD-L2 изменяется при различных воздействиях. Лекарственные формы аранозы, а также «пустые» 
липосомы оказывают разное влияние на экспрессию как мРНК, так и белков PD-L1 и PD-L2.

Ключевые слова: PD-L1, PD-L2, араноза, меланома

DOI: 10.17650/1726-9784-2017-16-2-74-81

ThE INFLuENCE OF ARANOZA dRuG FORMuLATIONS ANd «EMPTy» LIPOSOMES ON ThE EXPRESSION  
OF Pd-L1 и Pd-L2 IN huMAN MELANOMA CELL LINES

A.V. Ponomarev, V.A. Misyurin, A.A. Rudakova, A.V. Misyurin, M.A. Baryshnikova

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

Introduction. In recent years, significant progress has been achieved in immunotherapy of tumors, however, little is known about the 
crosstalk between the tumor and the immune system. It seems reasonable to rise the question of patients treatment with PD-1 and its li-
gands blockers after chemotherapy.
Objective. To investigate the expression of cell surface molecules PD-L1 and PD-L2 both at the mRNA and protein levels in human 
melanoma cell lines after exposure to «Aranoza, lyophilisate for preparation of solution for injections» (aranoza-lio), liposomal formu-
lation of aranoza and «empty» liposomes without aranoza.
Materials and methods. In this study we used 11 melanoma cell lines, 5 of which carried the BRAF mutation. In quantitative poly-
merase chain reaction in real time we investigated the level of PD-L1 and PD-L2 gene expression. Using flow cytometry we evaluated 
the expression of cell surface antigens PD-L1 and PD-L2.
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Results. PD-L1 and PD-L2 mRNA are expressed at a lower level in cells with BRAF mutations, differences were significant only for 
PD-L2 (p = 0.1373 and p = 0.0207 respectively). A high basal level of protein PD-L1 and PD-L2 expression was observed in wild type 
BRAF melanoma cells. After exposure to liposomal aranoza the level of PD-L1 and PDL-2 mRNA expression was significantly reduced 
(p = 0.0004 and p = 0.0442 respectively) in compare to control non-treated cells. It is of interest, aranoza-lio and «empty» liposomes 
increased the expression of PD-L1 (p <0.0001 and p = 0.0005 respectively) and PDL2 (p = 0.0005 and p = 0.0025). Of note, we ob-
served an opposite effect in some melanoma cell lines. Moreover, changes in the expression of proteins PD-L1 and PD-L2 did not cor-
relate with the mRNA level. The expression of PD-L1 protein after incubation with the liposomal aranoza increased dramatically com-
pared to non-treated cells (p = 0.0269). Aranoza-lio and «empty» liposomes decreased the expression of PD-L1 protein (p = 0.0663 
and p = 0.7213 respectively). The protein level of PD-L2 after exposure to liposomal aranoza did not change significantly (p = 0.1141), 
however, aranoza-lio and «empty» liposomes reduced the expression of PD-L2 (p = 0.0021 and p = 0.008). 
Conclusion. These findings are consistent with those of other researchers and confirm that the level of PD-L1 and PD-L2 mRNA and 
protein are modulated after treatment. Also, various drug formulations of Aranoza, as well as the «empty» liposomes, have different ef-
fects on the expression of PD-L1 and PD-L2 mRNA and proteins.

Key words: PD-L1, PD-L2, aranoza, melanoma

Введение
В последние годы значительное развитие полу-

чила иммунотерапия опухолей. Разрешены к приме-
нению или находятся на последних фазах клиниче-
ских испытаний новые иммунотерапевтические 
препараты для лечения меланомы, в том числе бло-
каторы взаимодействия PD-1 с PD-L1 / PD-L2 [1, 2]. 
Данные препараты показывают хорошие результаты 
по сравнению с традиционной химиотерапией опу-
холей [3]. Было замечено, что их эффективность за-
висит от наличия или отсутствия молекулы PD-L1 
в опухоли [4]. В нормальной физиологии система 
PD-L1 / PD-1 играет важную роль в предотвращении 
аутоиммунных реакций. PD-1 обычно экспрессиру-
ется на Т- и В-клетках [5]. PD-1 взаимодействует с 2 
лигандами: PD-L1 (B7-H1, CD274) и PDL2 (B7-DC, 
CD273), которые демонстрируют совершенно разные 
паттерны экспрессии. В норме PD-L1 (CD274) экс-
прессируется на многих популяциях иммунных кле-
ток [6], тогда как PD-L2 (CD273) экспрессируется 
на небольшом уровне в дендритных клетках и акти-
вированных макрофагах [7, 8]. Экспрессия PD-L1 
на уровне матричной РНК (мРНК) высока в нор-
мальных человеческих органах, включая сердце, 
скелетные мышцы, плаценту и легкие [9], однако 
экспрессия белка PD-L1 у здоровых субъектов имму-
ногистохимически [10] не обнаруживается.

Интересно, что белок PD-L1 индуцируется в раз-
личных нелимфоидных клетках, включая эпители-
альные [11, 12] и эндотелиальные [13], в ответ на вос-
палительные цитокины, присутствующие в очаге 
заболевания. Например, в воспаленной коже PD-L1 
экспрессируется в некоторых клетках микрососудов 
и кератиноцитах, но в здоровой коже не обнаружи-
вается [14]. Экспрессия PD-L1 в эпителиальных 
клетках почечных канальцев детектируется у паци-
ентов с почечными заболеваниями, такими как ин-
терстициальный нефрит, волчаночный нефрит 

и IgA-нефропатия. Экспрессия PD-L1 на этих клет-
ках in vitro повышалась после их стимуляции интер-
лейкином-1 альфа, липополисахаридом, фактором 
некроза опухоли альфа, интерфероном гамма или ан-
ти-CD40-антителами [15]. Таким образом, эпители-
альная экспрессия PD-L1 индуцируется воспали-
тельными стимулами как in vitro, так и in vivo [16].

Возможно, иммунологические механизмы, ин-
дуцирующие экспрессию PD-L1, также могут быть 
связаны с лекарственной устойчивостью к химиоте-
рапии. Есть данные, что в некоторых клеточных 
линиях меланомы человека повышалась экспрессия 
поверхностного PD-L1 после выработки резистент-
ности к вемурафенибу в процессе культивирования 
с препаратом [17, 18].

Несмотря на значительные успехи иммунотера-
пии, на сегодняшний день стандартным методом ле-
чения пациентов с метастатической меланомой кожи 
без BRAF / cKIT-мутации остается химиотерапия [19].

Ряд исследований посвящен комбинации тради-
ционной химиотерапии или таргетной терапии с им-
мунотерапией, в частности, изучается влияние хими-
опрепаратов на индукцию противоопухолевого 
иммунитета, что может помочь в выборе оптималь-
ного сочетания препаратов и в итоге улучшить кли-
нический эффект [20–22].

В настоящее время многие комбинации имму-
нопрепаратов с химиопрепаратами находятся еще 
на доклинической стадии исследования. Часто не-
понятно, будет ли химиотерапия способствовать 
иммуногенности опухоли или же, наоборот, окажет 
иммуносупрессивный эффект, который может ни-
велировать положительное воздействие иммуноте-
рапии. Для большинства таких комбинаций требу-
ются тщательные клинические исследования [23].

К числу химиопрепаратов, применяемых для ле-
чения метастатической меланомы, относятся и произ-
водные нитрозомочевины, в том числе араноза. Для 
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лечения меланомы кожи зарегистрирована лекар-
ственная форма аранозы «лиофилизат для приготов-
ления раствора для инъекций» (араноза-лио). В лабо-
ратории разработки лекарственных форм НИИ 
экспериментальной диагностики и терапии опухолей 
(НИИ ЭДиТО) ФГБУ «Российский онкологический 
научный центр им. Н. Н. Блохина» (РОНЦ им. 
Н. Н. Блохина) Минздрава России создана новая ле-
карственная форма аранозы – липосомальная [24, 25]. 
В исследованиях [26, 27] было показано, что липосо-
мальная араноза in vitro оказывает воздействие на кле-
точные линии, устойчивые к аранозе-лио. Было обна-
ружено, что лекарственные формы аранозы 
по-разному воздействуют на клетки меланомы [28, 29].

В связи с этим мы решили изучить влияние 2 
лекарственных форм аранозы – лиофилизата 
для приготовления раствора для инъекций и липосо-
мальной, а также «пустых» липосом, не содержащих 
аранозу, на экспрессию мРНК и поверхностных 
молекул PD-L1 и PD-L2 в клеточных линиях мела-
номы человека.

Материалы и методы

клеточные линии
Исследования проводили на 11 клеточных лини-

ях метастатической меланомы кожи человека: mel 
Cher, mel H, mel Gus, mel BGF, mel Hn, mel Ibr, mel Il, 
mel Is, mel Me, mel Mtp и mel Si, выделенных из опу-
холевого материала больных, проходивших лечение 
в НИИ клинической онкологии ФГБУ «РОНЦ им. 
Н. Н. Блохина» Минздрава России [30]. Клеточные 
линии различались по степени дифференцировки 
и наличию или отсутствию мутаций гена BRAF [31, 
32]. Линии mel Hn, mel Ibr, mel Il, mel Is, mel Si несут 
мутацию BRAF. Клеточные линии культивировали 
в среде RPMI-1640, содержащей 10 % телячьей эм-
бриональной сыворотки, 10 ммоль HEPES, 2 ммоль 
L-глутамина, пенициллин (25 000 Ед) – стрептоми-
цин (25 000 мкг), пируват натрия, 0,1 % раствор ами-
нокислот и 0,1 % раствор витаминов при +37 °C 
в атмосфере 5 % СО

2
 (полная среда). Клетки поддер-

живали в логарифмической фазе роста постоянным 
пересевом культуры через 3–4 дня.

Противоопухолевые препараты
• «Араноза, лиофилизат для приготовления 

раствора для инъекций, 500 мг» (арано-
за-лио) производства филиала «Наукопро-
фи» ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» Мин-
здрава России;

• липосомальная лекарственная форма ара-
нозы (липосомальная араноза), предостав-
ленная лабораторией разработки лекар-
ственных форм НИИ ЭДиТО ФГБУ «РОНЦ 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России.

Кроме лекарственных форм аранозы исследова-
ли воздействие на клетки «пустых» липосом того же 
состава, который использовался для липосомальной 
аранозы.

Клетки инкубировали с лекарственными форма-
ми аранозы в концентрации 0,5 ИК

50
 в течение 24 ч.

Подготовка клеточного материала и выделение 
общей рнк
Клетки снимали с культуральных флаконов 

0,02 % раствором Версена объемом 2 мл, содержа-
щим 0,25 % трипсина. Клетки находились в трипси-
не 2 мин при постоянном наблюдении за их состоя-
нием с помощью микроскопа. Добавляли 10 мл 
буфера STE (0,1 моль натрия хлорида, 1 моль Трис-
HCl pH 8,0, 1 ммоль этилендиаминтетрауксусной 
кислоты) и центрифугировали в течение 5 мин 
при 800 об / мин. Удаляли супернатант, а клеточный 
осадок ресуспендировали в 5 мл 0,9 % раствора на-
трия хлорида и центрифугировали в течение 5 мин 
при 1200 об / мин. Из полученного осадка клеток 
далее выделяли РНК.

Выделение РНК из предварительно обработан-
ных образцов производилось по протоколу, предло-
женному P. Chomczynski и N. Sacchi [33]. Подготов-
ленный клеточный материал лизировали в 0,5 мл 
гуанидин-тиоцианатного буфера (4 моль тиоцианата 
гуанидина, 25 ммоль цитрата натрия, 0,5 % N-лау-
рил-саркозината натрия и 0,1 моль β-меркаптоэта-
нола). Во время лизиса материал пропускали через 
иглу 19G не менее 20 раз. Далее в пробирку добавля-
ли 0,5 мл водонасыщенного фенола (pH 5,2) 
и 0,125 мл раствора ацетата натрия (pH 4,2), встряхи-
вали и добавляли 0,25 мл хлороформа. Полученную 
смесь встряхивали до молочно-белого цвета и цен-
трифугировали в течение 10 мин при 12 000 об / мин 
и охлаждении до +4 °C. После центрифугирования 
отбирали 0,65 мл верхней водной фазы, содержащей 
клеточную РНК, и смешивали ее с 0,65 мл изопропа-
нола. Инкубирование РНК в изопропаноле прово-
дилось в течение 20 ч при температуре –20 °C. После 
инкубирования РНК осаждали центрифугированием 
в течение 10 мин при 12 000 об / мин, удаляли супер-
натант и 2 раза промывали в 80 % этаноле. После 
промывок осадок РНК высушивали в термостате 
в течение 20 мин при +37 °С, растворяли в 20 мкл 
деионизованной воды и измеряли концентрацию 
раствора.

Для синтеза комплементарной ДНК (кДНК) 
с использованием ревертазы брали 2 мкг мРНК, вы-
деленной на предыдущем этапе. Реакцию обратной 
транскрипции проводили с использованием фермен-
та RevertAid Reverse Transcriptase и коммерческого 
набора реактивов (Fermentas, США) в условиях, 
предложенных фирмой-производителем. Для отжи-
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га использовали смесь случайных гексамеров («Син-
тол», Россия). В качестве отрицательного контроля 
использовали рабочую смесь без добавления РНК. 
Пробу доводили до конечного объема 165 мкл деио-
низованной водой.

количественная полимеразная цепная реакция 
в реальном времени
Количественную полимеразную цепную реакцию 

(ПЦР) в реальном времени проводили с использова-
нием 2-кратной реакционной смеси (40 ммоль Трис-
HCl, 100 ммоль хлорида калия, 4 ммоль хлорида маг-
ния, 1 ммоль каждого из 4 дезоксирибонуклеотидов 
и 0,2 ммоль β-меркаптоэтанола) и Taq-полимеразы 
(Fermentas, США). В каждую пробу было добавлено 
5 мкл кДНК, 250 нмоль прямого и 250 нмоль обратно-
го праймеров, и 140 нмоль флуоресцентного зонда. 
Подбор праймеров и флуоресцентных зондов прово-
дили с использованием программы Vector NTI 10 
на основе данных нуклеотидных последовательностей 
генов PD-L1 и PD-L2, доступных на интернет-ресурсе 
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov / pubmed).

В каждом образце был исследован уровень экс-
прессии генов PD-L1 и PD-L2. Уровень экспрессии 
рассчитывали количественно относительно уровня 
экспрессии гена ABL.

Данный эксперимент проводили на приборе DT-
Lite («ДНК-Технология», Россия).

Программа проведения реакций была следую-
щей: предварительная обработка в течение 5 мин 
при +94 °C и 45 циклов денатурации в течение 10 с 
при +94 °C с последующим отжигом праймеров 
и синтезом в течение 12 с при +60 °C.

Для детекции флуоресценции был выбран канал 
Hex. Измерения велись по общепризнанной методи-
ке относительно гена ABL, уровень экспрессии кото-
рого был принят за 100 % [34]. Измерения уровня 
экспрессии проводились в 3 независимых повторах, 
после чего для анализа было рассчитано среднее 
значение. В качестве положительного контроля ис-
пользовали векторы pET-15b, экспрессирующие 
клонированные геномные последовательности. Пра-
вильность синтезированных олигонуклеотидных по-
следовательностей подтверждена секвенированием 
по Сэнгеру на анализаторе ABI Prism 310 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems, США).

реакция иммунофлуоресценции
После 24 ч инкубации с исследуемыми препара-

тами клетки снимали с культуральных флаконов 
раствором Версена и 2 раза отмывали натрий-фос-
фатным буфером. Разносили в пробирки по 50 мкл 
и добавляли по 20 мкл антител к PD-L1 (CD274FITC, 
558 065, BD Pharmingen™) и к PD-L2 (CD273APC, 
557 926, BD Pharmingen™). Инкубировали в течение 

30 мин, после чего 2 раза отмывали в натрий-фосфат-
ном буфере. Подсчет проводили на проточном цито-
флуориметре BD FACSCanto II с использованием 
программного обеспечения BD FACSDiva (Bekton 
Dickinson, США). Измерения проводили в 3 незави-
симых повторах, после чего для анализа было рассчи-
тано среднее значение.

Статистический анализ данных
Для сравнения базового уровня экспрессии 

PD-L1 и PD-L2 между разными группами клеток 
линий меланомы, различающихся по таким призна-
кам, как наличие или отсутствие мутаций гена BRAF 
и степень дифференцировки, использовался одно-
факторный дисперсионный анализ (analysis of varia-
tion, ANOVA). Для сравнения эффектов, оказываемых 
на уровень экспрессии PD-L1 и PD-L2 различными 
формами аранозы, был использован T-критерий  
Уилкоксона для связных выборок. Анализ был прове-
ден в программе STATISTICA версии 7. Различия 
считали достоверными при уровне значимости p <0,05.

Результаты
Клеточные линии метастатической меланомы 

кожи человека инкубировали в течение 24 ч с лекар-
ственными формами аранозы – аранозой-лио и ли-
посомальной, а также с «пустыми» липосомами, 
после чего оценивали изменение экспрессии мРНК 
и белков PD-L1 и PD-L2.

Некоторые клеточные линии – mel Cher, mel Bgf, 
mel Me – имеют высокий базовый уровень мРНК 
PD-L1 или PD-L2 (табл. 1). МРНК PD-L1 и PD-L2 
экспрессируется на меньшем уровне в клетках, име-
ющих мутации гена BRAF, но эти различия были 
достоверны только для PD-L2 (p = 0,1373 и p = 0,0207 
соответственно).

Уровень экспрессии мРНК PD-L1 и PD-L2 не за-
висит от степени дифференцировки клеточных ли-
ний меланомы (р = 0,8922 и р = 0,9582 соответствен-
но) [31].

Определен уровень экспрессии поверхностных 
белков PD-L1 и PD-L2 в клеточных линиях метаста-
тической меланомы человека (табл. 2). Экспрессия 
поверхностных белков PD-L1 и PD-L2 в не обрабо-
танных препаратами клеточных линиях чаще всего 
невысока или отсутствует. Положительная экспрес-
сия хотя бы 1 из исследуемых белков детектируется 
только на 5 линиях из 11 (mel Cher, mel Gus, mel Bgf, 
mel Me, mel Mtp). Интересно, что все клетки, экс-
прессирующие белки PD-L1 или PD-L2, не имеют 
мутации гена BRAF.

Анализ изменения уровня экспрессии мРНК 
PD-L1 и PD-L2 показал, что араноза в разных лекар-
ственных формах оказывает неодинаковые эффекты. 
В целом, после воздействия липосомальной аранозы 
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уровень экспрессии PD-L1 и PD-L2 становится зна-
чительно ниже (p = 0,0004 и p = 0,0442 соответствен-
но), чем в исходных линиях. Но есть исключения: 
в линиях mel Ibr, mel H и mel Gus уровень экспрессии 
гена PD-L1 увеличился. Араноза-лио и «пустые» ли-
посомы в основном привели к увеличению уровня 
экспрессии PD-L1 (p <0,0001 и p = 0,0005 соответ-
ственно) и PD-L2 (p = 0,0005 и p = 0,0025) (рис. 1). 
На отдельных линиях наблюдался противоположный 
эффект (табл. 1).

Араноза-лио и «пустые» липосомы уменьшают 
уровень экспрессии белка PD-L1 в линиях меланомы 
(p = 0,0663 и p = 0,7213 соответственно). Инкубация 
с липосомальной аранозой, напротив, приводит 
к значительному повышению уровня экспрессии 
белка PD-L1 по сравнению с исходными линиями  
(p = 0,0269) (рис. 2а).

Инкубация с аранозой-лио и «пустыми» липосо-
мами уменьшает уровень экспрессии белка PD-L2 (p 
= 0,0021 и p = 0,008). Уровень экспрессии PD-L2 
после воздействия липосомальной аранозы значимо 
не изменился (p = 0,1141) (рис. 2б).

Заключение
Мы обнаружили, что белки PD-L1 и PD-L2 

экспрессируются только на клеточных линиях с ди-
ким типом BRAF. Экспрессия мРНК и белка PD-L1 
и PD-L2 на BRAF-отрицательных линиях достаточ-
но заметно меняется после инкубации клеток 
как с разными лекарственными формами аранозы, 
так и с «пустыми» липосомами, однако изменения 
уровня белка не коррелируют с изменениями уров-
ня мРНК. Учитывая тот факт, что в некоторых 
клеточных линиях «пустые» липосомы значимо 

таблица 1. Изменение экспрессии мРНК PD–L1 и PD–L2 в клеточных линиях метастатической меланомы человека

клеточная 
линия

мутации
BRAF

Экспрессия мрнк,  %

необработанные клетки араноза-лио липосомальная араноза «Пустые» липосомы

Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2

mel Hn + 8,84 0,39 50,00 0,00 10,88 0,00 131,95 0,00

mel Ibr + 0,68 0,63 2,92 3,12 8,84 1,46 1,56 2,06

mel Il + 5,44 0,73 21,76 13,40 7,69 2,92 18,95 15,39

mel Is + 0,63 0,00 0,78 0,01 0,36 0,26 0,90 0,04

mel Si + 1,79 6,25 0,78 0,01 0,36 0,26 0,90 0,04

mel Cher  – 70,71 20,31 123,11 40,61 5,44 1,18 214,35 151,57

mel H  – 11,66 1,10 246,23 174,11 26,79 4,12 6,70 20,31

mel Gus  – 4,12 16,49 0,78 17,68 8,84 7,18 10,88 263,90

mel Bgf  – 12,50 75,79 1,27 107,18 0,96 3,35 12,50 123,11

mel Me  – 23,33 81,23 5,44 17,68 5,08 7,69 7,18 21,76

mel Mtp  – 8,80 13,40 1,46 4,42 0,01 1,67 1,10 1,10

таблица 2. Изменение экспрессии поверхностных белков PD–L1 и PD–L2 в клеточных линиях метастатической меланомы человека

клеточная 
линия

мутации
BRAF

антиген-положительные клетки,  %

необработанные клетки араноза-лио липосомальная араноза «Пустые» липосомы

Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2

mel Cher  – 4,1 2,4 1 0,5 16,2 0,3 2,6 7,4

mel Gus  – 0,7 30,8 1,3 24,8 20,1 2,8 1,3 0,6

mel Bgf  – 4,5 95,5 0,1 98 6,3 1,9 0,7 15,8

mel Me  – 0,8 9,9 0,9 0,7 0,7 1,7 1,9 25,9

mel Mtp  – 2,1 14 1,9 0,2 2,3 1,1 1,1 17,4
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повышают уровень экспрессии мРНК PD-L1 
или PD-L2, становится ясно, что подобные изме-
нения могут быть вызваны не только противоопу-
холевыми химиопрепаратами. Однако мы не можем 
объяснить, какие механизмы задействованы 
при повышении уровня экспрессии мРНК PD-L1 
или PD-L2 под влиянием аранозы-лио или «пу-
стых» липосом.

В схожих исследованиях на клеточных линиях 
меланомы человека отмечена важность сигнальных 
белков MAPK и STAT3 в увеличении уровня экспрес-
сии мРНК и белка PD-L1 при воздействии вемура-
фениба [17, 18] и STAT3 – в поддержании конститу-
тивной экспрессии PD-L1 [35]. Также можно 
отметить, что в экспериментах in vitro на линиях 
плоскоклеточного рака пищевода человека облуче-
ние увеличивало поверхностную экспрессию PD-L1. 
Для плоскоклеточного рака пищевода лучевая тера-
пия является хорошо налаженным лечебным воздей-
ствием и обеспечивает преимущества в выживаемо-
сти [36]. Для молекулы PD-L2 подобных данных 
в литературе не найдено.

В исследовании К. А. Schats и соавт. на 46 образ-
цах метастазов меланомы изучали присутствие по-
верхностного PD-L1 методом иммуногистохимии 

и его мРНК на 21 образце из 46. Данные иммуноги-
стохимии показали высокую корреляцию с данными 
экспрессии мРНК PD-L1. Во всех образцах, где была 
измерена мРНК PD-L1, была обнаружена ее экспрес-
сия на уровне от 1 до 250 % [37]. Эти результаты 
схожи с нашими данными, полученными на клеточ-
ных линиях, не обработанных препаратами. Схожие 
данные по экспрессии PD-L1 были получены на кле-
точных линиях меланомы человека и в работах дру-
гих ученых [17, 18].

Наши результаты подтверждают данные других 
исследователей о том, что уровень мРНК и белка 
PD-L1 в клеточных линиях нестабилен.

Увеличение экспрессии PD-L1 и PD-L2 в опухо-
левых клетках может способствовать защите опухо-
ли от иммунного ответа. В нашем исследовании 
липосомальная форма аранозы не вызывала значи-
тельного повышения уровня экспрессии мРНК 
PD-L1 и PD-L2 в исследованных линиях меланомы 
человека. Мы обнаружили, что, несмотря на повы-
шение уровня экспрессии мРНК PD-L1 или PD-L2 
под действием аранозы-лио или «пустых» липосом, 
экспрессия белков PD-L1 или PD-L2 значимо не по-
вышается, а в большинстве случаев, наоборот, сни-
жается.
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рис. 1. Изменение уровня экспрессии мРНК PD–L1 (А) и PD–L2 (Б) после воздействия исследуемыми препаратами

рис. 2. Изменение уровня экспрессии белков PD–L1 (а) и PD–L2 (б) после воздействия исследуемыми препаратами
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Введение. Гетерогенный ядерный рибонуклеопротеин А1 (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1, hnRNP А1) и другие 
РНК-связывающие белки, участвующие в сплайсинге, играют значительную роль в реализации наследственной информации, 
и их представленность в клетках может сильно меняться при различных заболеваниях, в частности при злокачественных 
опухолях.
Цель исследования – протеомное изучение hnRNP А1 и других РНК-связывающих белков, участвующих в процессах сплай-
синга, в 10 культивируемых линиях человеческих злокачественных и нормальных клеток эпителиального и мезенхимального 
происхождения.
Материалы и методы. Для изучения белковых профилей использовался двумерный электрофорез культивируемых клеточных 
линий аденокарцином (LNCaP, DU-145, PC-3, 769-P), сарком (U2-OS, SK-UT-1B, RD), а также незлокачественных мезен-
химальных клеток (SC5-MSC), миобластов и линии доброкачественной гиперплазии предстательной железы (BPH-1) с по-
следующей масс-спектрометрической идентификацией белковых фракций.
Результаты. Белок hnRNP А1 определялся как мажорный во всех исследованных линиях злокачественных опухолей человека. 
В культивируемых мезенхимальных клетках и нормальных миобластах человека hnRNP А1 присутствовал в существенно 
меньших количествах, чем в опухолевых клетках, и исчезал после индукции дифференцировки миобластов.
Выводы. Повышенное содержание белка hnRNP А1 может свидетельствовать об активном процессе пролиферации клеток, 
в том числе опухолевых. HnRNP А1 и другие белки, участвующие в процессах сплайсинга, представляются перспективными 
объектами для дальнейшего изучения в трансформированных клетках человека.

Ключевые слова: саркома, аденокарцинома, белок hnRNP A1, ядерные белки, протеомика

DOI: 10.17650/1726-9784-2017-16-2-82-90

PROTEOMIC IdENTIFICATION OF hNRNP FAMILy MEMBERS ANd OThER PROTEINS INVOLVEd IN SPLICING 
IN huMAN CuLTuREd CELLS

N.V. Pashintseva, L.S. Eremina, K.V. Lisitskaya, A.V. Ivanov, L.I. Kovalev, M.A. Kovaleva, S.S. Shishkin 

A.N. Bakh Institute of Biochemistry of Russian Academy of Sciences; 33/2 Leninskiy Ave., Moscow 119071, Russia

Introduction. Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP А1) and other RNA-binding proteins involved in splicing partici-
pate in realization of genetic information and can be greatly changed in pathological conditions including tumors.
Objective. Proteomic study of hnRNP A1 and other RNA-binding splicing proteins in 10 human malignant and non-malignant cultured 
cell lines of mesenchymal and epithelial origin.
Materials and methods. Two-dimensional gel electrophoresis of adenocarcinomas (LNCaP, DU-145, PC-3, 769-P) and sarcomas 
(U2-OS, SK-UT-1B, RD) cell lines with following protein identification by matrix-assisted laser desorption ionization mass spectrome-
try have been carried out. 
Results. HnRNP А1 has been identified as an abundant protein in all studied malignant cell lines. It has been revealed in lower amount 
in normal mesenchymal cells compared to malignant cultured cells and achieved undetectable levels in myoblasts after induction of 
differentiation. 
Conclusion. High cellular level of hnRNP А1 can suggest high proliferative activity of cells including malignant those. Hence, hnRNP 
А1 and other RNA-binding splicing proteins hold promise to its further investigation in human transformed cells. 

Key words: sarcoma, adenocarcinoma, protein hnRNP A1, nuclear proteins, proteomics
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Введение
Сплайсинг является одним из ключевых этапов 

в реализации генетической информации. Принци-
пиальным условием для вовлечения в сплайсинг 
первичных РНК-транскриптов в эукариотических 
клетках является их связывание со специальными 
белками и образование гетерогенных ядерных  
рибонуклеопротеинов (heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins, hnRNP) [1]. HnRNP, содержащие 
специальные РНК-связывающие домены и мотивы 
(RNA-recognition motifs, RRM), наряду со структур-
ной (гистоноподобной) функцией обладают и более 
тонкой функциональной специализацией. В насто-
ящее время они считаются (наряду с малыми ядер-
ными РНК) «ключевыми игроками» процессинга 
РНК (включая альтернативный сплайсинг) и пост-
транскрипционной регуляции генной экспрессии 
[2]. Большинство из белков hnRNP способны 
не только связывать молекулы РНК и участвовать 
в сплайсинге, но и выполнять ряд других важных 
функций. Так, они участвуют в регуляции длины 
теломерной ДНК [3], контроле синтеза миелина [4], 
формировании сердечной мышцы [5] и гладких 
мышц [6] на ранних стадиях эмбриогенеза. Семей-
ство hnRNP включает 16 главных и 19 минорных 
белков, многие из которых характеризуются как по-
всеместно встречающиеся (в том числе и hnRNP А1), 
однако их представленность в клетках может сильно 
меняться при различных патологических состояниях, 
в частности, при опухолевой трансформации [7]. 
Имеются доказательства вовлеченности отдельных 
hnRNP в процессы канцерогенеза, прогрессирования 
и метастазирования опухолей эпителиального про-
исхождения. Например, повышенную продукцию 
белка hnRNP А1 связывают с опухолевой трансфор-
мацией клеток толстого кишечника и высокой инва-
зивностью клеток гепатокарциномы [8, 9]. Данные 
о белках hnRNP в опухолевых клетках мезенхималь-
ного происхождения ограничены [10].

Надо отметить, что, хотя hnRNP широко пред-
ставлены в клетках человека, данные об их исследо-
вании протеомными методами в различных типах 
нормальных и злокачественных клеток крайне огра-
ничены [10, 11]. Известно, что культивируемые клет-
ки человека представляют собой удобные модели 
для изучения молекулярных механизмов нормальной 
клеточной дифференцировки и ее нарушений в зло-
качественных опухолях разного происхождения. 
Для решения подобных задач, включающих иденти-
фикацию представителей отдельных белковых се-
мейств, широко используются протеомные техноло-
гии [12]. Целью данной работы стало протеомное 
исследование hnRNP и других РНК-связывающих 
белков, участвующих в процессах сплайсинга, в 10 
линиях культивируемых человеческих злокачествен-

ных и нормальных клеток эпителиального и мезен-
химального происхождения (линий аденокарцином 
и сарком, а также незлокачественных мезенхималь-
ных клеток).

Материалы и методы
клеточные линии и их культивирование
Материалом для исследований послужили линии 

аденокарцином предстательной железы LNCaP (по-
лучена от д. б. н. И. Г. Шемякина, ФБУН «Государ-
ственный научный центр прикладной микробиоло-
гии и биотехнологии», Россия), DU-145, BPH-1, 
PC-3 (получены из German Collection of Microorgan-
isms and Cell Cultures GmbH, Германия), 769-Р (полу-
чена из American Type Culture Collection, США), 
рабдомиосаркомы RD (получена из НИИ вирусоло-
гии им. Д. И. Ивановского РАМН), лейомиосаркомы 
SK-UT-1B и остеомиосаркомы U2-OS (получены 
из Института цитологии РАН). Кроме того, в работе 
анализировали белки нормальных миобластов [13] 
и мезенхимальных стволовых клеток человека SCS-
MSC (получены из Российской коллекции клеточных 
культур позвоночных Института цитологии РАН).

Для выращивания клеток линий LNCaP, DU-145, 
769-P, BPH-1, PC-3 и U2-OS использовали среду 
RPMI-1640 с добавлением 10 % телячьей эмбриональ-
ной сыворотки (ТЭС), гентамицина и L-глутамина. 
Клетки линии SK-UT-1B культивировали в среде 
Игла МЕМ, а RD и мезенхимальные клетки – в среде 
DMEM, содержащей L-глутамин, гентамицин и ТЭС. 
Клетки миобластов культивировали в среде F-12. 
С целью инициирования процесса дифференцировки 
проводилось инкубирование миобластов в среде, со-
держащей 2 % лошадиной сыворотки. Все реагенты 
для культивирования были произведены в фирмах 
«ПанЭко» (Россия) и Biowest (Франция). Выращива-
ние клеток производилось с использованием культу-
рального пластика фирм Costar Group (США) и Nunc 
(Дания) в СО

2
-инкубаторе фирмы Sanyo Electric Co. 

(Япония). Манипуляции, требующие стерильных 
условий, выполнялись в ламинарном шкафу II класса 
защиты фирмы Jouan Robotics (Франция). После до-
стижения необходимой биомассы (10–20 × 106 клеток) 
выращенные клетки механически снимали с поверх-
ности матрасов, предварительно проинкубировав 
в бессывороточной среде в течение 1 ч при темпера-
туре +4 °С, чтобы смыть с поверхности клеток адсор-
бированные белки сыворотки, использованной 
при культивировании. Полученные препараты клеток 
до проведения протеомного анализа хранили при тем-
пературе –70 °С.

Экстракция клеточных белков и получение ядер-
ных белков

Для экстракции белков препараты выращенных 
клеток гомогенизировали в 200 мкл традиционного 



84 Оригинальные статьи

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  2'2017  ТОм 16    vol. 16

лизирующего раствора, который содержал 9 моль 
мочевины и 2 % амфолинов рH 3,5–10,0, а также 
неионный детергент и восстановитель дисульфидных 
групп. Для последующего проведения двумерного 
электрофореза использовали лизирующий раствор 
с добавлением 2 % Тритона Х-100 и 5 % β-меркапто-
этанола [14].

Для получения ядерных белков культивируемые 
клетки суспендировали в фосфатно-солевом буфере 
и разрушали в мягких условиях (добавление Тритона 
Х-100 до конечной концентрации 1 % и проведение 
нескольких циклов замораживания – оттаивания), 
затем центрифугированием осаждали клеточные 
ядра и 3-кратно промывали их фосфатно-солевым 
буфером.

двумерный электрофоретический анализ белков
Для разделения белков использовался двумерный 

электрофорез с проведением неравновесного изо-
электрофокусирования (ИЭФ) в собственной мо-
дификации метода О»Фаррелла [14], которое про-
водилось в градиенте рН в стеклянных трубках  
(2,4 × 180 мм), заполненных 4 % полиакриламидным 
гелем (ПААГ), приготовленным на 9 моль раствора 
мочевины с 2 % Тритона Х-100 и 2 % смеси амфоли-
нов. В основных экспериментах использовали амфо-
лины рН 5–7 и 3,5–10,0 в соотношении 4 : 1, 
а для уточнения распределения белков в краевых 
зонах в ряде экспериментов применяли амфолины 
рН 4–6 (или 7–9) и 3,5–10,0 в том же соотношении. 
Белковые экстракты (100–150 мкл) наносили 
на «кислотный» край геля. ИЭФ проводили в прибо-
ре фирмы Bio-Rad Laboratories (США), модель 175, 
при 2400 В / ч суммарно на каждую колонку ПААГ. 
После ИЭФ колонки ПААГ использовали для фрак-
ционирования во 2-м направлении, проводившегося, 
как в 1-м варианте. Далее эта модификация, отличав-
шаяся по условиям фракционирования от классиче-
ской NEPHGE-модификации, будет обозначена 
как NPGE (nonequilibrium pH gradient electrophore-
sis – неравновесный электрофорез в градиенте pH). 
На каждую клеточную линию получалось от 4 (ме-
зенхимальные стволовые клетки) до 50 и более (ли-
ния DU-145) двумерных электрофореграмм (ДЭ).

Визуализацию белков окрашиванием Кумасси 
бриллиантовым голубым R-250 и нитратом серебра 
с последующим анализом полученных ДЭ выполня-
ли, как описано ранее [14], с небольшими модифи-
кациями. Для определения молекулярных масс (Мм) 
белковых фракций использовали набор рекомби-
нантных белков «SM0671» Мм = 10–170 кДа 
(Fermentas, США). Денситометрию ДЭ проводили 
после сканирования (сканер Epson Expression 1680) 
и получения цифровых изображений с помощью 
специализированного пакета программ ImageMaster 
2D Platinum 7.0 (GE Healthcare, США).

идентификация белков методами масс-спектро-
метрии

Выделение белковых фракций на пластинах ПА-
АГ, гидролиз трипсином и экстракцию пептидов 
для идентификации белков с помощью времяпролет-
ной масс-спектрометрии с ионизацией на матрице 
(matrix assisted laser desorption / ionization time-of-flight 
mass spectrometry, MALDI-TOF MS) проводили, 
как описано ранее [12], с небольшими модификаци-
ями. Образец (0,5 мкл) смешивали на мишени с та-
ким же объемом раствора 20 % ацетонитрила, содер-
жащего 0,1 % трифторуксусной кислоты и 20 мг / мл 
2,5-дигидроксибензойной кислоты (Sigma-Aldrich, 
США), и высушивали на воздухе. Масс-спектры по-
лучали на MALDI-TOF-масс-спектрометре Reflex III 
(Bruker, США) с ультрафиолетовым лазером (336 нм) 
в режиме положительных ионов в диапазоне Мм 
от 500 до 8000 Да. При MS / MS-анализе масс-спектры 
фрагментов регистрировали на масс-спектрометре 
в тандемном режиме при детекции положительных 
ионов. Фрагментация ионов индуцировалась подачей 
гелия в область начального участка траектории сво-
бодного дрейфа ионов (давление инертного газа  
2 × 10–7 Па). Погрешность измерения масс-фрагмен-
тов для MS и MS / MS не превышала 0,005 % (50 ppm). 
На масс-спектре присутствовали только сигналы 
С-концевых фрагментов пептида, претерпевших раз-
рыв по пептидной связи (y-ионы). Идентификацию 
белков проводили с помощью программы Mascot, 
опция Peptide Fingerprint (Matrix Science, США) с ис-
пользованием программного обеспечения FlexAnal-
ysis Software (Bruker Daltonics GmbH, Германия) 
и поиском различных модификаций с помощью 
программы BioTools в базе данных NCBInr.

Результаты
На типичных ДЭ клеточных линий при окраске 

нитратом серебра регистрировалось 550–600 фрак-
ций, подавляющее большинство которых распреде-
лялось в диапазоне Мм от 170 до 10 кДа. Использо-
ванная модификация NPGE обеспечивает 
достаточно высокое разрешение фракционирования, 
в том числе и щелочных белков с pI >8,70. Среди 
белков с pI >8,70, идентифицированных на всех ДЭ 
культивируемых клеток опухолей человека, оказа-
лись как минимум 2 изоформы белка hnRNP А1, 
эукариотический фактор элонгации трансляции 
альфа-1 (eukaryotic translation elongation factor 1 
alpha 1, EEF1A1) и сплайсинг-фактор, богатый про-
лином и глутамином (splicing factor proline- and 
glutamine-rich, SFPQ) (рис. 1).

На рис. 2 представлены отдельные фрагменты ДЭ 
белков из клеток 3 аденокарцином и 3 сарком, на ко-
торых обозначен hnRNP А1. Как видно из рис. 2, 
белок hnRNP А1 на всех ДЭ культивируемых клеток 
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злокачественных опухолей был представлен в виде 
нескольких изоформ и выявлялся даже при окраши-
вании ДЭ Кумасси бриллиантовым голубым R-250, 
что свидетельствует об относительно большом коли-
честве этого белка в исследуемых биологических 
образцах. Таким образом, белок hnRNP А1 можно 
рассматривать как мажорный в опухолевых клетках. 
При компьютерной денситометрии самый высокий 
уровень белка hnRNP А1 определялся в лейомиосар-
коме SK-UT-1B. Результаты идентификации hnRNP 

А1 в различных клеточных линиях представлены 
в табл. 1. В качестве примера в табл. 1 приведены 
характеристики всех выявленных изоформ hnRNP 
A1 в линии 769-Р.

Фракция hnRNP А1 на ДЭ мезенхимальных кле-
ток выявлялась в существенно меньших количествах, 
чем в опухолевых клетках (рис. 3, а). В культивируе-
мых миобластах человека фракция белка hnRNP А1 
также выявлялась в меньшем количестве, чем в опу-
холевых клетках, причем она визуализировалась 
только на ДЭ клеток в стадии активной пролиферации 
и отсутствовала на гелях, где миобласты находятся 
в стадии дифференцировки (рис. 3, б и в). В миобла-
стах и мезенхимальных стволовых клетках данная 
фракция выявлялась только на ДЭ, окрашенных ни-
тратом серебра, и не определялась на ДЭ, окрашенных 
Кумасси бриллиантовым голубым R-250. Корректное 
сравнение содержания белка hnRNPA1 в нормальных 
мезенхимальных клетках и клеточных линиях злока-
чественных опухолей человека при денситометрии 
ДЭ, окрашенных нитратом серебра, не представля-
лось возможным, так как интенсивность окраски 
нитратом серебра зависит не только от количества 
белка в геле, но в значительной степени и от времени 
экспозиции красителя. Тем не менее, повышенное 
содержание белка hnRNP А1 свидетельствует об ак-
тивном процессе пролиферации в клетках.

В большинстве исследованных клеточных ли-
ний белок hnRNP А1 был представлен сплай-
синг-вариантом А1-А с экспериментальной Мм 
33–36 кДа. В то же время фракция hnRNP А1, об-
наруженная в мезенхимальных стволовых клетках 
человека, по электрофоретическим характеристи-
кам и результатам масс-спектрометрической иден-
тификации, вероятнее всего, соответствовала изо-
форме 2 hnRNP А1 (P09 651–3 по каталогу 

рис. 2. Фрагменты двумерной электрофореграммы белков из культивируемых клеток 3 линий аденокарцином и 3 линий сарком, окраска 
Кумасси бриллиантовым голубым R-250: а – линия DU-145; б – линия 769-Р; в – линия LNCaP; г – линия U2-OS; д – линия RD; е – линия 
SK-UT-1B; 1 – фракция белка hnRNP А1; 2 – фракция глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназы (в качестве реперной точки)
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рис. 1. Двумерная электрофореграмма РНК-связывающих белков 
из культивируемых клеток линии DU-145, окраска нитратом сере-
бра: HSPD1– шаперонин 60; TCP1 – белок Т-комплекса 1 альфа; 
HNRPH1 – гетерогенный ядерный рибонуклеопротеин H1; 
HNRPH1ei – электрофоретическая изоформа гетерогенного ядерно-
го рибонуклеопротеина H1; TCTP – фортилин; GAPDH – глицераль-
дегид-3-фосфат-дегидрогеназа; SFPQ – cплайсинг-фактор, богатый 
пролином и глутамином; PABPC1 – полиаденилат-связывающий 
белок 1; EEF1A1 – эукариотический фактор элонгации трансляции 
альфа-1; HNRNPA1 – гетерогенный ядерный рибонуклеопротеин А1
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UniProt). Эта изоформа, о существовании которой 
на белковом уровне нет информации в базах дан-
ных и литературе, имеет расчетную Мм 29,4 кДа 
и отличается от изоформы А1-А отсутствием по-
следовательности с 203-го аминокислотного остат-
ка (а. о.) по 255-й а. о. Обнаруженная нами изо-

форма hnRNP А1 имела экспериментальную Мм 
около 29 кДа (рис. 3а).

Практически во всех изученных клеточных лини-
ях были выявлены различающиеся по значениям pI 
электрофоретические изоформы белка hnRNP А1, 
существование которых, скорее всего, обусловлено 

таблица 1. Результаты масс-спектрометрической идентификации hnRNP A1 в исследуемых клеточных линиях

клеточная линия
название белка  

(обозначение гена) 
номера в Protein 
NCBI / uniProt

S / M / C*
мм, кда / pI 

(эксп.)**
мм, кда / pI  
(расчет.)***

DU-145

Гетерогенный ядерный рибо-
нуклеопротеин A1 (hnRNP A1) 

47 939 618 / P09 651

164 / 16 / 57 34,00 / 9,70

34,20 / 9,28

769-Р
495 / 45 / 83
960 / 54 / 97
405 / 49 / 84

34,00 / 9,20
34,00 / 9,25
34,00 / 9,30

LNCaP 195 / 20 / 41 33,00 / 9,15

U2-OS 235 / 26 / 66 34,00 / 9,70

RD 136 / 14 / 40 34,00 / 9,35

SK-UT-1B 266 / 68 / 66 34,00 / 9,35

SC5-MSC 349 / 33 / 79 29,40 / 9,35

Миобласты 216 / 6 / 21 34,00 / 9,38

*S / M / C – традиционные показатели идентификации, принятые в англоязычной литературе: Score – показатель соответствия 
или «счет очков»; Match peptides – количество совпавших пептидов; Coverage –  % покрытия полной аминокислотной последователь-
ности белка выявленными пептидами. **Мм / pI (эксп.) – значения определены экспериментально по электрофоретическим характери-
стикам; Мм – молекулярная масса белка в кДа, pI – изоэлектрическая точка этого белка. ***Мм / pI (расчет.) – значения рассчитаны 
по аминокислотным последовательностям из базы данных UniProt с помощью программы Compute pI / Mw ExPASy с учетом удаления 
сигнального пептида, но без учета других постсинтетических модификаций.

рис. 3. Фрагменты двумерной электрофореграммы белков культивируемых незлокачественных клеток мезенхимального происхождения, 
окраска нитратом серебра: а – стволовые мезенхимальные клетки (SC5-MSC); б – культивируемые миобласты (нулевой день, стадия ак-
тивной пролиферации); в – культивируемые миобласты (6-й день, стадия дифференцировки). PABPC1 – полиаденилат-связывающий белок 1; 
PABPC2 – полиаденилат-связывающий белок 2; GAPDH – глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа; HNRNPA1 – гетерогенный ядерный 
рибонуклеопротеин А1
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наличием каких-либо посттрансляционных модифи-
каций, например, фосфорилирования. Прицельный 
анализ выявленных пептидов этого белка в различных 
линиях клеток человека не позволил обнаружить сай-
тов фосфорилирования. Однако в ходе масс-спектро-
метрического анализа электрофоретических изоформ 
белка hnRNP А1 в линии аденокарциномы почки 
769-Р удалось выявить ряд посттрансляционных мо-
дификаций, не встречавшихся в других линиях адено-
карцином и сарком. В частности, диметилирование 
по аргинину было обнаружено сразу в нескольких 
выявленных пептидах, экспериментальная Мм кото-
рых отличалась от расчетной на 28 Да. По результатам 
тандемной масс-спектрометрии такая посттрансля-
ционная модификация была подтверждена в 4 поло-
жениях: 194, 206, 218 и 225, соответствующих амино-
кислотному остатку аргинина (показатели Score 114, 
49, 140 и 116 соответственно). Тем не менее эта моди-
фикация вряд ли существенно влияет на изоэлектри-
ческую точку белка и в полной мере не может объяс-
нять появление нескольких изоэлектрофоретических 
изоформ. Кроме hnRNP А1 в исследованных клеточ-
ных линиях были идентифицированы и другие пред-
ставители семейства hnRNP, в частности, в клетках 
рака предстательной железы линии LNCaP удалось 
обнаружить hnRNP A2B1 и hnRNP G, в клетках PC-
3 – hnRNP A2B1, в клетках доброкачественной гипер-
плазии предстательной железы BPH-1 – hnRNP А3, 
hnRNP G и hnRNP H1. Следует отметить, что в иссле-
дуемых злокачественных клетках был найден сплай-
синг-фактор SFPQ – белок, выполняющий важные 
функции при реализации генетической информации 

[15–17] и, возможно, вовлеченный в возникновение 
и прогрессию злокачественных опухолей [18, 19]. 
Полученные нами данные свидетельствуют о том, 
что белок SFPQ может представлять интерес как по-
тенциальный биомаркер злокачественных опухолей, 
в том числе мезенхимального происхождения [20]. 
В клетках рака предстательной железы линий LNCaP 
и РС-3 были найдены такие участники процессов 
сплайсинга, как полиаденилат-связывающий белок 1 
(polyadenylate-binding protein cytoplasmic 1, PABPC1) 
и белок NUDT21 (nudix (nucleoside diphosphate linked 
moiety X) – type motif 21). Ранее было показано, 
что подавление экспрессии гена, кодирующего белок 
NUDT21, способствует подавлению опухолевых лим-
фобластов [21]. В ряде клеточных линий, выведенных 
из злокачественных опухолей (LNCaP, OKP-GS 
и RD), были идентифицированы 2 белка теплового 
шока НSPB1 (HSP 27) и HSPB5, стресс-индуцируемое 
фосфорилирование которых, по данным литературы, 
приводит к их ассоциации с ядерными пятнышками 
(nuclear speckles) – крупными субъядерными домена-
ми, вовлеченными в сплайсинг РНК [22, 23].

В связи с широким динамическим диапазоном 
и сложным составом клеточных протеомов на общих 
ДЭ многие фракции ядерных белков оказываются 
минорными или не выявляются вовсе. Поэтому 
в данной работе было проведено параллельное изу-
чение белков в препаратах ядер, полученных из куль-
тивируемых клеток аденокарцином и рабдомиосар-
комы. С помощью протеомного анализа в препаратах 
ядерных белков при окраске нитратом серебра обыч-
но удавалось детектировать более 400 белковых 
фракций. Типичная ДЭ белков из препаратов ядер-
ных белков клеток DU-145 показана на рис. 4, 
и на ней отмечены те из идентифицированных бел-
ков, которые имеют отношение к процессу сплай-
синга мРНК. Шесть из них оказались различными 
представителями семейства hnRNP, еще 2 были 
идентифицированы как изоформы белка SFPQ  
(табл. 2). Протеомное изучение ядерных белков кле-
ток RD также позволило обнаружить белки SFPQ 
(S / M / C 192 / 15 / 28), hnRNP A1 (2 изоформы с S / M / C 
241 / 21 / 61 и 192 / 18 / 56) и A2 / B1 (2 изоформы 
с S / M / C 235 / 23 / 55 и 278 / 27 / 56), а кроме того, 2 изо-
формы белка hnRNP С1 / С2 (S / M / C 144 / 13 / 32 
и 121 / 13 / 29). Проведенный анализ публикаций, за-
регистрированных в базе данных PubMed, не выявил 
сообщений об обнаружении большинства белков 
семейства hnRNP, перечисленных в табл. 2, в злока-
чественных опухолевых клетках.

Обсуждение результатов
HnRNP А1 – представитель отдельного семейства 

полифункциональных РНК-связывающих белков, 
участвующих в сплайсинге мРНК. По данным ряда 

рис. 4. Двумерная электрофореграмма белков из препаратов ядер 
клеток DU-145, цифрами 1–11 отмечены белки, участвующие в про-
цессе сплайсинга мРНК
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исследований, количественное содержание белка 
hnRNP А1 изменяется при опухолевой трансформа-
ции клеток, что указывает на его вовлеченность 
в процессы туморогенеза [24, 25]. Согласно получен-
ным нами данным, белок hnRNP А1 присутствовал 
как мажорный (выявлялся даже при окрашивании ДЭ 
Кумасси бриллиантовым голубым R-250) практиче-
ски во всех исследованных клеточных линиях злока-
чественных опухолей человека. В культивируемых 
мезенхимальных клетках и нормальных миобластах 
человека hnRNP А1 выявлялся в существенно мень-
ших количествах, чем в опухолевых клетках (опреде-
лялся только при окраске нитратом серебра), и исче-
зал после индукции дифференцировки миобластов. 
Таким образом, содержание белка hnRNP А1 в клет-
ках может свидетельствовать об их пролиферативной 
активности. Наличие hnRNP A1 в активно пролифе-
рирующих клетках объясняется тем, что он участвует 
в сплайсинге мРНК белков-регуляторов клеточной 
пролиферации, например, c-Src и CD44 [26]. По дан-
ным UniProtKB (Universal Protein Knowledgebase), 

имеется 3 сплайсинг-варианта белка hnRNP A1. Ка-
ноническим вариантом считается изоформа A1-B 
(38,7 кДа, 372 а. о.), но наиболее распространена 
в клетках человека другая изоформа – А1-А (34,2 кДа, 
320 а. о.), отличающаяся от канонической отсутстви-
ем фрагмента аминокислотной последовательности 
с 252-го а. о. по 303-й а. о. Соотношение изоформ 
А1-А и A1-B в клетках рака шейки матки HeLa со-
ставляет примерно 20 : 1 [27]. Третья изоформа – так 
называемая изоформа 2 (29,4 кДа, 267 а. о.) – отлича-
ется от канонической отсутствием а. о. с 203-го 
по 307-й, однако экспериментальное подтверждение 
существования данной изоформы до настоящего 
времени отсутствовало. При протеомном исследова-
нии мезенхимальных стволовых клеток человека нам 
удалось обнаружить изоформу hnRNP А1, по элек-
трофоретическим характеристикам и результатам 
масс-спектрометрической идентификации, вероятнее 
всего, соответствовавшую изоформе 2. Фракция 
на ДЭ, соответствующая этой изоформе, обладала 
Мм около 29 кДа и достаточно убедительными зна-

таблица 2. Сплайсинг-белки, идентифицированные в ядерных фракциях клеток аденокарциномы линии DU-145; нумерация соответствует 
данным на рис. 4

№
название белка

(обозначение гена) 
номера в Protein 
NCBI / uniProt

S / M / C*
мм, кда / pI 

(эксп.) **
мм, кда / pI
(расчет.) ***

1 Галектин 1 (LGALS1) 4504981 / P09382 155 / 9 / 63 14,50 / 5,0 14,70 / 5,30

2 NHP2-подобный белок 1 (NHP2L1) 4826860 / P55769 119 / 7 / 56 14,50 / 9,0 14,20 / 8,72

3
Гетерогенный ядерный нуклеопротеин А1, изоформа 
А (hnRNP A1) 

4504445 / P09651 180 / 18 / 57 34,00 / 9,50 34,20 / 9,27

4
Гетерогенный ядерный нуклеопротеин А2 / В1, изофор-
ма А2 (hnRNP A2B1) 

4504447 / P22626 292 / 27 / 70 35,80 / 8,70 36,00 / 8,67

5
Гетерогенный ядерный нуклеопротеин А2 / В1, изофор-
ма А2 (hnRNP A2B1), электрофоретический вариант

4504447 / P22626 261 / 23 / 53 35,80 / 8,30 36,00 / 8,67

6 Гетерогенный ядерный нуклеопротеин H3 (hnRNP H3) 7739445 / P31942 206 / 19 / 80 38,00 / 7,05 31,50 / 6,76

7 Гетерогенный ядерный нуклеопротеин F (hnRNP F) 4826760 / P52597 164 / 16 / 37 48,00 / 5,70 45,70 / 5,37

8
Гетерогенный ядерный нуклеопротеин H1, изоформа 
CRA_b (hnRNP H1) 

119574194 / P31943 216 / 23 / 44 52,00 / 6,95 43,70 / 6,47

9
Гетерогенный ядерный нуклеопротеин L, изоформа a 
(hnRNP L) 

52632383 / P14866 153 / 15 / 42 65,00 / 7,95 64,10 / 8,46

10
Сплайсинг-фактор, богатый пролином и глутамином 
(SFPQ) 

4826998 / P23246 221 / 28 / 42 96,00 / 9,15 76,20 / 9,50

11
Сплайсинг-фактор, богатый пролином и глутамином, 
электрофоретическая изоформа (SFPQ) 

4826998 / P23246 116 / 18 / 41 96,00 / 8,70 76,20 / 9,50

*S / M / C – традиционные показатели идентификации, принятые в англоязычной литературе: Score – показатель соответствия 
или «счет очков»; Match peptides – количество совпавших пептидов; Coverage –  % покрытия полной аминокислотной последователь-
ности белка выявленными пептидами. **Мм / pI (эксп.) – значения определены экспериментально по электрофоретическим характери-
стикам; Мм – молекулярная масса белка в кДа, pI – изоэлектрическая точка этого белка. ***Мм / pI (расчет.) – значения рассчитаны 
по аминокислотным последовательностям из базы данных UniProt с помощью программы Compute pI / Mw ExPASy с учетом удаления 
сигнального пептида, но без учета других постсинтетических модификаций.
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чениями показателей масс-cпектрометрической 
идентификации (S / M / C 349 / 33 / 79). Однако для 
окончательного вывода о присутствии в мезенхималь-
ных стволовых клетках человека именно изоформы 2 
hnRNP А1 необходимо масс-спектрометрическое 
обнаружение диагностического для данной изофор-
мы пептида и получение его спектра фрагментации.

Поскольку в большинстве изученных клеточных 
линий присутствовали различающиеся по значениям 
pI электрофоретические изоформы белка hnRNP А1, 
был осуществлен поиск посттрансляционных моди-
фикаций данного белка, в ходе которого в клеточной 
линии 769-Р были обнаружены ацетилирование по се-
рину в положении 2 и диметилирование по аргинину 
в положениях 194, 206, 218 и 225. Для белка hnRNP А1 
метилирование по аргинину является почти столь же 
распространенной посттрансляционной модификаци-
ей, как фосфорилирование по серину. Очевидно, 
что эта стабильная модификация играет важную роль 
в функционировании белка. Рядом авторов было по-
казано, что метилирование вовлечено в процессы бе-
лок-белкового взаимодействия, созревания рибону-
клеопротеинов и клеточного сигналинга [28]. Все 
обнаруженные на данный момент сайты метилирова-
ния входят в RGG-box – последовательность поли-
пептидной цепи с 190-го а. о. по 240-й а. о., богатую 
аргинином и глицином, которая содержит консерва-
тивный мотив связывания нуклеиновых кислот. Оче-
видно, метилирование hnRNP A1 на этом участке 
вовлечено в регуляцию связывания нуклеиновых 

кислот. Действительно, ранее было показано, что спо-
собность белка связывать нуклеиновые кислоты об-
ратно пропорциональна степени его метилирования 
по аргинину [29]. В базе данных UniProt сообщается 
о 5 сайтах метилирования белка hnRNP А1 с присо-
единением 2 метильных групп в 1 сайте. Сайты диме-
тилирования по аргинину в положениях 194, 206, 218 
и 225 были обнаружены у hnRNP А1, выделенного 
из клеток рака шейки матки HeLa [30, 31]. Нам удалось 
подтвердить наличие у этого белка диметилирования 
по аргинину в указанных позициях в клетках рака 
почки человека 769-Р.

Заключение
Представленные результаты, свидетельствующие 

о присутствии в культивируемых клетках аденокарци-
ном и сарком белка hnRNP А1 в качестве мажорного, 
указывают на возможную роль этого белка в реализа-
ции генетической информации в злокачественных 
опухолях. Участие данных белков в сплайсинге мРНК 
и других внутриклеточных процессах регулируется, 
в числе прочего, посттрансляционными модифика-
циями, например, фосфорилированием и диметили-
рованием. Соответственно, белок hnRNP А1, его 
различные изоформы, а также некоторые другие вы-
явленные протеомными методами РНК-связывающие 
белки, вовлеченные в процессы сплайсинга, представ-
ляются интересными и перспективными объектами 
для дальнейшего изучения в трансформированных 
и нормальных клетках человека.
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аналиЗ динамики СУБПоПУляЦии т-реГУляторныХ 
клеток Сd4+Cd25+ При метаСтатичеСком  

Почечно-клеточном раке

м.С. Саяпина1, а.а. Борунова1, т.н. Заботина1, д.а. носов2

1ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 23; 

2ФГБУ «Центральная клиническая больница с поликлиникой» Управления делами Президента РФ;  
Россия, 121359 Москва, ул. Маршала Тимошенко, 15

Контакты: Мария Сергеевна Саяпина maria.sayapina@mail.ru

Введение. Терапия интерфероном альфа (ИФН-α) остается возможной лечебной опцией у больных метастатическим почеч-
но-клеточным раком (мПКР) с благоприятным и промежуточным прогнозом. Однако у ряда больных отмечается отсутствие 
клинического эффекта, несмотря на активацию клеточного звена противоопухолевого иммунитета. Представляет интерес 
изучение роли популяции супрессорных клеток с фенотипом CD4+CD25+, которые, по данным различных авторов, могут 
подавлять противоопухолевый иммунный ответ. Повышение количества этих клеток в периферической крови обнаружива-
ется при различных злокачественных новообразованиях.
Цель исследования – определить эффективность и переносимость ИФН-α у больных мПКР и изучить динамику субпопуляции 
CD4+CD25+ Т-лимфоцитов и ее связь с эффективностью терапии ИНФ.
Материалы и методы. В период с 2011 по 2016 гг. 41 пациент с мПКР получал терапию ИФН-α. У 32 пациентов терапия 
проводилась в 1 линии, у 9 – в 2 и более. Оценка иммунологических параметров осуществлялась в течение 1 нед до начала им-
мунотерапии, через 2 нед после начала и через 8 нед в период контрольного обследования. Иммунофенотип лимфоцитов оцени-
вали методом многоцветной проточной цитометрии с использованием антител, в том числе к CD3, CD4, CD8, CD16, CD20, 
CD25 и перфорину. Статистический анализ и обработка данных выполнялись с помощью программы STATISTICA версии 13.
Результаты. Полный эффект достигнут у 2 (4,8 %) пациентов, частичный – у 9 (21,9 %) пациентов; объективный эффект 
(полная + частичная ремиссии) составил 26,8 %. Длительная стабилизация болезни (≥6 мес) отмечена у 19 (46,3 %) паци-
ентов. Общая частота контроля над заболеванием (полная + частичная ремиссии + длительная стабилизация) составила 
73,1 %. Медиана времени до прогрессирования составила 8 мес (p = 0,03). У пациентов с объективным ответом исходное 
содержание CD4+CD25+-популяции Т-лимфоцитов было практически в пределах донорских показателей (3,5 ± 2,1 %) и со-
ставляло 4,4 ± 3,0 % (p <0,05), в то время как у пациентов с прогрессированием заболевания исходное содержание этой 
субпопуляции Т-лимфоцитов было в 3 раза выше: 12,1 ± 8,0 %. При этом следует отметить тенденцию к снижению содер-
жания данной субпопуляции на фоне лечения в группе с клиническим эффектом.
Заключение. Исходно повышенное содержание субпопуляции CD4+CD25+-Т-лимфоцитов в периферической крови больных 
может являться отрицательным прогностическим фактором при иммунотерапии ИФН-α, вероятнее всего за счет имму-
норегуляторной субпопуляции CD4+CD25+FOXP3+CD127low-T-клеток (Treg). Целесообразно дальнейшее исследование данной 
субпопуляции Т-клеток как потенциального маркера эффективности иммунотерапевтического подхода.

Ключевые слова: Т-регуляторные клетки, интерферон альфа, метастатический почечно-клеточый рак

DOI: 10.17650/1726-9784-2017-16-2-91-96

ANALySIS OF ChANGES IN SuBPOPuLATION OF T-REGuLATORy CELLS Cd4+Cd25+ IN METASTATIC RENAL 
CELL CARCINOMA

M.S. Sayapina1, A.A. Borunova1, T.N. Zabotina1, D.A. Nosov2

1N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 23 Kashyrskoe shosse, Moscow 115478, Russia; 
2Central Clinical Hospital, Administration of President of Russia; 15 Marshala Timoshenko Str., Moscow 121359, Russia

Introduction. Treatment with interferon alpha (IFN-α) is a possible therapeutic option in patients with metastatic renal cell carcinoma 
(mRCC) with favorable and intermediate prognosis. However, in some patients there is a lack of clinical effect despite the activation  
of the cellular component of anti-tumor immunity. According to various authors the CD4+CD25+ suppressor cells may suppress anti- 
tumor immune response, and their study is of scientific interest. Increasing the number of these cells in the peripheral blood was found at 
various malignancies.
Objective. To study the efficiency and tolerance of IFN-α in patients with mRCC and to examine changes in subpopulation  
of CD4+CD25+ T-lymphocytes and their association with the efficiency of the therapy.
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Введение
В настоящее время установлено, что важную роль 

в индукции не только аутотолерантности, но и толе-
рантности к опухолевым клеткам играет немногочис-
ленная популяция регуляторных (супрессорных) 
СD4+CD25+-T-клеток (Тreg), которые предупрежда-
ют развитие различных аутоиммунных поражений, 
а также способны эффективно подавлять противо-
опухолевый иммунитет [1–3].

Характеристики тreg: роль FOXP3+

Тreg-клетки впервые выявлены по экспрессии 
CD25, который представляет собой α-цепь высоко-
аффинного рецептора к интерлейкину-2 (interleu-
kin-2, IL-2). В крови человека определяется пример-
но 4–6 % CD4+CD25+-T-клеток с высоким уровнем 
экспрессии CD25, обладающих супрессорной функ-
цией. Однако CD25 может кратковременно экспрес-
сироваться и на активированных CD4+CD25+-эф-
фекторных Т-клетках, что осложняет точное 
определение Тreg-клеток. Позднее была выявлена 
субпопуляция CD4+CD25high-Т-клеток, которые 
и осуществляют супрессорные функции, тогда 
как клетки с низкой экспрессией α-цепи рецептора 
IL-2 – CD4+CD25low – регуляторной функцией не об-
ладают и, очевидно, представляют собой эффектор-
ные CD4+-Т-клетки в стадии активации [4, 5]. В по-
следующем был описан ген, локализованный 
в хромосоме X, FOXP3 (forkhead box P3), который 
контролирует развитие и функционирование 
Treg-клеток и выявляется главным образом в ядре 
Тreg [1, 6]. Связываясь с ДНК, FOXP3 действует 
как репрессор транскрипции, выступая антагони-
стом функций NFAT (nuclear factor of activated 
T-cells), играющего основную роль в экспрессии 
генов ряда цитокинов, продуцируемых перифериче-
скими Т-клетками. В результате FOXP3 ингибирует 

продукцию провоспалительных цитокинов. Дефект 
Тreg-клеток вследствие мутации гена FOXP3 вызыва-
ет развитие тяжелого аутоиммунного синдрома IPEX 
(immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropa-
thy, X-linked syndrome – синдром Х-сцепленной 
иммунной дизрегуляции, полиэндокринопатии и эн-
теропатии) – наследственного заболевания у детей 
[7]. Однако FOXP3 также может временно выявлять-
ся у эффекторных Т-клеток в ходе их активации. 
В последние годы выявлен негативный маркер 
Тreg-клеток, CD127, α-цепь рецептора IL-7 (IL-7Rα) 
[8], который экспрессируется на эффекторных, 
но не на регуляторных Т-клетках. Фенотип Тreg 
при использовании этого маркера можно предста-
вить как CD4+CD25+FOXP3+CD127low, таким образом 
появилась возможность дифференцировать Тreg 
и эффекторные CD4+CD25+-Т-клетки.

Популяция CD4+CD25+FOXP3+-Т-клеток счита-
ется минорной, и содержание Treg-клеток в перифе-
рической крови составляет около 5–10 % от СD4+-
T-клеток у мышей и человека [9].

Известно несколько субпопуляций регуляторных 
Т-клеток: натуральные, возникающие в тимусе регу-
ляторные Т-клетки CD4+CD25+FOXР3+ (Тreg); инду-
цируемые регуляторные Т-клетки 1-го типа (Тreg-1), 
образованные на периферии, продуцирующие IL-10 
и трансформирующий ростовой фактор бета 
(transforming growth factor beta, TGF-β), которые по-
давляют пролиферацию Т-лимфоцитов; Т-лимфо-
циты хелперы 3-го типа (Th3), которые возникают 
на периферии и опосредуют супрессию через секре-
цию TGF-β. Поскольку Тreg-1 и Th3 не имеют своего 
уникального Т-клеточного маркера, они могут быть 
идентифицированы только по функциональной ак-
тивности в экспериментальных условиях [10].

Основной субпопуляцией CD4+CD25+FOXP3+ 
регуляторных Т-клеток считаются естественные, 

Materials and methods. Forty-one patients with mRCC received IFN-α in 2011 to 2016. Therapy was performed in the 1st line in 32 
patients and in the 2nd line in 9 patients. Evaluation of immunological parameters was carried out within 1 week prior to immunothera-
py, 2 weeks after the beginning and after 8 weeks in the control examination period. The immunophenotype of lymphocytes was assessed 
by multi-color flow cytometry using antibodies, including CD3, CD4, CD8, CD16, CD20, CD25 and perforin. Statistical analysis and 
data processing was performed using STATISTICA program (version 13).
Results. The complete effect was achieved in 2 (4.8 %) patients, partial regressions were recorded in 9 (21.9 %) patients, and long  
(>6 months) stabilizations of a tumor process were observed in other 19 (46.3 %) patients. The overall rate of disease control (complete 
+ partial regressions + long stabilizations) was 73.1 %. The median time to progression was 8 months (p = 0.03). The baseline count  
of CD4+CD25+ T-lymphocytes in patients with an objective response was almost within the donor group (3.5 ± 2.1 %) and amounted  
to 4.4 ± 3.0 % (p <0.05). The baseline count of this subpopulation of cells was thrice greater in patients with the progressive disease: 
12.1 ± 8.0 %. It should be noted a tendency to reduce this count during therapy in the group with clinical effect.
Conclusion. The baseline count of subpopulations of CD4+CD25+ T-lymphocytes in the peripheral blood of patients can be a negative 
prognostic factor in immunotherapy IFN-α, most likely due to immunoregulatory subpopulations of CD4+CD25+FOXP3+CD-
127low-T-cells (Treg). It is advisable to further study this subpopulation of T-cells as a potential marker of the effectiveness of immuno-
therapeutic approaches.

Key words: T-regulatory cells CD4+CD25+, interferon alpha, metastatic renal cell carcinoma
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или натуральные, регуляторные Т-клетки (nTreg). 
Эти клетки формируются в процессе нормальной 
дифференцировки в тимусе, а не под действием ан-
тигенной стимуляции. На мышиных моделях уста-
новлено, что тимические стромальные клетки, вклю-
чая кортикальные и медуллярные тимические 
эпителиальные клетки и дендритные клетки, способ-
ствуют дифференциации и селекции Treg-клеток. 
Также в тимическом микроокружении необходимо 
присутствие IL-2 и IL-7 для развития Treg-клеток 
у мышей [6, 11].

Среди CD4+CD25+FOXP3+Treg-клеток встречаются 
индуцированные на периферии адаптивные Treg-клет-
ки (iTreg). Показано, что FOXP3+Treg-клетки могут 
индуцироваться in vitro у человека из наивных CD4+-Т-
клеток стимуляцией Т-клеточного рецептора (T-cell 
receptor, TCR) в присутствии TGF-β. Такие 
FOXP3+iTreg-клетки экспрессируют маркеры, ассоци-
ированные с регуляторным фенотипом (CD25, CTLA4 
и CD127low), имеют способность к супрессии, но не про-
являют характерного для CD4+CD25+FOXP3+nTreg 
профиля генной транскрипции. Таким образом, обе эти 
субпопуляции – индуцированные на периферии 
iTreg-клетки и тимус-производные nTreg-клетки – экс-
прессируют FOXP3 и подавляют иммунный ответ через 
контактзависимый механизм и продукцию раствори-
мых факторов, включая цитокины TGF-β, IL-10 и IL-
35. Однако естественные CD4+CD25+FOXP3+Treg-клет-
ки отличаются устойчивостью в отношении 
поддержания регуляторной функции и экспрессии 
FOXP3 на периферии [6, 12].

На данный момент существует несколько спосо-
бов отличить натуральные Treg-клетки от индуциру-
емых на периферии. Так, для Тreg-клеток характерна 
экспрессия CD45RO – маркера клеток памяти, од-
нако было показано, что существует субпопуляция 
Тreg, на мембране которых выявляется CD45RA, 
маркер наивных Т-клеток, что указывает на их ти-
мусное происхождение и позволяет отличить 
их от натуральных Тrеg-клеток [5]. Также был выяв-
лен полностью деметилированный промоторный 
регион гена FOXP3, который уникален для натураль-
ных Тreg-клеток тимусного происхождения [13]. 
P. C. Janson и соавт., а также U. Baron и соавт. пред-
полагают, что это является причиной нестабильной 
экспрессии FOXP3 в Т-клетках [14, 15]. A. Thornton 
и соавт. описали транскрипционный фактор Helios, 
член семейства Ikaros, который четко разделяет по-
пуляцию FOXP3+Treg-клеток на 2 группы: 
FOXP3+Helios+nTreg и FOXP3+Helios-iTreg-клетки. 
Было продемонстрировано, что абсолютно все 
CD4+CD8 – FOXP3+-тимоциты экспрессировали этот 
транскрипционный фактор. Ни мышиные, ни чело-
веческие натуральные Т-клетки, in vitro индуциро-
ванные к экспрессии FOXP3 TCR-стимуляцией 

в присутствии TGF-β, не экспрессировали Helios 
[13]. Поэтому транскрипционный фактор Helios был 
предложен в качестве маркера nTreg-клеток тимус-
ного происхождения. Наконец, установлено, что для 
CD25+FOXP3+iTreg-клеток, индуцированных in vivo, 
отмечается высокий уровень экспрессии транскрип-
ционного кофактора HOPX (homeobox only protein 
homeobox). HOPX экспрессируется в nTreg-клетках 
в 3 раза меньше, чем в iTreg-клетках. HOPX-дефи-
цитные iTreg-клетки теряли способность к супрес-
сии, в то время как для функционирования 
nTreg-клеток HOPX не требовался [16].

До настоящего времени специфический поверх-
ностный маркер для Тreg-клеток не определен. Регу-
ляторные Т-клетки экспрессируют целый ряд функ-
циональных молекул. Среди них в качестве 
клеточных маркеров Treg-клеток используют CD25 
(α-цепь рецептора IL-2, IL-2Rα), CTLA-4 (CD152, 
cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), GITR (glucocorti-
coidinduced TNF-receptor-related protein), CD95 
(FAS), CD127low (IL-7Rα), PD-1 (programmed cell 
death protein 1), TIM-3 (T-cell membrane protein 3), 
A2aR (adenosine A2a receptor), LAG-3 (lymphocyte 
activation gene 3) и другие, поскольку они конститу-
тивно экспрессируются регуляторными Т-клетками. 
Однако следует иметь в виду, что эти молекулы могут 
экспрессироваться и другими Т-клетками на опреде-
ленных этапах дифференцировки. Так, молекулы 
CD25, CD69, CD127, CD45RO обнаруживаются 
и на Т-эффекторах. Также показано, что экспрессия 
таких маркеров, как CD39, CD73, CD101, GITR, 
CD134 (OX40), CD137 (4-1BB), CD278 (ICOS) 
и CD120b (TNF RII), не находится в постоянной 
корреляции с экспрессией ключевого транскрипци-
онного фактора Treg-клеток FOXP3 [11, 17]. Таким 
образом, пул регуляторных Т-клеток крайне гетеро-
генен и одной из основных задач является определе-
ние специфического поверхностного маркера для бо-
лее точного понимания свойств Т-регуляторных 
клеток, механизмов супрессорного воздействия, 
а также возможности их клинического применения.

Экспрессия регуляторными Т-клетками хемоки-
новых рецепторов имеет большое значение в привле-
чении и накоплении этих клеток в места локализации 
опухоли [9]. У онкологических больных отмечается 
увеличенное количество СD4+CD25highTreg-клеток 
в периферической крови, опухолевом микроокруже-
нии, регионарных лимфатических узлах, опухолевой 
ткани, асцитной жидкости. Причем опухолевые клет-
ки могут способствовать экспансии nTreg-клеток 
в опухолевое микроокружение [18]. В исследовании 
S. A. Siddiqui и соавт. было продемонстрировано, 
что у больных почечно-клеточным раком инфильтра-
ция опухоли CD4+CD25+FOXP3-клетками ассоцииро-
вана с высоким уровнем смертности, распространен-
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ными стадиями TNM (TNM Classification of Malignant 
Tumours), большим размером опухоли и развитием 
внутри нее коагуляционного некроза, тогда как все эти 
признаки имеют независимое прогностическое значе-
ние для показателей смертности [19]. Также отмечено, 
что уровень CD4+CD25+FOXP3+Тreg-клеток в перифе-
рической крови этих больных превышает донорские 
показатели, что может являться причиной подавления 
противоопухолевого иммунного ответа [20]. Более 
того, у больных метастатическим почечно-клеточным 
раком (мПКР) с повышенной экспансией 
CD4+CD25+FOXP3+Тreg-клеток в периферической 
крови ответ на вакцинотерапию и цитокинотерапию 
значительно хуже [21].

Материалы и методы
В период с 2011 по 2016 гг. в отделении клиниче-

ской фармакологии и химиотерапии ФГБУ «Россий-
ский онкологический научный центр им. Н. Н. Бло-
хина» (РОНЦ им. Н. Н. Блохина) Минздрава России 
41 пациент с мПКР получал лечение интерфероном 
альфа (ИФН-α) в дозе 6 × 106 МЕ / сут п / к 3 раза в не-
делю. Оценка иммунологических параметров осу-
ществлялась в лаборатории клинической иммуноло-
гии опухолей ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России в течение 1 нед до начала имму-
нотерапии, через 2 нед после начала и через 8 нед 
в период контрольного обследования. Иммунофено-
тип лимфоцитов периферической крови онкологи-
ческих больных и здоровых доноров (n = 15) оцени-
вали методом многоцветной проточной цитометрии 
с использованием коммерческих моноклональных 
антител (Becton Dickinson, США) к CD3, CD4, CD8, 
CD16, CD20, CD25 и перфорину, конъюгированных 
флуоресцеина изотиоцианатом, фикоэритрином 
и фикоэритрин-цианином. В работе было использо-
вано трехцветное окрашивание поверхностных ан-
тигенов лимфоцитов.

Статистический анализ и обработка данных 
выполнялась с помощью программы STATISTICA 
версии 13. При сравнении иммунологических  
показателей использовались неспаренный 
W-критерий Уилкоксона, T-критерий Стьюдента 

и метод дисперсионного анализа (analysis of vari-
ance, ANOVA). Различия считались значимыми 
при р <0,05 (p двусторонний). Время до прогресси-
рования определялось с помощью метода Капла-
на – Мейера от даты начала иммунотерапии до да-
ты регистрации прогрессирования или смерти 
от любой причины.

Результаты и их обсуждение
Эффективность иммунотерапии ИФН-α оценена 

у 41 пациента с мПКР. Полный эффект достигнут у 2 
(4,8 %) пациентов, частичный – у 9 (21,9 %) пациен-
тов; объективный эффект (полная + частичная ре-
миссии) составил 26,8 %. Длительная стабилизация 
болезни (≥6 мес) отмечена у 19 (46,3 %) пациентов. 
Общая частота контроля над заболеванием (полная 
+ частичная ремиссии + длительная стабилизация) 
составила 73,1 %. У 32 пациентов терапия ИФН-α 
проводилась в 1 линию, у 9 – в 2 и более. Эффектив-
ность терапии в зависимости от количества предше-
ствующих линий представлена в таблице.

На момент иммунотерапии у всех пациентов 
определялись метастазы различной локализации, 
среди которых наиболее частой являлись легкие 
(63,4 %).

Для всей группы из 41 пациента медиана выжи-
ваемости от начала иммунотерапии до прогрессиро-
вания заболевания составила 8 мес (рис. 1). Медиана 
времени наблюдения за больными, которые живы 
и продолжают наблюдаться, достигла 48 мес (от 24 
до 60 мес).

Во время проведения иммунотерапии не было 
отмечено признаков токсичности III–IV ст. выра-
женности. Чаще всего отмечался гриппоподобный 
синдром, основным его проявлением было повыше-
ние температуры тела, зафиксированное у 92,6 % 
пациентов, из них I ст. выраженности – у 73 %, с ее 
пиком через 2–5 ч после введения ИФН-α. Озноб 
отмечался у 85,3 % пациентов, из них I ст. выражен-
ности – у 60,9 %. Головная боль наблюдалась 
у 36,5 % пациентов, из них II ст. выраженности – 
у 12,2 %. Астения была у 20,6 % пациентов, из них 
II ст. выраженности – у 4,6 %. Снижение аппетита 

Клиническая эффективность терапии интерфероном альфа в зависимости от количества предшествующих линий у пациентов с мета-
статическим почечно-клеточным раком, n (%)

Эффект
1 линия терапии

(n = 32) 
2 линии терапии и более  

(n = 9) 
во всей группе

(n = 41) 

Полный эффект 1 (2,4) 1 (2,4) 2 (4,8) 

Частичный эффект 6 (14,6) 3 (7,3) 9 (21,9) 

Стабилизация (≥6 мес) 18 (43,9) 1 (2,4) 19 (46,3) 

Прогрессирование 7 (17) 4 (9,8) 11 (26,8) 
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отмечали 24,3 % пациентов, из них существенное (II 
ст. выраженности) – 2 (4,8 %) пациента. Выражен-
ной гематологической токсичности не наблюдалось. 
Необходимо отметить, что побочные эффекты тера-
пии ИФН-α были незначительными и не ухудшали 
качество жизни больных.

Исходное содержание CD4+CD25+-популяции 
Т-лимфоцитов у пациентов с объективным эффек-
том было практически в пределах донорских показа-
телей (3,5 ± 2,1 %) и составляло 4,4 ± 3,0 % (p <0,05), 
в то время как у пациентов с прогрессированием 
заболевания исходное содержание этой субпопуля-
ции Т-лимфоцитов было в 3 раза выше: 12,1 ± 8,0 %. 
При этом следует отметить тенденцию к снижению 
содержания данной субпопуляции на фоне лечения 
в группе с клиническим эффектом (рис. 2).

Полученные данные в целом соответствуют ре-
зультатам других клинических исследований, в ко-
торых изучалось значение исходного уровня Treg 
в качестве фактора, прогнозирующего эффектив-
ность иммунотерапевтических подходов при мПКР 
[22, 23].

Заключение
Отсутствие клинического эффекта, несмотря на ак-

тивацию клеточного звена противоопухолевого имму-
нитета, может быть связано с исходно повышенным 
содержанием в периферической крови супрессорной 
популяции Т-лимфоцитов с фенотипом CD4+CD25+. 
У больных мПКР с объективным эффектом исходное 
содержание CD4+CD25+-популяции Т-лимфоцитов 
было практически в пределах донорских показателей 
(3,5 ± 2,1 %) и составляло 4,4 ± 3,0 % (p <0,05), в то вре-
мя как у больных с прогрессированием заболевания 
исходное содержание этой субпопуляции Т-лимфоци-
тов было в 3 раза выше: 12,1 ± 8,0 %. Таким образом, 
исходно повышенное содержание субпопуляции 
CD4+CD25+-Т-лимфоцитов в периферической крови 
больных может являться отрицательным прогностиче-
ским фактором иммунотерапии ИФН-α, вероятнее 
всего за счет иммунорегуляторной субпопуляции 
CD4+CD25+FOXP3+CD127low-T-клеток (Treg). Целесо-
образно дальнейшее исследование данной субпопуля-
ции Т-клеток как потенциального маркера эффектив-
ности иммунотерапевтического подхода.

рис. 2. Содержание CD4+CD25+-Т-лимфоцитов в перифериче-
ской крови больных метастатическим почечно-клеточным ра-
ком с наличием объективного эффекта и стабилизацией и боль-
ных с прогрессированием заболевания до начала иммунотерапии 
и через 2 мес
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ЭФФективноСтЬ комБинированной тераПии 
диСлиПидемии аторваСтатином и БиолоГичеСки 

активными веЩеСтвами иЗ морСкиХ 
ГидроБионтов

С.П. крыжановский1, Б.и. Гельцер2, т.а. кузнецова3, е.в. Персиянова1, 3, т.С. Запорожец1, 3

1ФГБУЗ «Медицинское объединение Дальневосточного отделения РАН»; Россия, 690022 Владивосток, ул. Кирова, 95; 
2ФГАОУ ВО «Дальневосточный федеральный университет», Школа биомедицины;  

Россия, 690922 Владивосток, о. Русский, пос. Аякс, Кампус ДВФУ, корп. М25; 
3ФГБНУ «Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Г.П. Сомова»;  

Россия, 690087 Владивосток, ул. Сельская, 1

Контакты: Елена Викторовна Персиянова helen-pers@yandex.ru

Введение. Перспективным направлением липидкорригирующей терапии является комплексное применение биологически ак-
тивных веществ из морских гидробионтов.
Цель исследования – сравнительная оценка липидкорригирующего действия фуколама и маристима – препаратов на основе 
биологически активных веществ из морских гидробионтов – индивидуально и в комплексе с аторвастатином у пациентов 
с дислипидемией (ДЛП).
Материалы и методы. В исследование включены 250 пациентов с ДЛП и 40 практически здоровых доноров, использованы 
препараты аторвастатин, фуколам, маристим. В сыворотке крови определяли уровни показателей липидного спектра.
Результаты. У пациентов с ДЛП гиполипидемическое действие фуколама на фоне базисной терапии реализуется путем 
постепенного снижения уровня общего холестерина, холестерина липопротеинов низкой плотности, триглицеридов до кон-
трольных значений. Эффективность фуколама сопоставима с таковой аторвастатина в дозе 10 мг / сут. Комплекс «фуко-
лам – маристим» оказывает гиполипидемическое действие при выраженной гиперлипидемии.
Выводы. Комбинированная терапия с использованием биологически активных веществ природного происхождения может 
быть одним из путей повышения эффективности гиполипидемической терапии. Разработан алгоритм дифференцированной 
коррекции ДЛП путем включения в комплекс лечения фуколама и маристима.

Ключевые слова: дислипидемия, липиды крови, статины, фукоиданы, биологически активные комплексы из икры морских ежей
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ThE EFFECTIVENESS OF COMBINEd ThERAPy OF dySLIPIdEMIA By ATORVASTATIN ANd BIOLOGyCALLy 
ACTIVE SuBSTANCES FROM MARINE hydROBIONTS

S.P. Krizshanovsky1, B.I. Geltser2, T.A. Kuznetsova3, E.V. Persiyanova1, 3, T.S. Zaporozhets1, 3 
1Medical Association of Far East Branch of Russian Academy of Science; 95 Kirovа Str., Vladivostok 690022, Russia; 

2Far Eastern Federal University, School of biomedicine; M25 Build., FEFU Campus, Ayaks, Russky Island, Vladivostok 699922, Russia; 
3G.P. Somov Research Institute of Epidemiology and Microbiology; 1 Selskaya Str., Vladivostok 690087, Russia

Introduction. The perspective direction in therapy of dyslipidemia (DLP) is a complex application of biologycally active substances from 
marine hydrobionts.
Objective. The purpose of research – to compare the lipidcorrective action of  preparates based on biologically active substances from 
marine hydrobionts – fukolam and maristim – individually and in combination with atorvastatin in patients with DLP. 
Materials and methods. 250 patients with DLP and 40 healthy donors were included in research. As medicines atorvastatin, fukolam, 
maristim were used. In the blood serum the levels of lipid spectrum were determined.
Results. Hypolipidemic action of fukolam in complex of basic therapy of patients with DLP was implemented by gradually reducing the 
total cholesterol, cholesterol of low-density lipoproteins, triglycerides levels to control values. The efficacy of fukolam was comparable 
with that of atorvastatin in a daily dose of 10 mg. Complex of «fukolam–maristim» showed hypolipidemic effect in severe hyperlipidemia. 
Conclusions. Combined therapy with use of bioactive substances of natural origin may be one of the way to improve the efficiency of hypolipid-
emic therapy. We have developed the algorithm of differential correction of DLP by inclusion the fukolam and maristim in complex therapy.

Key words: dyslipidemia, blood lipids, statins, fucoidan, biologically active complexes from sea urchin eggs
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Введение
Наиболее распространенным и эффективным 

классом лекарственных препаратов (ЛП), использу-
емых в настоящее время для воздействия на липид-
ный обмен, являются статины. Однако при длитель-
ном применении, а также при использовании 
в больших дозах они способны вызывать ряд доста-
точно серьезных побочных эффектов; отдельным 
группам пациентов эти ЛП вообще противопоказа-
ны. Кроме того, у некоторых пациентов статины 
не оказывают липидснижающего эффекта [1, 2].

В связи с этим перспективным направлением 
липидкорригирующей терапии является комплекс-
ное применение статинов и липидснижающих пре-
паратов, полученных из природных источников, 
которые бы служили защитой липопротеинов низкой 
плотности от окисления и позволяли при этом сни-
жать дозу статина. Несмотря на постоянное попол-
нение фармакологического рынка новыми ЛП, оста-
ется актуальным поиск новых безвредных 
и эффективных средств гиполипидемической тера-
пии из природных источников.

Большой интерес в этом плане представляют 
сульфатированные полисахариды (ПС) морских 
водорослей, в частности фукоиданы бурых водорос-
лей и биологически активные комплексы из икры 
морских ежей.

Фукоиданы, характеризующиеся отсутствием 
токсичности и побочных эффектов, обладают широ-
ким спектром биологической активности, включая 
гиполипидемическую и антиоксидантную, в связи 
с чем их предлагают для коррекции дислипидемии 
(ДЛП) [3–6]. Кроме того, они обладают противовос-
палительным, иммуномодулирующим действием, 
являются ингибиторами пролиферации гладкомы-
шечных клеток сосудов, уменьшают гиперплазию 
интимы сосудов, снижают массу тела [7–9].

Большой интерес для медицины представляют 
и биологически активные вещества (БАВ) морских 
ежей. В клинических и экспериментальных исследо-
ваниях они проявляли противовоспалительное, ан-
тидиабетическое, гиполипидемическое, антиокси-
дантное действие и поэтому рекомендуются 
к использованию в комплексном лечении и для про-
филактики большого количества заболеваний [10].

Ранее нами в эксперименте было показано, 
что фукоидан – сульфатированный ПС бурой водо-
росли Fucus evanescens и маристим – комплекс БАВ 
из морских ежей – оказывают выраженное гиполи-
пидемическое, антиоксидантное и противовоспали-
тельное действие [11].

В настоящее время нет ЛП на основе сульфатиро-
ванных ПС водорослей и биологически активных 
комплексов из икры морских ежей в связи с трудностя-
ми, связанными с получением стандартных образцов 

этих БАВ [10, 12]. Однако за рубежом и в нашей стране 
для коррекции липидного обмена активно используют 
экстракты водорослей, содержащие комплекс БАВ, 
в том числе фукоиданы, которые нормализуют липид-
ный профиль сыворотки крови, препятствуют разви-
тию ожирения, а также улучшают состояние сердеч-
но-сосудистой системы [9, 13]. На основе икры 
морских ежей также предлагают различные ЛП [14].

Целью работы явилась сравнительная оценка 
липидкорригирующего действия фуколама и мари-
стима – препаратов на основе БАВ из морских гид-
робионтов – индивидуально и в комплексе с разны-
ми дозами аторвастатина у пациентов с ДЛП.

Материалы и методы
Под наблюдением находились 250 пациентов 

с ДЛП в возрасте от 45 до 70 лет (средний возраст 
60,0 ± 1,3 года), из них мужчин – 71 (28,4 %), жен-
щин – 179 (71,6 %). Все пациенты находились на ста-
ционарном лечении в ФГБУЗ «Медицинское объеди-
нение Дальневосточного отделения РАН» (МО ДВО 
РАН) в период 2009–2013 гг. Пациенты, получавшие 
лечебные комплексы с включением фуколама и ма-
ристима (179 человек), наблюдались в дальнейшем 
в поликлинике МО ДВО РАН в течение 6 мес. Кон-
трольную группу составили 40 практически здоровых 
людей (14 мужчин и 26 женщин) того же возраста.

В исследование включали пациентов с ДЛП, по-
лучающих по показаниям базисную терапию и не по-
лучавших ранее или получавших статины более 1 мес 
до участия в исследовании. Пациентов включали 
в исследование после подписания на добровольной 
основе письменного информированного согласия.

Критериями исключения пациентов из исследова-
ния служили наличие первичной ДЛП; острой коро-
нарной патологии; хронической сердечной недоста-
точности III–IV функциональных классов; обострение 
хронических заболеваний сердечно-сосудистой, брон-
холегочной, мочевыделительной, пищеварительной 
систем; эндокринных заболеваний (гипотиреоз; сахар-
ный диабет I или II типа); заболеваний гепатобилиар-
ной системы; хронической почечной недостаточности 
(уровень креатинина >220 мкмоль / л).

Исследование имело параллельный дизайн, было 
простым, открытым, контролируемым. Курс терапии 
с включением фуколама продолжался 6 мес, с ис-
пользованием маристима – 1 мес. Результаты биохи-
мических исследований оценивали через 30, 90 и 180 
дней (при использовании фуколама, а также ком-
плекса «фуколам – маристим») и через 30 дней 
(при использовании маристима) после начала курса 
терапии. Все пациенты получали базисную терапию, 
назначаемую по показаниям. Базисная терапия 
включала в себя препараты калия, селективные  
β-адреноблокаторы, антагонисты кальция.
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Было сформировано 8 групп пациентов: группы 
1 и 2 – пациенты, получающие аторвастатин в дозе 
10 и 20 мг / сут соответственно; 3 – пациенты, полу-
чающие фуколам; 4 – пациенты, получающие ато-
рвастатин 10 мг / сут и фуколам; 5 – пациенты, полу-
чающие аторвастатин 20 мг / сут и фуколам; 
6 – пациенты, получающие маристим; 7 – пациенты, 
получающие аторвастатин 10 мг / сут и маристим; 
8 – пациенты, получающие фуколам и маристим.

Бав, лП
Фуколам – это первая отечественная биологиче-

ски активная добавка к пище на основе ПС фукои-
дана, выделенного из водоросли Fucus evanescens 
(свидетельство Федерального центра гигиены и эпи-
демиологии Роспотребнадзора о государственной 
регистрации № 77.99.11.003. Е. 054 521.12.11 
от 30.12.2011). Товарный знак Фуколам – Fucolam 
(свидетельство № 308 197). Одна капсула содержит 
100 мг фукоидана и 400 мг альгината кальция. Способ 
применения и дозы: по 1 капсуле 1 раз в день утром 
во время еды. Промышленный выпуск фуколама 
осуществляется на экспериментальном производстве 
Тихоокеанского института биоорганической химии 
им. Г. Б. Елякова Дальневосточного отделения РАН.

Маристим – натуральный продукт из гонад мор-
ских ежей, содержит уникальный комплекс БАВ 
(свидетельство Федерального центра гигиены и эпи-
демиологии Роспотребнадзора о государственной 
регистрации № 77.99.23.3. У. 6283.6.09 от 22.06.2009 ТУ 
9265-241-00 472 012-09). Выпускается в виде капсул 
по 500 мг № 90. Одна капсула содержит БАВ: полине-
насыщенные жирные кислоты – не менее 125 мг, в том 
числе омега-3-полиненасыщенные жирные кисло-
ты – 85 мг, что составляет 4 % от адекватной суточной 
нормы потребления. Способ применения и дозы: по 3 
капсулы 3 раза в день после еды. Биопрепарат из гонад 
морских ежей является дополнительным источником 
полиненасыщенных жирных кислот.

Способ совместного применения фуколама и ма-
ристима: фуколам по 1 капсуле в день (утром) и ма-
ристим по 3 капсулы 3 раза в течение дня. Пациентам 
рекомендовали принимать маристим через 2 ч после 
приема фуколама.

Аторвастатин – гиполипидемическое средство 
из группы статинов. В исследовании был использо-
ван аторвастатин фирмы КRКА (Словения).

лабораторные методы исследования
В сыворотке крови определяли уровни показате-

лей липидного спектра: общего холестерина (ХС), 
холестерина липопротеинов высокой плотности (ХС 
ЛПВП), холестерина липопротеинов низкой плот-
ности (ХС ЛПНП), триглицеридов (ТГ), аполипо-
протеина А1 (апоА1), аполипопротеина В (апоВ), 
липопротеина (а) (ЛП (а)), окисленных липопроте-
инов низкой плотности (оЛПНП). Для оценки ате-

рогенных сдвигов рассчитывали коэффициенты ате-
рогенности (КА), ХС / ЛПВП-отношение и ХС 
не-ЛПВП по соответствующим формулам:

КА = (ХС – ХС ЛПВП) /  ХС ЛПВП;

ХС / ЛПВП-отношение = ХС ЛПВП / (ХС – ХС ЛПВП);

ХС не-ЛПВП = ХС – ХС ЛПВП.

Измерения проводили на автоматическом био-
химическом анализаторе BioChem Analette (High 
Technology Inc., США), микропланшетном фотоме-
тре μQvant (Bio-Тek, США) с использованием набо-
ров фирм «Вектор-Бест» (Россия), DiaSys, Human 
(Германия); оЛПНП определяли иммунофермент-
ным методом с использованием набора реактивов 
фирмы Biomedica (Австрия).

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью программы STATISTICA вер-
сии 7 и представляли результат в виде средней ариф-
метической и ее ошибки (М ± m), критическое зна-
чение уровня значимости принималось равным 5 % 
(р <0,05). Значимость различий оценивали с исполь-
зованием W-критерия Уилкоксона.

Результаты и обсуждение
Проведена оценка гиполипидемического дейст-

вия фуколама, который получали пациенты с ДЛП 
на фоне базисной терапии (без аторвастатина).

Под влиянием фуколама (группа 3) через 180 дней 
(срок наблюдения) выявлено снижение уровня атеро-
генных фракций липопротеинов крови: ХС и ХС 
ЛПНП – на 25,5 и 36,8 % (р <0,01) соответственно 
и КА – на 46,3 % (р <0,01). Содержание ХС ЛПВП 
и ТГ оставалось на уровне контрольных значений. 
К концу срока наблюдения под действием фуколама 
статистически значимо снизились уровень апоВ  
(р <0,05) и коэффициент ХС не-ЛПВП (р <0,01) (табл. 1).

Сочетанное применение аторвастатина в дозе 
10 мг / сут и фуколама у пациентов с ДЛП (группа 4) 
позволило установить, что к концу срока наблюде-
ния уровни ХС, ХС ЛПНП и КА снизились на 33 % 
(р <0,001), 46 % (р <0,001) и 45,9 % (р <0,001) соот-
ветственно. Уровни оЛПНП и ЛП (а) снизились 
на 25,7 % (р <0,01) и 47,1 % (р <0,01) соответственно. 
ХС ЛПВП оставался на уровне контрольных значе-
ний. Обращает на себя внимание тот факт, что у па-
циентов этой группы произошло увеличение коэф-
фициента ХС ЛПВП-отношение (р <0,001) 
и снижение ХС не-ЛПВП (р <0,001) на 40,4 и 41,3 % 
соответственно. На 18,5 % увеличился показатель 
апоА1 (р <0,01) и на 13 % снизилось значение апоВ 
(р <0,05). У пациентов группы 5, получавших аторва-
статин в дозе 20 мг / сут и фуколам, показатели ли-
пидного спектра крови нормализовались 
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в еще большей степени. Следует отметить, что толь-
ко в этой группе снизился уровень ТГ (табл. 1).

Действие маристима на фоне базисной терапии 
(группа 6) на показатели липидного профиля крови 
у пациентов с ДЛП проявлялось снижением уровня 
ХС на 12,3 % (р <0,05), ТГ – на 25,1 % (р <0,05), ХС 
ЛПНП – на 10 % (р <0,05) и повышением уровня ХС 
ЛПВП на 11 % (р <0,05) относительно исходных 
значений (табл. 2).

У пациентов с ДЛП, получавших маристим 
и 10 мг / сут аторвастатина (группа 7), через 1 мес 

после начала лечения пришли к норме основные 
показатели липидограммы, и степень выраженности 
этих изменений была более значительной, чем у па-
циентов, получавших только аторвастатин в дозе 
10 мг / сут (группа 1). По влиянию на уровень ХС 
и ХС ЛПНП комбинированная терапия в группе 7 
(маристим с аторвастатином в дозе 10 мг / сут) была 
сопоставима с действием аторвастатина в дозе 
20 мг / сут (группа 2) (табл. 1, 2).

У пациентов, получавших фуколам и маристим 
(группа 8), через 30 дней снизился уровень ХС 

таблица 1. Динамика показателей липидного обмена у пациентов с дислипидемией при разных схемах терапии с включением фуколама

Показатель
контроль
(n = 40) 

Группа 1
аторвастатин 

10 мг / сут
(n = 36) 

Группа 2
аторвастатин 

20 мг / сут
(n = 35) 

Группа 3
Фуколам
(n = 39) 

Группа 4
аторвастатин 

10 мг / сут + фу-
колам

(n = 39) 

Группа 5
аторвастатин 

20 мг / сут + фу-
колам

(n = 36) 

ХС,
ммоль / л

4,44 ± 0,10
***6,14 ± 0,19
**5,20 ± 0,20**

***6,43 ± 0,18
4,51 ± 0,20***

***6,55 ± 0,19
*4,88 ± 0,19***

***6,28 ± 0,19
34,21 ± 0,17***

***6,24 ± 0,10
*,34,04 ± 0,13***, 1

ТГ,
ммоль / л

1,16 ± 0,07
1,25 ± 0,16
1,07 ± 0,10

1,28 ± 0,15
1,16 ± 0,10

1,46 ± 0,15
1,40 ± 0,09

1,23 ± 0,14
1,20 ± 0,15

*1,47 ± 0,11
0,97 ± 0,04***

ХС ЛПНП,
ммоль / л

2,65 ± 0,06
***4,06 ± 0,18

***3,47 ± 0,15**
***4,33 ± 0,19
2,60 ± 0,19***

**4,40 ± 0,22
12,78 ± 0,21***

***4,33 ± 0,12
*,12,34 ± 0,14***

***4,27 ± 0,14
*,32,28 ± 0,14***

ХС ЛПВП,
ммоль / л

1,23 ± 0,04
1,31 ± 0,09
1,19 ± 0,05

1,51 ± 0,12
1,39 ± 0,06

1,45 ± 0,10
1,40 ± 0,03

1,38 ± 0,15
1,29 ± 0,07

1,30 ± 0,08
1,3 ± 0,04

КА 2,67 ± 0,12
*3,81 ± 0,30
*3,33 ± 0,14

*3,62 ± 0,39
2,36 ± 0,18**

*3,78 ± 0,37
12,42±0,17***

***3,95 ± 0,32
32,32 ± 0,20***

*3,96 ± 0,27
**,32,13±0,15***

ЛПВП-отно-
шение

0,38 ± 0,01
**0,29 ± 0,03
*0,30 ± 0,01

*0,32 ± 0,03
0,49 ± 0,06*

**0,29 ± 0,02
10,43 ± 0,04**

**0,29 ± 0,03
20,46 ± 0,04***

***0,27 ± 0,02
**,30,50 ± 0,04***

ХС
не-ЛПВП

3,08 ± 0,15
***4,83 ± 0,23
***4,01 ± 0,17

***4,92 ± 0,19
3,12 ± 0,21**

***5,11 ± 0,21
*3,48 ± 0,20**

***4,90 ± 0,13
**2,92 ± 0,17***

***4,93 ± 0,13
**,32,73 ± 0,13***

апоА1,
мг / дл

141,8 ± 3,75
142,38 ± 6,51
144,95 ± 6,16

128,73 ± 4,86
141,80 ± 3,75**

153,98 ± 5,24
1164,27±6,811

138,41 ± 6,45
1164,00 ± 5,86***

*130,63 ± 4,39
148,71 ± 5,63**

апоВ,
мг / дл

119,59 ± 
3,34

137,33 ± 8,39
124,63 ± 4,26

**142,99 ± 5,46
119,59 ± 3,34**

*156,72 ± 5,56
135,68 ± 3,75*,2

***151,95 ± 7,54
132,26 ± 7,77*,2

131,57 ± 5,95
113,79 ± 5,20**

ЛП (а),
мг / дл

23,33 ± 1,75
***46,19 ± 6,37
***43,49 ± 5,09

***54,14 ± 6,78
**40,04 ± 2,71**

**72,13±21,73
*50,34 ± 10,23

***,2_69,94±11,702

**36,94 ± 4,97**
***44,00 ± 3,18

**34,08 ± 2,90***

оЛПНП, 
мкг / мл

1,52 ± 0,13
**3,01 ± 0,54
2,32 ± 0,35*

1,98 ± 0,39
1,57 ± 0,16

12,23 ± 0,63
1,80 ± 0,36*

*,32,10 ± 0,40
1,56 ± 0,29**

11,23 ± 0,33
*,21,04 ± 0,231

Примечание. Показатели представлены в виде средних значений М ± m; в числителе показатели до лечения, в знаменателе – через 180 
дней после лечения. *Значимость различий показателей: слева от значения – в сравнении с контрольной группой, справа – до и после 
лечения, где ***р <0,001; **р <0,01; *р <0,05. 1 – значимость различий показателей: слева от значения – в сравнении с группой 1, спра-
ва – с группой 2, где 3 – р <0,001; 2 – р <0,01; 1 – р <0,05. АпоА1 – аполипопротеин А1; апоВ – аполипопротеин В; КА – коэффициент 
атерогенности; ЛП (а) – липопротеин (а); оЛПНП – окисленные липопротеины низкой плотности; ТГ – триглицериды; ХС – общий 
холестерин; ХС ЛПВП – холестерин липопротеинов высокой плотности; ХС ЛПНП – холестерин липопротеинов низкой плотности.
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на 21,4 % (р <0,001) и уровень ХС ЛПНП – на 27,7 % 
(р <0,001) относительно исходных показателей. Со-
держание ХС ЛПВП в этой группе сохранялось 
на исходно нормальном уровне (табл. 2). При срав-
нении показателей липидного спектра сыворотки 
крови в группе 8 с показателями в группах 1 и 2 вы-
явлено, что комплекс «фуколам – маристим» через 
30 дней оказывал гипохолестеринемическое 

действие, сопоставимое с действием аторвастатина 
в дозе 20 мг / сут (табл. 1, 2).

Полученные результаты позволили установить, 
что у пациентов с ДЛП гиполипидемическое действие 
фуколама реализуется путем постепенного снижения 
уровней ХС, ХС ЛПНП, ТГ. Эффективность биопрепа-
рата при индивидуальном применении сопоставима 
с таковой аторвастатина в дозе 10 мг / сут, что дает возмож-

таблица 2. Динамика показателей липидного обмена у пациентов с дислипидемией при разных схемах терапии с включением маристима

Показатель
контрольная группа

(n = 20) 

Группа 6  
маристим

(n = 15) 

Группа 7
аторвастатин 10 мг / сут + 

маристим
(n = 15) 

Группа 8
Фуколам + маристим

(n = 35) 

ХС,
ммоль / л

4,44 ± 0,10
*5,97 ± 0,92
5,24 ± 0,53*

6,00 ± 0,92
5,03 ± 0,61*

***6,51 ± 0,25
**5,12 ± 0,20***

ТГ,
ммоль / л

1,16 ± 0,07
1,67 ± 0,58
1,25 ± 0,29*

1,41 ± 0,63
1,18 ± 0,46*

1,03 ± 0,12
1,08 ± 0,09

ХС ЛПНП,
ммоль / л

2,65 ± 0,06
3,49 ± 0,86
3,14 ± 0,44*

3,64 ± 0,70
2,78 ± 0,81*

***4,69 ± 0,25
**3,39 ± 0,23***

ХС ЛПВП,
ммоль / л

1,23 ± 0,04
1,25 ± 0,29
1,39 ± 0,18*

1,17 ± 0,21
1,44 ± 0,17*

*1,42 ± 0,05
1,27 ± 0,08

КА 2,67 ± 0,12
4,1 ± 1,7
3,7 ± 1,9

4,2 ± 0,31
3,1 ± 0,26*

***3,65 ± 0,22
*3,28 ± 0,25

Примечание. Показатели представлены в виде средних значений М ± m; в числителе показатели до лечения, в знаменателе – через  
30 дней после лечения. *Значимость различий показателей: слева – в сравнении с контрольной группой, справа – до и после лечения, где 
***р <0,001; **р <0,01; *р < 0,05. КА – коэффициент атерогенности; ТГ – триглицериды; ХС – общий холестерин; ХС ЛПВП – холе-
стерин липопротеинов высокой плотности; ХС ЛПНП – холестерин липопротеинов низкой плотности.

I. Исследование показателей липидного спектра крови у пациентов с МС, ИБС, ГБ

II. Определение степени тяжести гиперлипидемии
Гиперлипидемия легкой и средней степени:                   Гиперлипидемия тяжелой степени: 

– ХС 5,2–6,0 ммоль/л                                                           – ХС >6,1 ммоль/л
– ХС ЛПНП 3,4–3,9 ммоль/л                                              – ХС ЛПНП >4,0 ммоль/л   

Фуколам

Фуколам в комбинации  
с аторвастатином  

в дозе 10 мг

Фуколам в комбинации  
с аторвастатином  

в дозе 20 мг

Фуколам в комбинации  
с маристимом

• гиперлипидемия средней степени тяжести у пациентов с МС, ГБ
• гиперлипидемия тяжелой степени тяжести у пациентов  
с повышенными ферментами печени (АсАТ и АлАТ ≥3 нормы)

• гиперлипидемия легкой и средней степени тяжести у пациентов  
с ИБС, ГБ и при их коморбидном течении 

• гиперлипидемия тяжелой степени тяжести, в том числе 
рефрактерная ЛП(а)-холестеринемия, у пациентов с ИБС,  
ГБ и при их коморбидном течении 

• гиперлипидемия тяжелой степени тяжести у пациентов с МС
• гиперлипидемия различной степени тяжести у пациентов с ИБС,  
ГБ с повышенными ферментами печени (АсАТ и АлАТ ≥3 нормы)

Алгоритм дифференцированной коррекции дислипидемий. ГБ – гипертоническая болезнь; ИБС – ишемическая болезнь сердца; МС – мета-
болический синдром; АлАТ – аланинаминотрансфераза; АсАТ – аспартатаминотрансфераза; ХС – общий холестерин; ХС ЛПНП – холе-
стерин липопротеинов низкой плотности
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ность нормализовать липидный профиль крови у паци-
ентов с ДЛП в тех случаях, когда применение статинов 
не показано. Применение фуколама также способство-
вало снижению атерогенных свойств крови (снижение 
ХС не-ЛПВП и КА, повышение ХС / ЛПВП-отношения) 
вследствие снижения уровня оЛПНП. Фуколам, 
как и аторвастатин, улучшает состояние липидтранс-
портной системы крови. Применение фуколама в ком-
плексе с аторвастатином приводило к снижению содер-
жания ЛП (а). Снижению уровня ЛП (а) в сыворотке 
крови придается в настоящее время большое значение, 
так как его рассматривают в качестве фактора риска 
развития сердечно-сосудистых заболеваний, не завися-
щего от уровня ХС ЛПНП и ХС не-ЛПВП.

Результаты комбинированного применения фу-
колама и аторвастатина в дозе 10 мг / сут сопоставимы 
с действием аторвастатина в дозе 20 мг / сут, что по-
зволяет в 2 раза уменьшить дозу ЛП, тем самым 
снизив риск нежелательных побочных эффектов 
и затраты на лечение.

Комплекс «фуколам – маристим» оказывает гипо-
липидемическое действие при выраженной гиперли-
пидемии, что позволяет рекомендовать его в качестве 
гиполипидемического средства сопровождения базис-
ной терапии пациентов с ДЛП в стационарных и амбу-
латорных условиях. Особенно это актуально при низ-
кой приверженности пациентов к статинотерапии 
и в случаях, когда имеются противопоказания для на-
значения статинов или других липидснижающих 
средств.

Заключение
Одним из путей повышения эффективности ги-

полипидемической терапии может быть комбиниро-
ванная терапия с использованием БАВ природного 
происхождения.

Полученные результаты позволили разработать 
алгоритм дифференцированной коррекции ДЛП 
путем включения в комплекс лечения БАВ из гидро-
бионтов (см. рисунок).

Работа выполнена в рамках проекта 15-I-5-011 «Сульфатированные полисахариды бурых водорослей 
как основа для создания мишень-ориентированных лекарственных средств терапии заболеваний сердечно-
сосудистой системы».
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