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Ðàáîòà ìîæåò áûòü ñòàòüåé ýêñïåðèìåíòàëü-

íîãî èëè êëèíè÷åñêîãî õàðàêòåðà, òåîðåòè÷åñêîé

èëè êîíöåïòóàëüíîé, îáçîðîì ïî ìàòåðèàëàì ëè-

òåðàòóðû, ðåöåíçèåé, ñîîáùåíèåì äèñêóññèîííî-

ãî, èñòîðè÷åñêîãî  èëè õðîíèêàëüíîãî õàðàêòåðà,

ðåôåðàòîì çàðóáåæíîãî èññëåäîâàíèÿ.

Ñòàòüè ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èëè êëèíè÷åñêî-

ãî õàðàêòåðà èìåþò ðàçäåëû:

Ðåçþìå

Ââåäåíèå

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Âûâîäû (Çàêëþ÷åíèå)

ËÈÒÅÐÀÒÓÐÀ

Îáçîðû ëèòåðàòóðû, ñòàòüè òåîðåòè÷åñêîãî

è êîíöåïòóàëüíîãî õàðàêòåðà äîëæíû èìåòü ãëàâû:

Ðåçþìå

Ââåäåíèå

Ðàçäåëû ïî îòäåëüíûì îáñóæäàåìûì âî-

ïðîñàì

Âûâîäû

ËÈÒÅÐÀÒÓÐÀ

Ñòàòüÿ äîëæíà áûòü ïðåäñòàâëåíà â âèäå ôàé-

ëà ôîðìàòà RTF íà äèñêåòå èëè CD è ðàñïå÷àòàíà

â 2 ýêçåìïëÿðàõ. Íà âíåøíåé ñòîðîíå äèñêåòû

èëè êîðîáêå CD äîëæíû áûòü óêàçàíû ôàìèëèÿ

ïåðâîãî àâòîðà, íàçâàíèÿ ñòàòüè è ôàéëîâ.

Â îñíîâíîì ôàéëå äîëæåí ñîäåðæàòüñÿ òåêñò

ñòàòüè, òàáëèöû, ïîäïèñè ê ðèñóíêàì, ñïèñîê ëè-

òåðàòóðû. Êðîìå òîãî, íà äèñêåòå èëè CD äîëæíû

áûòü çàïèñàíû ðèñóíêè (êàæäûé â âèäå îòäåëüíî-

ãî ôàéëà). Øòðèõîâûå è òîíîâûå ðèñóíêè (ôîòî-

ãðàôèè, ðåíòãåíîãðàììû è ò.ä.), òî åñòü ðàñòðîâàÿ

ãðàôèêà, äîëæíû áûòü ñîõðàíåíû â âèäå ôàéëîâ

ôîðìàòà TIF èëè JPEG, ãðàôèêè è äèàãðàììû

(âåêòîðíàÿ ãðàôèêà) – â âèäå ôàéëîâ ôîðìàòà

EPS. Åñëè àâòîð íå ðàáîòàåò ñ ñîâðåìåííûìè

ïðîãðàììíûìè ïàêåòàìè äëÿ ñîçäàíèÿ âåêòîðíîé

ãðàôèêè, ìîæíî ïðèñëàòü ãðàôèê â âèäå ôàéëà

Microsoft Excel 5.0/95 ñ îáÿçàòåëüíûì ïðèëîæå-

íèåì â âèäå òàáëèöû, ïî êîòîðîé ïîñòðîåí äàí-

íûé ãðàôèê.

Îáçîðíûå ñòàòüè íå äîëæíû ïðåâûøàòü 17

ñòðàíèö, îðèãèíàëüíûå – 12 ñòðàíèö.

Âåñü òåêñò äîëæåí áûòü íàáðàí øðèôòîì

Times New Roman 12 ÷åðåç ïîëóòîðíûé èíòåðâàë.

Øèðèíà ïîëåé: ëåâîå – 30 ìì, âåðõíåå – 20 ìì,

ïðàâîå – 15 ìì, íèæíåå – 20 ìì. Òåêñò äîëæåí

áûòü âûðîâíåí ïî ëåâîìó êðàþ, íå ñîäåðæàòü ïå-

ðåíîñîâ. Âñå ñòðàíèöû äîëæíû áûòü ïðîíóìåðî-

âàíû. Íîìåð ñòðàíèöû äîëæåí áûòü ðàñïîëîæåí

âíèçó ñïðàâà, íà÷èíàÿ ñî âòîðîé. Êàæäûé àáçàö

äîëæåí íà÷èíàòüñÿ ñ îòñòóïà, êîòîðûé óñòàíàâëè-

âàåòñÿ ìåíþ «Àáçàö». Íå ñëåäóåò èñïîëüçîâàòü

äëÿ îòñòóïà êëàâèøó Tab. Ïðè íàáîðå íå èñïîëü-

çîâàòü áóêâû «¨» èëè «¸», çàìåíÿÿ èõ ñîîòâåò-

ñòâåííî íà «Å» è «å».

Äåñÿòè÷íûå äðîáè ñëåäóåò ïèñàòü ÷åðåç çàïÿòóþ.

Äëÿ âûäåëåíèé â òåêñòå íå íóæíî èñïîëüçîâàòü

ðàçðÿäêó, ëó÷øå ñäåëàòü ýòî êóðñèâîì. Ïðè íàáîðå

òåêñòà ñëåäóåò ðàçëè÷àòü äåôèñ (-) è òèðå (—). Ïî-

ñëåäíåå ââîäèòñÿ îäíîâðåìåííûì íàæàòèåì êëà-

âèø Ctrl+Alt+äåôèñ ñ äîïîëíèòåëüíîé êëàâèàòóðû

ïðè ãîðÿùåì óêàçàòåëå Num Lock.

Íàáèðàÿ çàãîëîâêè, íàçâàíèÿ ðàçäåëîâ, òàá-

ëèö, ïîäïèñè è íàäïèñè íà ðèñóíêàõ, òî÷êó â êîí-

öå ñòàâèòü íå íóæíî. Âûðàâíèâàòü ïî öåíòðó

è óñòàíàâëèâàòü êðàñíóþ ñòðîêó äëÿ âñåãî ïåðå-

÷èñëåííîãî òàêæå íå ñëåäóåò.

Â íà÷àëå ñòàòüè ñëåäóåò óêàçàòü èíèöèàëû

è ôàìèëèè àâòîðîâ, Íàçâàíèå ñòàòüè, íàçâàíèå

ó÷ðåæäåíèÿ (åñëè àâòîðû ðàáîòàþò â ðàçíûõ ó÷-

ðåæäåíèÿõ, óòî÷íèòü ýòî äîïîëíèòåëüíî). Àâòî-

ðû íåñóò îòâåòñòâåííîñòü çà òî÷íîñòü ïðåäîñòàâ-

ëÿåìîé èìè èíôîðìàöèè î ñåáå è ìåñòå ñâîåé ðà-

áîòû. 

Â íà÷àëå ñòàòüè äîëæíî áûòü ïðèâåäåíî Ðå-

çþìå ãäå êðàòêî áåç ðóáðèêàöèè óêàçàíû öåëü èñ-

ñëåäîâàíèÿ, ìàòåðèàëû è ìåòîäû, ïîëó÷åííûå àâ-

òîðîì ðåçóëüòàòû è îñíîâíûå âûâîäû. Â êîíöå

ðåçþìå àâòîð ïðèâîäèò Êëþ÷åâûå ñëîâà ðàáîòû

(íå áîëåå 5). Ðåêîìåíäóåìûé îáúåì ðåôåðàòà –

500-1000 ïå÷àòíûõ çíàêîâ. Îòñòóïëåíèå îò ýòîé

ñõåìû äîïóñòèìî òîëüêî â îòíîøåíèè îáçîðíûõ

ñòàòåé.

Äàëåå íåîáõîäèìî íà àíãëèéñêîì ÿçûêå äàòü

ôàìèëèè àâòîðîâ è èõ èíèöèàëû, íàçâàíèå ñòà-

òüè, íàçâàíèå ó÷ðåæäåíèé, ðåçþìå (Abstract)

è êëþ÷åâûå ñëîâà (Key words). 

Ñòàòüÿ äîëæíà áûòü íàïèñàíà ÿñíî, ÷åòêî, ëà-

êîíè÷íî, òùàòåëüíî âûâåðåíà àâòîðàìè, íå ñî-

äåðæàòü ïîâòîðîâ è èñïðàâëåíèé. Ñîêðàùåíèÿ

äîïóñòèìû òîëüêî â îòíîøåíèè ÷àñòî âñòðå÷àþ-

ùèõñÿ â ñòàòüå òåðìèíîâ. Ñîêðàùåíèå ââîäèòñÿ

ïðè ïåðâîì óïîìèíàíèè â êðóãëûõ ñêîáêàõ

è â äàëüíåéøåì èñïîëüçóåòñÿ ïî âñåìó òåêñòó. Íå

ñëåäóåò ïàðàëëåëüíî èñïîëüçîâàòü òåðìèí è åãî

ñîêðàùåíèå. Åñëè ñîêðàùåíèé áîëüøå 10, ñëåäó-

åò ââîäèòü ñïèñîê ñîêðàùåíèé.

Â ñòàòüÿõ äîëæíà èñïîëüçîâàòüñÿ ñèñòåìà ÑÈ.

Â òåêñòå äîëæíû áûòü ññûëêè íà òàáëèöû

è ðèñóíêè, íàïðèìåð, (òàáë. 1), (ðèñ. 1) èëè íà

ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû… Îíè äîëæíû áûòü ðàçìå-

ùåíû â ñîîòâåòñòâóþùèõ ïî ñìûñëó àáçàöàõ

è ïîñëåäîâàòåëüíî ïðîíóìåðîâàíû. Ðèñóíêè

è òàáëèöû íóìåðóþòñÿ îòäåëüíî.

Òàáëèöû äîëæíû áûòü êîìïàêòíûìè, èìåòü

íàçâàíèå, íå ïîâòîðÿòü ãðàôèêîâ. Ðàçìåðíîñòü âå-

ëè÷èí óêàçûâàåòñÿ ÷åðåç çàïÿòóþ. Òàáëèöà íå

äîëæíà ñîäåðæàòü ïóñòûõ ÿ÷ååê (îòñóòñòâèå äàí-
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íûõ äîëæíî îòìå÷àòüñÿ òèðå, «íåò äàííûõ» èëè

ñïåöèàëüíûì ïðèìå÷àíèåì). Âñå óòî÷íåíèÿ è ëî-

êàëüíûå ñîêðàùåíèÿ âûíîñÿòñÿ â ïðèìå÷àíèÿ.

Òàáëèöû íàáèðàþòñÿ òåì æå øðèôòîì, ÷òî è îñ-

íîâíîé òåêñò ñòàòüè, ñ âûðàâíèâàíèåì ïî ëåâîìó

êðàþ, áåç ïåðåíîñîâ è êðàñíûõ ñòðîê. Òî÷êó ïîñ-

ëå ïîñëåäíåãî ñëîâà â ÿ÷åéêå ñòàâèòü íå íóæíî.

Ïðè îáðàìëåíèè òàáëèöû ñëåäóåò èñïîëüçîâàòü

ôóíêöèþ «Âñå ãðàíèöû». Ïðèìå÷àíèÿ ê òàáëè-

öàì âûíîñÿòñÿ â ïîñëåäíåé ñòðîêå òàáëèöû òåì

æå øðèôòîì. Êàæäîå ïðèìå÷àíèå äîëæíî ðàñïî-

ëàãàòüñÿ ñ íîâîé ñòðîêè, áûòü ïîìå÷åíî íàä-

ñòðî÷íîé öèôðîé, êîòîðàÿ îòäåëÿåòñÿ îò òåêñòà

ïðèìå÷àíèÿ ïðîáåëîì. Â êîíöå êàæäîãî ïðèìå÷à-

íèÿ ñòàâèòñÿ òî÷êà. Ïðèìå÷àíèÿ íóìåðóþòñÿ

â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ ïîÿâëåíèåì â òàáëèöå: ñâåð-

õó âíèç è ñëåâà íàïðàâî.

Ðàçìåð êàæäîãî ðèñóíêà (äàæå åñëè îíè ñìà-

êåòèðîâàíû âìåñòå) äîëæåí áûòü íå ìåíåå 10 ×

15 ñì. Ðåíòãåíîãðàììû äîëæíû áûòü ïðåäñòàâëå-

íû â íåãàòèâíîì èçîáðàæåíèè. Èëëþñòðàöèè ñêà-

íèðóþò â ìàñøòàáå 100 % ñ ðàçðåøåíèåì 300 dpi.

Ðåíòãåíîãðàììû, ñîíîãðàììû, ôîòîãðàôèè ñêà-

íèðóþò â ðåæèìå «Gray». Öåëåñîîáðàçíî

îáúåäèíÿòü îäíîòèïíûå ðèñóíêè â îäèí, îáîçíà-

÷àÿ èõ “à”, “á” è ò.ä. Êàæäûé ðèñóíîê äîëæåí

áûòü ïðèñëàí îòäåëüíî è ñîîòâåòñòâîâàòü óêàçàí-

íûì âûøå òðåáîâàíèÿì ïî êà÷åñòâó.

Ãðàôèêè è ñõåìû íåëüçÿ ïåðåãðóæàòü íàäïè-

ñÿìè. Ïîäïèñü ê ðèñóíêó äîëæíà áûòü ëàêîíè÷-

íîé, òî÷íî ñîîòâåòñòâîâàòü åãî ñîäåðæàíèþ. Åñëè

íåñêîëüêî ðèñóíêîâ èäóò ïîä îáùåé ïîäïèñüþ, òî

ñíà÷àëà ïðèâîäÿò åå, à çàòåì íàçâàíèÿ îòäåëüíûõ

ðèñóíêîâ ïîä ðóññêèìè áóêâàìè.

Â ïîäïèñè ïîä ðèñóíêàìè äîëæíû áûòü îáú-

ÿñíåíû âñå êðèâûå, áóêâåííûå, öèôðîâûå è äðó-

ãèå óñëîâíûå îáîçíà÷åíèÿ. Â ïîäïèñÿõ ïîä ìèê-

ðîôîòîãðàôèÿìè ñëåäóåò óêàçàòü ìåòîäèêó ìèê-

ðîñêîïèè, óâåëè÷åíèå, ìåòîä îêðàñêè ìàòåðèàëà.

Åñëè èëëþñòðàöèÿ çàèìñòâóåòñÿ èç äðóãîãî èñ-

òî÷íèêà, â êîíöå ïîäïèñè ñëåäóåò äàòü íà íåãî

ññûëêó. Íà ïå÷àòíîì ýêçåìïëÿðå ðèñóíêè íóìåðó-

þò, ïîìå÷àþò âåðõ èëè íèç.

Âñå ôîðìóëû äîëæíû áûòü òùàòåëüíî âûâå-

ðåíû àâòîðîì, íàáðàíû èëè âñòðîåíû â ôîðìàò

òåêñòîâîãî ðåäàêòîðà. Â ôîðìóëàõ íåîáõîäèìî

ðàçëè÷àòü ñòðî÷íûå è ïðîïèñíûå, ëàòèíñêèå

è ãðå÷åñêèå, ïîäñòðî÷íûå è íàäñòðî÷íûå áóêâû.

Èñïîëüçîâàííûå àâòîðàìè ñîêðàùåíèÿ äîëæíû

áûòü ðàçúÿñíåíû ïîä ôîðìóëîé.

Ñïèñîê ëèòåðàòóðû äîëæåí áûòü êðàòêèì

è ñîäåðæàòü íå áîëåå 20 ññûëîê äëÿ ñòàòåé, ïî-

ñâÿùåííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûì è êëèíè÷åñêèì

èññëåäîâàíèÿì, è íå áîëåå 100 ññûëîê — äëÿ îá-

çîðíûõ ñòàòåé. Íîìåð ññûëêè óêàçûâàåòñÿ â êâà-

äðàòíûõ ñêîáêàõ.

Â ñïèñêå ëèòåðàòóðû â àëôàâèòíîì ïîðÿäêå

ïåðå÷èñëÿþòñÿ êóðñèâîì ôàìèëèè è èíèöèàëû àâ-

òîðîâ íà ðóññêîì ÿçûêå, çàòåì íà èíîñòðàííûõ

ÿçûêàõ. Âñå áèáëèîãðàôè÷åñêèå ññûëêè â òåêñòå

äîëæíû áûòü ïðîíóìåðîâàíû â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ

ïîëîæåíèåì â ñïèñêå ëèòåðàòóðû. Ôàìèëèè èíî-

ñòðàííûõ àâòîðîâ ïðèâîäÿòñÿ â îðèãèíàëüíîé

òðàíñêðèïöèè. Â ñïèñîê ëèòåðàòóðû íå âêëþ÷à-

þòñÿ ññûëêè íà íåîïóáëèêîâàííûå ðàáîòû

è ó÷åáíèêè. Ññûëêè äîëæíû áûòü òùàòåëüíî âû-

âåðåíû àâòîðàìè, êîòîðûå íåñóò îòâåòñòâåííîñòü

çà ïðàâèëüíîñòü ïðèâåäåííûõ äàííûõ.

Åñëè àâòîðîâ íå áîëåå ÷åòûðåõ, îíè óïîìèíà-

þòñÿ âñå, ïðè áîëüøåì ÷èñëå àâòîðîâ ïåðå÷èñëÿ-

þòñÿ ïåðâûå òðè, äàëåå ïèøåòñÿ è äð. èëè et al.

Ïðè ññûëêå íà êíèãó ñëåäóåò óêàçûâàòü àâòîðîâ,

çàòåì íàçâàíèå êíèãè, íîìåð èçäàíèÿ, èçäàòåëüñò-

âî (ìîæåò îòñóòñòâîâàòü), ãîä è ñòðàíèöû (åñëè

àâòîð ññûëàåòñÿ íà âñþ êíèãó, òî ïèøåòñÿ 150 ñ.,

åñëè íà åå ÷àñòü, òî óêàçûâàåòñÿ Ñ. 143-148.), íà-

ïðèìåð:

Ðóêîâîäñòâî ïî ãåìàòîëîãèè ïîä ðåä. À.È. Âî-

ðîáüåâà. — Ò. 2. — Ì.: Íüþäèàìåä, 2004. —

277 ñ.

Bihrle R., Libertino J.A. Renal cell cancer with

extension into the vena cava. In: Dekernion B.J.,

Pavone-Macaluso M. eds., Tumors of kidney. —

Baltimore: Williams&Wilkins, 1986. — Ð. 111—123.

Ïðè ññûëêå íà ãëàâó èç êíèãè, íàïèñàííîé

êîëëåêòèâîì àâòîðîâ, óêàçûâàþò àâòîðîâ ãëàâû

è åå íàçâàíèå, çàòåì àâòîðîâ èëè ðåäàêòîðîâ êíè-

ãè, íàçâàíèå êíèãè, íîìåð èçäàíèÿ (ìîæåò îòñóò-

ñòâîâàòü), ìåñòî èçäàíèÿ, èçäàòåëüñòâî (ìîæåò îò-

ñóòñòâîâàòü), ãîä è ñòðàíèöû, íàïðèìåð:

Êýéí Ä. Ýòè÷åñêèå è ïðàâîâûå îñíîâû ìåäè-

öèíñêîé ïîìîùè. Áåðåê Ä., Àäàøè È., Õèëëàðä

Ï. (ðåä.). Ãèíåêîëîãèÿ ïî Ýìèëþ Íîâàêó: Ïåð.

ñ àíãë. — Ì.: Ïðàêòèêà, 2002. — Ñ. 14-18.

Ïðè ññûëêå íà æóðíàë óêàçûâàþò àâòîðîâ, çà-

òåì íàçâàíèå ñòàòüè, íàçâàíèþ ïåðèîäè÷åñêîãî

èçäàíèÿ èëè ñáîðíèêà ïðåäøåñòâóþò. — Ïîñëå

íàçâàíèÿ æóðíàëà óêàçûâàåòñÿ ãîä, òîì, íîìåð

âûïóñêà, ïåðâàÿ è ïîñëåäíÿÿ ñòðàíèöû ðàáîòû,

íàïðèìåð:

Ïîääóáíàÿ È. Â., Ä¸ìèíà Å. À. Äèàãíîñòèêà

è îïðåäåëåíèå ðàñïðîñòðàíåííîñòè (ñòàäèðîâà-

íèå) íåõîäæêèíñêèõ ëèìôîì // Ïðàêòè÷åñêàÿ îí-

êîëîãèÿ. — 2004. — ¹ 3. — Ñ. 176—184.

Ïðè ññûëêå íà ñáîðíèê ñòàòåé óêàçûâàþò àâ-

òîðîâ, çàòåì íàçâàíèå ñòàòüè, ñáîðíèêà, ìåñòî èç-

äàíèÿ, ãîä, ñòðàíèöû, íàïðèìåð:

Êîíåíêî Ã. À. Ðåøåíèå óðàâíåíèé äâèæåíèÿ

îäíîôàçíîãî âÿçêîãî çàêðó÷åííîãî ïîòîêà

â äëèííîé òðóáå. Îòîïëåíèå è âåíòèëÿöèÿ. —

Èðêóòñê, 1994. — Ñ. 34—36.

Ïðè ññûëêå íà òåçèñû äîêëàäîâ óêàçûâàþò

àâòîðîâ, çàòåì íàçâàíèå òåçèñîâ êîíôåðåíöèè,

ñòðàíèöû.

Ïðè ññûëêå íà äèññåðòàöèè èëè àâòîðåôåðàòû

óêàçûâàþò àâòîðà, çàòåì íàçâàíèå äèññåðòàöèè,
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ìåñòî è äàòó íàïèñàíèÿ, ñòðàíèöû. Ïðè ýòîì èñ-

ïîëüçóþòñÿ ñëåäóþùèå ñîêðàùåíèÿ: Äèñ… êàíä.

ìåä. íàóê, Äèñ… ä-ðà ìåä. íàóê, Àâòîðåôåð.

äèñ… êàíä. ìåä. íàóê, Àâòîðåôåð. äèñ… ä-ðà ìåä.

íàóê.

Â òåêñòå ðåêîìåíäóåòñÿ èñïîëüçîâàòü ìåæäó-

íàðîäíûå íàçâàíèÿ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ, êîòî-

ðûå ïèøóòñÿ ñ ìàëåíüêîé áóêâû.  Òîðãîâûå íà-

çâàíèÿ ïðåïàðàòîâ ïèøóòñÿ ñ áîëüøîé áóêâû.

Íà îòäåëüíîì ëèñòå àâòîðàì ñëåäóåò óêàçàòü

ïî÷òîâûé àäðåñ äëÿ ïåðåïèñêè, âêëþ÷àþùèé

ïî÷òîâûé èíäåêñ, òåëåôîí(û), ôàêñ è àäðåñ ýëåê-

òðîííîé ïî÷òû.

Âñå ñòàòüè, ïîñòóïèâøèå â ðåäàêöèþ, ïîäëå-

æàò ðåöåíçèðîâàíèþ. Ðåöåíçåíòû äëÿ êàæäîé

ñòàòüè íàçíà÷àþòñÿ ðåäàêöèîííîé êîëëåãèåé. Åñ-

ëè ðåöåíçåíòû è ðåäàêòîðû ïðåäëàãàþò èñïðà-

âèòü ðàáîòó, òî êîïèÿ ñ òàêèì ïðåäëîæåíèåì îò-

ïðàâëÿåòñÿ àâòîðó. Ýòà êîïèÿ âîçâðàùàåòñÿ âìåñ-

òå ñ ïåðåðàáîòàííûì ýêçåìïëÿðîì, êîòîðûé

ïðåäñòàâëÿåòñÿ íà áóìàãå è â ýëåêòðîííîì âèäå.

Ðåäàêöèÿ îñòàâëÿåò çà ñîáîé ïðàâî îòêëîíèòü

ðàáîòó èç-çà íåñîîòâåòñòâèÿ ïðîôèëþ è òðåáîâà-

íèÿì æóðíàëà, äîñòîâåðíîñòè è îáúåêòèâíîñòè

äàííûõ, íàëè÷èÿ îøèáîê èëè íå ïîäêðåïëåííûõ

äîñòîâåðíûìè ôàêòàìè äåêëàðàöèé, ïðîòèâîðå-

÷àùèõ ñîâðåìåííûì íàó÷íûì ïðåäñòàâëåíèÿì

è îïûòó. 

Ðåäàêöèÿ æóðíàëà îñóùåñòâëÿåò íàó÷íîå

è ëèòåðàòóðíîå ðåäàêòèðîâàíèå ñòàòåé, îáÿçóåòñÿ

èíôîðìèðîâàòü àâòîðîâ î âñåõ ñìûñëîâûõ èçìå-

íåíèÿõ, âîçíèêàþùèõ ïðè ðåäàêòèðîâàíèè èõ ðà-

áîò (ýòî íå êàñàåòñÿ ëèòåðàòóðíîé ïðàâêè).

Ñòàòüè, ðàíåå îïóáëèêîâàííûå â äðóãèõ æóð-

íàëàõ èëè ñáîðíèêàõ, íå áóäóò ïðèíÿòû ê ïóáëè-

êàöèè.
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Â 1971 ã. A. Hamburger è S. Salmon [21] îïèñàëè

ìåòîä êóëüòèâèðîâàíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê â ïîëóæèä-

êîì àãàðå. Ñ ïîìîùüþ íåãî â êàðöèíîìàõ ÷åëîâåêà

óäàëîñü âûÿâèòü ïî êðàéíå ìåðå 3 ïîïóëÿöèè îïóõîëå-

âûõ êëåòîê, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ïðîëèôåðàòèâíûì ïî-

òåíöèÿì è, âåðîÿòíî, ïî ñâîåìó çíà÷åíèþ äëÿ ðàçâè-

òèÿ îïóõîëåâîãî ïðîöåññà è èñõîäà ëå÷åíèÿ:

1) «ìèíîðíóþ» ïîïóëÿöèþ ñòâîëîâûõ (êëîíîãåí-

íûõ) êëåòîê ñ íåîãðàíè÷åííûì ïðîëèôåðàòèâíûì ïî-

òåíöèàëîì, îáðàçóþùèõ â ïîëóæèäêîì àãàðå êîëîíèè,

ñîäåðæàùèå áîëåå 50 (ò. å. >25) êëåòîê;

2) ñóáêëîíîãåííûå (êîììèòèðîâàííûå) îïóõîëå-

âûå êëåòêè ñ îãðàíè÷åííûì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåí-

öèàëîì, îáðàçóþùèå â ïîëóæèäêîì àãàðå êëàñòåðû,

ñîäåðæàùèå < 50 (ò. å. <25) êëåòîê;

3) íåäåëÿùèåñÿ («çðåëûå») îïóõîëåâûå êëåòêè

(ñì. ðèñóíîê).
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ÐÅÇÞÌÅ

Â ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû äàííûå ïî êëîíèðîâàíèþ ðÿäà çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé ÷åëîâåêà,

ïîëó÷åííûå àâòîðàìè è ðàçëè÷íûìè íàó÷íûìè ãðóïïàìè îêîëî 20 ëåò íàçàä. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ

îáñóæäàþòñÿ â ñâåòå ñîâðåìåííûõ ïðåäñòàâëåíèé î áèîëîãèè ñòâîëîâûõ òêàíåâûõ êëåòîê è ïàòîãåíåòè÷åñêîé

òåðàïèè, íàïðàâëåííîé íà ýôôåêòèâíóþ ñòåðèëèçàöèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê îïóõîëè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êëîíîãåííûå (ñòâîëîâûå) êëåòêè îïóõîëè, ñòâîëîâûå òêàíåâûå êëåòêè, ïàòîãåíåòè÷åñêàÿ

òåðàïèÿ ðàêà.

№2/том5/2006

Èåðàðõè÷åñêàÿ ìîäåëü îðãàíèçàöèè êëåòîê îïóõî-

ëè â îòíîøåíèè ñïîñîáíîñòè ê ïðîëèôåðàöèè
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Áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ñòâîëî-

âûå (êëîíîãåííûå) îïóõîëåâûå êëåòêè ñïîñîáíû ê àñèì-

ìåòðè÷íîìó äåëåíèþ, ïðè êîòîðîì äî÷åðíèå êëåòêè

îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà ñâîåé ñóäüáîé: îäíà îñòàåò-

ñÿ ñòâîëîâîé, à äðóãàÿ ïåðåõîäèò â ðàçðÿä êîììèòèðî-

âàííûõ [37]. Íå èñêëþ÷àëàñü òàêæå âîçìîæíîñòü äåëå-

íèÿ ñòâîëîâîé êëåòêè íà 2, ò. ê. èõ êîëè÷åñòâî â îïóõî-

ëè ñ ðàçâèòèåì îïóõîëåâîãî ïðîöåññà âîçðàñòàåò [37;

41], ðàâíî êàê è âîçðàñòàåò èõ ãåòåðîãåííîñòü âñëåä-

ñòâèå ãåíåòè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè, ÷òî ïîêàçàíî

â ïîñëåäíèå ãîäû [15; 33].

Ïî äàííûì ðÿäà àâòîðîâ, ýôôåêòèâíîñòü êîëîíèå-

îáðàçîâàíèÿ (ÝÊÎ) ó áîëüøèíñòâà çëîêà÷åñòâåííûõ

íîâîîáðàçîâàíèé íå ïðåâîñõîäèò â ñðåäíåì 0,1 % [11;

18; 29], ò. å. ëèøü 1 èç íåñêîëüêèõ òûñÿ÷ îïóõîëåâûõ

êëåòîê ÿâëÿåòñÿ êëîíîãåííîé. Ñðàçó ñëåäóåò çàìåòèòü,

÷òî ïîñëå ðÿäà ïàññàæåé â ïîëóæèäêîì àãàðå ÝÊÎ

îïóõîëåâûõ êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ [18]. Ïîñëåäíåå,

ñ îäíîé ñòîðîíû, ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ñòâîëî-

âûå îïóõîëåâûå êëåòêè ñïîñîáíû ê ñèììåòðè÷íîìó

äåëåíèþ, à, ñ äðóãîé, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè èäåò

îòáîð â ñòîðîíó íàèáîëåå àãðåññèâíûõ îïóõîëåâûõ

ïîïóëÿöèé.

Îêîëî 20 ëåò íàçàä, êîãäà áûëè îïóáëèêîâàíû ýòè

äàííûå, íå áûëî îïèñàíî íè öèòîëîãè÷åñêèõ, íè áèî-

õèìè÷åñêèõ, íè èììóíîëîãè÷åñêèõ ìàðêåðîâ ñòâîëî-

âûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïîýòîìó èõ ñóùåñòâîâàíèå

äîñòàòî÷íî äîëãî ïîäâåðãàëîñü ñîìíåíèþ. Ïîñêîëüêó

åäèíñòâåííîé îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé ýòèõ êëåòîê ÿâëÿ-

ëàñü íåîãðàíè÷åííàÿ ïðîëèôåðàöèÿ, òî íàèáîëåå èí-

ôîðìàòèâíûì ìåòîäîì èõ âûÿâëåíèÿ áûëî êëîíèðîâà-

íèå â ïîëóæèäêîì àãàðå. Êñòàòè, íåîáõîäèìî çàìå-

òèòü, ÷òî ýòîò ìåòîä êóëüòèâèðîâàíèÿ ñòâîëîâûõ

îïóõîëåâûõ êëåòîê îñòàåòñÿ îñíîâíûì è ñåãîäíÿ [38].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðè ëàâèíîîáðàçíîì êîëè÷åñòâå

ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ ñòâîëîâûì òêàíåâûì êëåòêàì,

âûñêàçûâàþòñÿ ïðåäïîëîæåíèÿ î ïðîèñõîæäåíèè

ñòâîëîâûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê îò íîðìàëüíûõ ñòâîëî-

âûõ (êàìáèàëüíûõ) êëåòîê òîé èëè èíîé òêàíè. Îñíîâ-

íûì àðãóìåíòîì â ïîëüçó ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ÿâëÿ-

åòñÿ òî, ÷òî, ïîñêîëüêó ñòâîëîâûå òêàíåâûå (êàìáèàëü-

íûå) íîðìàëüíûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ äîëãîæèâóùèìè,

âåðîÿòíîñòü íàêîïëåíèÿ â íèõ ìóòàöèé ñðàâíèòåëüíî

âûñîêà, ÷òî â êîíå÷íîì èòîãå ìîæåò ïðèâåñòè ê ôîð-

ìèðîâàíèþ ó íèõ çëîêà÷åñòâåííîãî ôåíîòèïà. Òàêèå

êëåòêè ïðè ñèììåòðè÷íîì è àñèììåòðè÷íîì äåëåíèè

îáåñïå÷èâàþò ðàçâèòèå îïóõîëè [33; 12; 42; 26; 8].

Îêîëî 20 ëåò íàçàä Steel G. G. è Stephens T. C.

(1983 ã.) âûñêàçàëè è îáîñíîâàëè ïðåäïîëîæåíèå

î òîì, ÷òî ìåòàñòàçû ôîðìèðóþòñÿ ïðè îòñåâå èç îïó-

õîëè èìåííî ñòâîëîâûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, â òî âðåìÿ

êàê ïåðñèñòèðóþùèå ñóáêëîíîãåííûå è íåêëîíîãåí-

íûå îïóõîëåâûå êëåòêè íå èãðàþò ñóùåñòâåííîé ðîëè

â ãåíåðàëèçàöèè îïóõîëåâîãî ïðîöåññà âñëåäñòâèå îã-

ðàíè÷åííîãî èëè èñ÷åðïàííîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî ïî-

òåíöèàëà [36]. Èíòåðåñíî, ÷òî â áîëüøèíñòâå äîáðîêà-

÷åñòâåííûõ îïóõîëåé íå óäàâàëîñü âûÿâèòü êëîíîãåí-

íûõ êëåòîê, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî êàê ñ èõ ìàëûì

ñîäåðæàíèåì, òàê è ñ íåâîçìîæíîñòüþ «âûâåñòè» èõ

in vitro èç ôàçû ïîêîÿ (Go), à òàêæå ñ äëèòåëüíûì êëå-

òî÷íûì öèêëîì. Ýòè ïðåäïîëîæåíèÿ íå ëèøåíû îñíî-

âàíèé, òàê êàê îáðàçîâàíèå êëàñòåðîâ ïðè êëîíèðîâà-

íèè êëåòîê äîáðîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ÷àñòî âñå-òà-

êè íàáëþäàëîñü. Íî åñëè ó÷åñòü âûøåñêàçàííîå, òî íå

èñêëþ÷åíî, ÷òî ñàì ôàêò êëîíèðóåìîñòè îïóõîëè ìî-

æåò ñòàòü êðèòåðèåì çëîêà÷åñòâåííîñòè (â ÷àñòíîñòè,

äëÿ ïîãðàíè÷íûõ è âûñîêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ îïó-

õîëåé) [11; 20].

Ñòâîëîâûå (êëîíîãåííûå ) îïóõîëåâûå êëåòêè, âå-

ðîÿòíî, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé «ãëóáîêèé ðåçåðâ» îïóõî-

ëè â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ (Go) è êàê ñëåäñòâèå ÿâëÿþòñÿ

íàèáîëåå ðàäèî- è õèìèîðåçèñòåíòíîé êëåòî÷íîé ïî-

ïóëÿöèåé. Ñëåäîâàòåëüíî, ýôôåêòèâíîñòü ëþáîãî ïðî-

òèâîîïóõîëåâîãî âîçäåéñòâèÿ îïðåäåëÿåòñÿ òåì, äî-

ñòèãíóòà ëè ñ ïîìîùüþ íåãî ïîëíàÿ ñòåðèëèçàöèÿ

ñòâîëîâûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, ò. ê. èìåííî îíè îáåñ-

ïå÷èâàþò ðåïîïóëÿöèþ ïîñëå çàâåðøåíèÿ õèìèî / ëó-

÷åâîé òåðàïèè è êàê ñëåäñòâèå ðåöèäèâèðîâàíèå è ãå-

íåðàëèçàöèþ îïóõîëåâîãî ïðîöåññà [1; 28; 37; 39; 41].

Òàê èññëåäîâàíèå êðèâûõ äîçà-ýôôåêò ðàäèàöèîííîé

ãèáåëè êëîíîãåííûõ êëåòîê ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü,

÷òî äëÿ íåêîòîðûõ òèïîâ îïóõîëåé âðåìÿ áåçðåöèäèâ-

íîãî ëå÷åíèÿ ïîñëå ëó÷åâîé òåðàïèè êîððåëèðóåò ñ ðà-

äèî÷óâñòâèòåëüíîñòüþ êëîíîãåííûõ êëåòîê, à âåðîÿò-

íîñòü ïîëíîãî ëîêàëüíîãî êîíòðîëÿ îïðåäåëÿåòñÿ èõ

èñõîäíîé äîëåé â îïóõîëè [39]. Ïîýòîìó îöåíêà äîëè,

ñòåïåíè ðàäèî- è õèìèî÷óâñòâèòåëüíîñòè ñòâîëîâûõ

êëîíîãåííûõ êëåòîê îïóõîëè — îäèí èç ðåàëüíûõ ïó-

òåé èíäèâèäóàëèçàöèè ðàäèî- è õèìèîòåðàïèè. Èññëå-

äîâàíèÿ â ýòîì íàïðàâëåíèè áûëè âûïîëíåíû

â 1980–90-å ãã. [31; 27] è âîçîáíîâëåíû íà íîâîì «âèò-

êå» â íàñòîÿùåå âðåìÿ [13; 17 ].

Ïåðâàÿ ïðîáëåìà, ñ êîòîðîé ñòîëêíóëèñü èññëåäî-

âàòåëè, — âûäåëåíèå äîñòàòî÷íîãî (äëÿ êëîíèðîâàíèÿ

è äàëüíåéøåãî îïðåäåëåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê âîç-

äåéñòâèÿì) êîëè÷åñòâà îïóõîëåâûõ êëåòîê. Èñïîëüçî-

âàíèåì ðàçíûõ ïîäõîäîâ ê ìåõàíè÷åñêîé äåçàãðåãàöèè

â ñî÷åòàíèè ñ ýíçèìàòè÷åñêèìè êîêòåéëÿìè [9; 19; 32]

äàâàëî âîçìîæíîñòü ïîëó÷àòü 5,0×106–1,0×107 æèâûõ

îïóõîëåâûõ êëåòîê èç 1 ã îïóõîëåâîé òêàíè.

Áîëüøîå êîëè÷åñòâî ðàáîò áûëî ïîñâÿùåíî ðàçðà-

áîòêå óñëîâèé êëîíèðîâàíèÿ ñ öåëüþ ïîâûøåíèÿ ýô-

ôåêòèâíîñòè ïîñëåäíåãî. Ïðè êëîíèðîâàíèè in vitro,

êðîìå àìèíîêèñëîò è âèòàìèíîâ, èñïîëüçîâàëè ãîðìî-

íàëüíûå äîáàâêè [14; 30], ëèïèäû ñîè, õîëåñòåðèí,

ñìåñü ìèêðîýëåìåíòîâ [14], ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð

ðîñòà [10]. Â îòñóòñòâèè â òî âðåìÿ ìíîãèõ äðóãèõ öè-

òîêèíîâ ïîâûøåíèÿ ÝÊÎ óäàâàëîñü äîñòèãíóòü ïðè

èñïîëüçîâàíèè (â êà÷åñòâå ôèäåðíîãî ñëîÿ) ôèáðîáëà-

ñòîâ è ÔÃÀ-ñòèìóëèðîâàííûõ ëåéêîöèòîâ [10]. ÝÊÎ

ó÷èòûâàëè íà 14–21-é äíè êóëüòèâèðîâàíèÿ, èñêëþ÷àÿ

èç îáùåãî ÷èñëà êîëîíèé êîíãëîìåðàòû êëåòîê, ó÷åò

êîëè÷åñòâà êîòîðûõ îñóùåñòâëÿëè íà 2-å ñóò.

Ó÷èòûâàÿ òåõíè÷åñêèå è ìåòîäè÷åñêèå ñëîæíîñòè

âûäåëåíèÿ äîñòàòî÷íîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê äëÿ êëîíè-

ðîâàíèÿ, íåâîçìîæíîñòü ñôîðìèðîâàòü ïîäõîäÿùèé

êîêòåéëü èç ôàêòîðîâ ðîñòà (äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ)

è èñòèííî íèçêóþ êëîíîãåííóþ ñïîñîáíîñòü ðÿäà ñî-
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ëèäíûõ îïóõîëåé, ñòâîëîâûå êëîíîãåííûå êëåòêè óäà-

âàëîñü âûÿâëÿòü ëèøü â 60–85 % ñîëèäíûõ íîâîîáðà-

çîâàíèé.

Áîëüøîé ðàçäåë èññëåäîâàíèé êëîíîãåííûõ îïó-

õîëåâûõ êëåòîê â 1980–90-å ãã. áûë ïîñâÿùåí èçó÷å-

íèþ âîçìîæíîñòåé èõ èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ

è ïðîãíîçèðîâàíèÿ èíäèâèäóàëüíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè

îïóõîëåé ê ðàçëè÷íûì êîíñåðâàòèâíûì âîçäåéñòâèÿì:

ðàäèî-, èììóíî- è â çíà÷èòåëüíîé ìåðå — ê õèìèîòå-

ðàïèè. Îïèñàííûå âûøå îãðàíè÷åíèÿ ñóæàëè êðóã

îïóõîëåé, äëÿ êîòîðûõ ìîæíî îïðåäåëèòü èíäèâèäó-

àëüíóþ ðåàêöèþ íà õèìèîïðåïàðàòû. Äîïîëíèòåëü-

íûì îãðàíè÷åíèåì ñòàëî òàêæå è òî, ÷òî äîñòîâåðíîå

ïðåäñòàâëåíèå îá ýôôåêòèâíîñòè òîãî èëè èíîãî àãåí-

òà ìîæíî ïîëó÷èòü ëèøü ïðè íàëè÷èè â êîíòðîëå íå

ìåíåå 30 êîëîíèé.

Òåì íå ìåíåå â ðÿäå ðàáîò áûëà ïîäòâåðæäåíà àäåê-

âàòíîñòü ìåòîäà äëÿ èíäèâèäóàëüíîãî ïðîãíîçèðîâàíèÿ

õèìèî÷óâñòâèòåëüíîñòè è ïîäáîðà íà ýòîé îñíîâå ðàöè-

îíàëüíûõ ñõåì õèìèîòåðàïèè. Òàê, âî-ïåðâûõ, íàáëþäà-

ëàñü âàðèàáåëüíîñòü â ðåàêöèè êëîíîãåííûõ êëåòîê ðàç-

íûõ íîâîîáðàçîâàíèé íà õèìèîïðåïàðàòû; âî-âòîðûõ,

äîëÿ íîâîîáðàçîâàíèé ðàçíûõ ëîêàëèçàöèé è ãèñòîëîãè-

÷åñêèõ òèïîâ ê òåì èëè èíûì ïðåïàðàòàì ñîâïàäàëà

ñ îáùåêëèíè÷åñêèìè ïðåäñòàâëåíèÿìè î ñðàâíèòåëüíîé

÷óâñòâèòåëüíîñòè ê õèìèîòåðàïèè ýòèõ îïóõîëåé â êëè-

íèêå; è, â-òðåòüèõ, êëîíîãåííûå êëåòêè îïóõîëåé îò

áîëüíûõ, ðàíåå ïîëó÷àâøèõ õèìèîòåðàïèþ, áûëè ìåíåå

÷óâñòâèòåëüíûìè ê öèòîñòàòèêàì [7; 25].

Êëèíè÷åñêàÿ ïðîãíîñòè÷åñêàÿ ñèëà èíäèâèäóàëü-

íîãî ïîäáîðà ïðåïàðàòîâ ïî ðåàêöèè êëîíîãåííûõ

êëåòîê íà öèòîñòàòèêè îêàçàëàñü ñðàâíèòåëüíî âåëèêà,

îñîáåííî äëÿ âûÿâëåíèÿ ñëó÷àåâ èíäèâèäóàëüíîé ðå-

çèñòåíòíîñòè (ñì. òàáëèöó). Ïîñëåäíèé ôàêò èìååò

îáúÿñíåíèå: åñëè êëåòêè óñòîé÷èâû ê ïðåïàðàòàì in

vitro, òî îíè ñ áîëüøîé âåðîÿòíîñòüþ áóäóò ðåçèñòåíò-

íû ê íèì è â îðãàíèçìå áîëüíîãî (èìåþòñÿ â âèäó ïðå-

ïàðàòû ïðÿìîãî äåéñòâèÿ, íå òðåáóþùèå ìåòàáîëè÷å-

ñêîé àêòèâàöèè), ò. ê. in vitro ñíèìàåòñÿ ðÿä îãðàíè÷å-

íèé äëÿ ðàçâèòèÿ öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà

(â ÷àñòíîñòè, íåò îãðàíè÷åíèé äëÿ äîñòóïà ïðåïàðàòîâ

ê îïóõîëåâûì êëåòêàì). Â òî æå âðåìÿ ìèêðîîêðóæå-

íèå îïóõîëåâûõ êëåòîê in vitro îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîãî

â îðãàíèçìå áîëüíîãî, ïîýòîìó ïðîãíîç ÷óâñòâèòåëü-

íîñòè óäàåòñÿ â ìåíüøåì ïðîöåíòå ñëó÷àåâ.

Â îòäåëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî

ïðîòèâîîïóõîëåâàÿ õèìèîòåðàïèÿ ñ ó÷åòîì äàííûõ îá

èíäèâèäóàëüíîé õèìèî÷óâñòâèòåëüíîñòè ñóùåñòâåí-

íî óëó÷øàåò ðåçóëüòàòû ëå÷åíèÿ [23; 24; 40]. Êðîìå

òîãî, ñëåäóåò îæèäàòü, ÷òî èñêëþ÷åíèå èç ñõåì ëå÷å-

íèÿ êîíêðåòíûõ áîëüíûõ ïðåïàðàòîâ, ê êîòîðûì äàí-

íàÿ îïóõîëü ðåçèñòåíòíà, ïîçâîëèò, ñ îäíîé ñòîðîíû,

îòäàëèòü ðàçâèòèå ïåðåêðåñòíîé õèìèîðåçèñòåíòíîñ-

òè, à, ñ äðóãîé, èçáàâèò áîëüíîãî îò áåñïîëåçíûõ

(â ïëàíå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ), íî íå áåçðàç-

ëè÷íûõ äëÿ îðãàíèçìà (â ïëàíå èììóíîäåïðåññèâíîãî

äåéñòâèÿ) ñðåäñòâ.

Âñå âûøåñêàçàííîå ÿâèëîñü îáîñíîâàíèåì äëÿ

âûïîëíåíèÿ ñîáñòâåííûõ èññëåäîâàíèé â ýòîì íàïðàâ-

ëåíèè, êîòîðûå áûëè îïóáëèêîâàíû â 90-å ãîäû [2; 3;

6]. Â êà÷åñòâå ìîäåëè äëÿ àïðîáàöèè áûë âûáðàí ðàê

ëåãêîãî ÷åëîâåêà. Èññëåäîâàíî 115 êàðöèíîì ëåãêîãî

ðàçëè÷íûõ ãèñòîëîãè÷åñêèõ òèïîâ.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê áûëè ðàçðàáî-

òàíû 5 ìåòîäîâ äåçàãðåãàöèè îïóõîëåâîé òêàíè, âêëþ-

÷àþùèõ ðàçëè÷íûå âàðèàíòû ñî÷åòàíèÿ ìåõàíè÷åñêîé

è ìíîãîýòàïíîé ôåðìåíòíîé îáðàáîòêè, ÷òî äàâàëî

âîçìîæíîñòü ïîëó÷àòü íå ìåíåå 6,0×106 îäèíî÷íûõ

æèçíåñïîñîáíûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê èç 1 ã òêàíè.

Áûëè èññëåäîâàíû 4 ïîäõîäà ê êëîíèðîâàíèþ îïó-

õîëåâûõ êëåòîê â ïîëóæèäêîì àãàðå: in vivo — â äèô-

ôóçèîííûõ êàìåðàõ, ïîìåùàåìûõ â áðþøíóþ ïîëîñòü

èììóíîäåïðåññèðîâàííûõ æèâîòíûõ, è 3 in vitro —

â ÷. Ïåòðè è êàïèëëÿðàõ. Â çàâèñèìîñòè îò êîëè÷åñòâà

âûäåëåííûõ êëåòîê êëîíèðîâàíèå îñóùåñòâëÿëè îä-

íèì èëè íåñêîëüêèìè ìåòîäàìè.

Ïî âåëè÷èíå âûÿâëåííîé ÝÊÎ îïóõîëè ðàçëè÷à-

ëèñü â 1000 ðàç. Ìàêñèìàëüíàÿ ÝÊÎ ñîñòàâëÿëà 0,1 %,

ñðåäíÿÿ äëÿ âñåé ñîâîêóïíîñòè êàðöèíîì — 0,01 %,

ò. å. â ñðåäíåì 1 èç 10000 êëåòîê äåìîíñòðèðîâàëà íå-

îãðàíè÷åííûé ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë.

Ïîêàçàíî, ÷òî èç âñåõ àïðîáèðîâàííûõ in vitro è in

vivo ïîäõîäîâ ê êëîíèðîâàíèþ íàèáîëåå âûãîäíî êëî-

íèðîâàíèå â êàïèëëÿðàõ, ò. ê. òðåáóåò íà ïîðÿäîê ìåíü-

øå îïóõîëåâûõ êëåòîê è ïîçâîëÿåò âûÿâèòü â ñðåäíåì

â 3,5 ðàçà áîëüøå êëîíîãåííûõ. Êðîìå òîãî, ïðè ýòîì

òèïå êëîíèðîâàíèÿ ÷àùå óäàåòñÿ ïîäàâèòü èçíà÷àëü-

íóþ áàêòåðèàëüíóþ è ãðèáêîâóþ êîíòàìèíàöèþ îïó-

õîëåâîãî ìàòåðèàëà. Ñàì ôàêò ñóùåñòâåííî áîëüøåãî

ÝÊÎ íîâîîáðàçîâàíèé ïðè êëîíèðîâàíèè â êàïèëëÿ-

ðàõ ïðåäñòàâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî âàæíûì. Âî-ïåðâûõ,

îí ÿâëÿåòñÿ ïðÿìûì äîêàçàòåëüñòâîì òîãî, ÷òî ñ ïîìî-

ùüþ èñïîëüçîâàííûõ ïîäõîäîâ ê êëîíèðîâàíèþ óäà-

åòñÿ âûÿâèòü ëèøü ÷àñòü ñòâîëîâûõ îïóõîëåâûõ êëå-

òîê. Ñëåäîâàòåëüíî, âåëè÷èíà ÝÊÎ íå ìîæåò ÿâëÿòüñÿ

àáñîëþòíîé áèîëîãè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêîé îïóõîëè.

Â òî æå âðåìÿ íàáëþäàëàñü òåíäåíöèÿ ê óâåëè÷åíèþ

ÝÊÎ ñ óìåíüøåíèåì ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè îïó-

õîëåé. Òàê â ðÿäó âûñîêî- óìåðåííî- íèçêîäèôôåðåí-

öèðîâàííûå ðàêè ÝÊÎ ñîñòàâëÿëî 0,0085-0,034-0,02 %
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(õîòÿ â êàæäîé èç ãðóïï áûëè îïóõîëè ñ íèçêèì è âû-

ñîêèì ÝÊÎ). Áîëåå òîãî, íåëüçÿ áûëî íå îòìåòèòü, ÷òî

ìàêñèìàëüíûå çíà÷åíèÿ ÝÊÎ (äî 0,1 %) íàáëþäàëèñü

âñå-òàêè â ãðóïïå ìåëêîêëåòî÷íûõ ðàêîâ ëåãêîãî, êëè-

íè÷åñêè íàèáîëåå àãðåññèâíûõ.

Êðîìå òîãî, ìû îáðàòèëè âíèìàíèå íà «íåêëîíè-

ðóåìîñòü» áîëüøèíñòâà êàðöèíîèäîâ ëåãêîãî, ìíîãèå

èç êîòîðûõ õàðàêòåðèçóþòñÿ äîáðîêà÷åñòâåííûì òå-

÷åíèåì. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ â ñîïîñòàâ-

ëåíèè ñ êëèíè÷åñêèìè äàííûìè ëåã â îñíîâó ñïîñîáà

óòî÷íÿþùåé äèàãíîñòèêè: îïóõîëåâûå êëåòêè èñòèí-

íûõ êàðöèíîèäîâ ñ äîáðîêà÷åñòâåííûì òå÷åíèåì

â îïèñàííûõ óñëîâèÿõ êîëîíèé íå îáðàçóþò [4]. Ñàì

ôàêò êëîíèðóåìîñòè ñâèäåòåëüñòâóåò î çëîêà÷åñòâåí-

íîì õàðàêòåðå êàðöèíîèäà, äèìîðôíîñòè íîâîîáðàçî-

âàíèÿ èëè íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííîé îïóõîëè äðóãî-

ãî ãèñòîëîãè÷åñêîãî òèïà, ÷òî ïîäòâåðæäàëîñü îêîí-

÷àòåëüíûì ïàòîìîðôîëîãè÷åñêèì çàêëþ÷åíèåì. Â òî

æå âðåìÿ ìû íå ñ÷èòàåì, ÷òî èñòèííûå êàðöèíîèäû

ñ äîáðîêà÷åñòâåííûì òå÷åíèåì íå ñîäåðæàò êëîíî-

ãåííûõ êëåòîê. Îäíîé èç ïðè÷èí èõ «íóëåâîé ÝÊÎ»

ìîæåò áûòü áîëüøàÿ äëèòåëüíîñòü êëåòî÷íîãî öèêëà

èëè «çàêîíñåðâèðîâàííîñòü» (Go) ñòâîëîâûõ êëåòîê

â êàðöèíîèäàõ. Íà ýòî óêàçûâàåò âûðàæåííîå êëàñòå-

ðîîáðàçîâàíèå îïóõîëåâûìè êëåòêàìè êàðöèíîèäîâ

â ïîëóæèäêîì àãàðå è ïåðåõîä «îòäåëüíûõ êëàñòåðîâ

â ðàçðÿä êîëîíèé» ïðè óäëèíåíèè âðåìåíè êóëüòèâè-

ðîâàíèÿ. Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå êëàñòåðî/êîëîíèåîá-

ðàçîâàíèÿ, âåðîÿòíî, ñ îäíîé ñòîðîíû, ïîçâîëèò ïîä-

âåñòè áèîëîãè÷åñêèé ôóíäàìåíò ïîä òåçèñ êëèíèöèñ-

òîâ î òîì, ÷òî êàæäûé êàðöèíîèä íåñåò â ñåáå

ïîòåíöèàë çëîêà÷åñòâåííîñòè, à, ñ äðóãîé ñòîðîíû,

âûÿâèòü ïàòîôèçèîëîãè÷åñêèå óñëîâèÿ, êîòîðûå ïðè-

âîäÿò ê ñòèìóëÿöèè ðàçìíîæåíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê

â îðãàíèçìå áîëüíîãî.

Îïðåäåëåííûå ðåçóëüòàòû, êàñàþùèåñÿ ðåãóëÿ-

öèè ïðîëèôåðàöèè êëîíîãåííûõ êëåòîê, áûëè ïîëó-

÷åíû è íàìè. Òàê, â ÷àñòíîñòè, ìû óñòàíîâèëè, ÷òî

ÝÊÎ îäíèõ è òåõ æå îïóõîëåé â íåñêîëüêî ðàç âûøå

â êàïèëëÿðàõ, ÷åì â ÷. Ïåòðè. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî

ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ íàðàñòàíèåì â íèõ ãèïîêñèè

â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ, ò. ê. äèôôóçèÿ ãàçîâ ÷å-

ðåç òîðöîâûå ïîâåðõíîñòè êàïèëëÿðîâ î÷åíü ìàëà.

Ýòî ïðåäïîëîæåíèå â êàêîé-òî ìåðå ïîäòâåðäèëîñü

ïðè êëîíèðîâàíèè â ïîëóçàïîëíåííûõ ãåðìåòè÷åñêè

çàêðûòûõ êàïèëëÿðàõ: ÝÊÎ âîçðàñòàëà åùå íà

50–300 %. Ïîýòîìó íåëüçÿ èñêëþ÷èòü, ÷òî ñòåïåíü ãè-

ïîêñèè â îïóõîëè áîëüíîãî ìîæåò áûòü ôåíîòèïè÷åñ-

êèì ðåãóëÿòîðîì ïðîëèôåðàöèè ñòâîëîâûõ îïóõîëå-

âûõ êëåòîê.

Â öåëîì æå èññëåäîâàíèå ÝÊÎ, êîëè÷åñòâà êëàñòå-

ðîâ, ñîîòíîøåíèÿ êîëîíèé è êëàñòåðîâ, èõ âåëè÷èíû

è ìîðôîëîãèè, à òåïåðü è èììóíîôåíîòèï, â òîì ÷èñ-

ëå ïðè ðàçíûõ âîçäåéñòâèÿõ, — àäåêâàòíûé ïóòü èç-

ó÷åíèÿ ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Ìû îñóùåñòâèëè è àïðîáàöèþ ðàçëè÷íûõ ïîäõî-

äîâ ê êëîíèðîâàíèþ äëÿ îöåíêè èíäèâèäóàëüíîé ÷óâ-

ñòâèòåëüíîñòè îïóõîëåé ê öèòîñòàòèêàì, ñðàâíèâ åå

ðåçóëüòàòû ñ ïîäêàïñóëüíûì òåñòîì. Ïðÿìîå ñîïî-

ñòàâëåíèå ðåçóëüòàòîâ ïîêàçàëî âûñîêóþ è ñõîäíóþ

ñïåöèôè÷íîñòü îáîèõ ïîäõîäîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ ñëó÷à-

åâ èíäèâèäóàëüíîé õèìèîðåçèñòåíîñòè ê òåì èëè

èíûì öèòîñòàòèêàì. Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî

ïðîôèëü ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëîíîãåííûõ è êëàñòåðî-

îáðàçóþùèõ êëåòîê îïóõîëè â ñîñòîÿíèè ïðîëèôåðà-

öèè ÷àñòî ñõîäåí [5].

Âîçðîæäåíèå èíòåðåñà ê ñòâîëîâûì (êëîíîãåí-

íûì) îïóõîëåâûì êëåòêàì â ïîñëåäíèå ãîäû èìååò êàê

òåîðåòè÷åñêóþ ïîäîïëåêó, òàê è ïðàêòè÷åñêóþ íà-

ïðàâëåííîñòü. Ïðåæäå âñåãî, îïèñàíèå òêàíåâûõ (êàì-

áèàëüíûõ) ñòâîëîâûõ êëåòîê óêðåïèëî ãèïîòåçó î âîç-

ìîæíîì ïðîèñõîæäåíèè ñòâîëîâûõ îïóõîëåâûõ êëå-

òîê îò ñîîòâåòñòâóþùèõ òêàíåâûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ.

Äåéñòâèòåëüíî, ïîñëåäíèå ÿâëÿþòñÿ äîëãîæèâóùèìè,

ìîãóò ìíîãîêðàòíî äåëèòüñÿ, è êàê ñëåäñòâèå àêêóìó-

ëèðîâàòü â òå÷åíèå æèçíè ìóòàöèè, êîòîðûå (â ñîîò-

âåòñòâóþùèì ñî÷åòàíèè) ìîãóò ïðèâåñòè ê ôîðìèðî-

âàíèþ èõ çëîêà÷åñòâåííîãî ôåíîòèïà. Áîëåå îáùèì

òåîðåòè÷åñêèì îáîñíîâàíèåì èíòåðåñà ê ñòâîëîâûì

êëåòêàì â îíêîëîãèè ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïðîöåññû, ëåæà-

ùèå â îñíîâå ýìáðèîãåíåçà, ñõîäíû ñ òàêîâûìè ïðè

ðåãåíåðàöèè òêàíåé. À ïðè ðàçâèòèè çëîêà÷åñòâåííîé

îïóõîëè â êëåòêàõ ðåàêòèâèðóåòñÿ ðÿä ýìáðèîíàëüíûõ

ìåõàíèçìîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ åå ðîñò, óñòàíîâëåíèå

êðîâîòîêà, ðàñïðîñòðàíåíèå [22; 16; 34].

Îáùèìè ÷åðòàìè íîðìàëüíûõ òêàíåâûõ è îïóõî-

ëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü

ê ïîëóêîíñåðâàòèâíîìó äåëåíèþ. Ïîêàçàíà è àêòèâà-

öèÿ â íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ

ñõîäíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé [33; 35]. Ïîýòîìó èçó÷åíèå

ìåõàíèçìîâ àêòèâàöèè ãåíîâ ïðè ïðîëèôåðàöèè

è äèôôåðåíöèðîâêå íîðìàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê,

ðåãóëèðóþùàÿ ðîëü öèòîêèíîâ, ãîðìîíîâ è äðóãèõ

áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ìîëåêóë — îäèí èõ âûõîäîâ

íà ïàòîãåíåòè÷åñêóþ òåðàïèþ ðàêà, ìèøåíüþ êîòîðîé

ÿâëÿþòñÿ ñòâîëîâûå îïóõîëåâûå êëåòêè; îíà äîëæíà

îñíîâûâàòüñÿ íà ìîëåêóëÿðíîé è ãåíåòè÷åñêîé êëàññè-

ôèêàöèÿõ îïóõîëåé.

Â òî æå âðåìÿ ñåãîäíÿ ïîêà íå ðåøåí ðÿä ôóíäà-

ìåíòàëüíûõ âîïðîñîâ, â ÷àñòíîñòè:

— äåéñòâèòåëüíî ëè ïîòîìêè ñòâîëîâûõ îïóõîëå-

âûõ êëåòîê òåðÿþò «ñòâîëîâîñòü» (ñóáêëîíîãåííûå

è «çðåëûå» îïóõîëåâûå êëåòêè);

— ñóùåñòâóåò ëè â îïóõîëè èåðàðõè÷íîñòü êëåòîê

ïî ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèÿì, è êàêèå êëåòî÷íûå

ìåõàíèçìû çà íåå îòâåòñòâåííû?

Åñëè ñòàíóò ÿñíû ìåõàíèçìû, îáåñïå÷èâàþùèå

ïåðåõîä ñòâîëîâîé êëîíîãåííîé îïóõîëåâîé êëåòêè

â êîììèòèðîâàííóþ (ñóáêëîíîãåííóþ), òî àêòèâàöèÿ

ýòèõ ìåõàíèçìîâ ìîãëà áû îáåñïå÷èòü ãèáåëü âñåé

îïóõîëè.

Çàêëþ÷àÿ, õîòèì îòìåòèòü, ÷òî öåëüþ íàñòîÿùåé

ïóáëèêàöèè áûëî îçíàêîìèòü êîëëåã ñ äàííûìè, êà-

ñàþùèìèñÿ ñòâîëîâûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïîëó÷åí-

íûìè íàìè è ðàçëè÷íûìè íàó÷íûìè ãðóïïàìè îêî-

ëî 20 ëåò íàçàä, ÷òî, ìîæåò áûòü, áóäåò ïîëåçíûì

ïðè àíàëèçå ñîâðåìåííîé ëèòåðàòóðû, ïîñâÿùåííîé

ýòîé òåìå.
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ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Êîíöåïöèÿ èììóíîëîãè÷åñêîãî íàäçîðà çà îïó-

õîëåâûì ðîñòîì âïåðâûå áûëà ñôîðìóëèðîâàíà

McFarlane Burnet è Lewis Thomas. Îíè ïðåäïîëîæè-

ëè, ÷òî èììóííàÿ ñèñòåìà äîëæíà ðàñïîçíàâàòü

ïðåäðàêîâûå è ðàêîâûå êëåòêè êàê «íå ñâîè» è óíè÷-

òîæàòü èõ. Îäíàêî ìíîãèå îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå

àíòèãåíû (ÎÀÀ) ÿâëÿþòñÿ èñòèííûìè àóòîàíòèãåíà-

ìè è ðàñïîçíàþòñÿ èììóííîé ñèñòåìîé çà ðåäêèì

èñêëþ÷åíèåì êàê «ñâîè», ñëåäîâàòåëüíî, èììóíîëî-

ãè÷åñêèå ìåòîäû âîçäåéñòâèÿ íà îïóõîëåâûé ðîñò

ïðåäïîëàãàþò è áîðüáó ñ ìåõàíèçìàìè òîëåðàíòíîñ-

òè [22; 36]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êëþ÷åâàÿ ðîëü â èì-

ìóíîëîãè÷åñêîé çàùèòå îðãàíèçìà îò îïóõîëè îòâî-

äèòñÿ Ò- êëåòêàì. Îíè, ñïåöèôè÷åñêèå â îòíîøåíèè

ÎÀÀ, îáíàðóæèâàþòñÿ êàê â êðîâè, òàê è íåïîñðåä-

ñòâåííî â îïóõîëåâîé òêàíè: çíà÷èò, èììóííàÿ ñèñ-

òåìà ñïîñîáíà ðàñïîçíàâàòü îïóõîëü. Â òî æå âðåìÿ

â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ èììóíîëîãè-

÷åñêèé îòâåò íà ÎÀÀ íå ïðèâîäèò ê ðåãðåññèè îïó-

õîëè, à ðåçóëüòàòû èììóíîòåðàïåâòè÷åñêèõ ìåòîäîâ,

êàê ïðàâèëî, î÷åíü ñêðîìíûå [2; 20; 39; 42]. Îïóõîëü

îáëàäàåò ðàçëè÷íûìè ìåõàíèçìàìè ïðåîäîëåíèÿ èì-

ìóíîëîãè÷åñêîãî íàäçîðà, à èììóííàÿ ñèñòåìà ñïî-

ñîáíà êàê ïîðàæàòü îïóõîëåâûå êëåòêè, òàê è ñîäåé-

ñòâîâàòü èõ ðîñòó [15; 45]. Ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïå-

ðèìåíòû íà æèâîòíûõ è êëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ

ïîêàçàëè, ÷òî áîëüøóþ ðîëü â ïðåäóïðåæäåíèè ýô-

ôåêòèâíîãî èììóííîãî îòâåòà íà îïóõîëü èãðàþò ìå-

õàíèçìû ïåðèôåðè÷åñêîé òîëåðàíòíîñòè, îãðàíè÷è-

âàþùèå ñïîñîáíîñòü àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêèõ Ò-êëå-

òîê îòâå÷àòü íà îïóõîëåâûå àíòèãåíû. Â íàñòîÿùåå

âðåìÿ óñòàíîâëåíî, ÷òî âàæíóþ ðîëü â èíäóêöèè íå

òîëüêî àóòîòîëåðàíòíîñòè, íî è òîëåðàíòíîñòè ê îïó-

õîëåâûì êëåòêàì èãðàåò íåìíîãî÷èñëåííàÿ ïîïóëÿ-

öèÿ ðåãóëÿòîðíûõ (ñóïðåññîðíûõ) ÑD4
+ 

T-êëåòîê,

êîòîðûå ïðåäóïðåæäàþò ðàçâèòèå ðàçëè÷íûõ îðãà-

íî-ñïåöèôè÷åñêèõ àóòîèììóííûõ ïîðàæåíèé, à òàê-

æå ñïîñîáíû ýôôåêòèâíî ïîäàâëÿòü ïðîòèâîîïóõî-

ëåâûé èììóíèòåò [43; 57].
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IMMUNOREGULATORY CD25
+
CD4

+
T-CELLS

N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center RAMS, Moscow

ABSTRACT

Naturally occurring CD25+CD4+ regulatory T-cells (Treg) play crucial role in negative control of host immune

response in tumor growth, in allergy, transplantation, infection diseases. In review we present characteristics of main

phenotypes markers and functional properties of Treg. Role of different factors which control their generation, home-

ostasis and function and also influence on antitumor immune response their reduction are discussed.

Key words: natural CD25+CD4+ regulatory T-cells, antitumor immune response, vaccinotherapy.

Ç. Ã. Êàäàãèäçå, À. È. ×åðòêîâà, Å. Ã. Ñëàâèíà

ÈÌÌÓÍÎÐÅÃÓËßÒÎÐÍÛÅ CD25
+
CD4

+
Ò-ÊËÅÒÊÈ

ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà

ÐÅÇÞÌÅ

Ðåøàþùóþ ðîëü â íåãàòèâíîì êîíòðîëå èììóíîëîãè÷åñêîé ðåàêòèâíîñòè îðãàíèçìà ïðè îïóõîëåâîì ðîñòå,

àëëåðãèè, òðàíñïëàíòàöèè è èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèÿõ èãðàåò ïîïóëÿöèÿ åñòåñòâåííûõ ðåãóëÿòîðíûõ

CD25+CD4+ Ò-êëåòîê (Òðåã). Â îáçîðå ïðåäñòàâëåíà õàðàêòåðèñòèêà îñíîâíûõ ôåíîòèïè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ è

ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ Òðåã. Ðàññìàòðèâàåòñÿ ðîëü ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ðàçâèòèå,

ãîìåîñòàç è ôóíêöèîíèðîâàíèå ýòèõ êëåòîê, à òàêæå âëèÿíèå ïîäàâëåíèÿ ôóíêöèè ýòèõ êëåòîê íà

ïðîòèâîîïóõîëåâûé èììóííûé îòâåò.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: åñòåñòâåííûå ðåãóëÿòîðíûå CD25+CD4+ Ò-êëåòêè, ïðîòèâîîïóõîëåâûé èììóííûé îòâåò,

âàêöèíîòåðàïèÿ îïóõîëåé.



Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè íàêîïëåí îãðîìíûé ìàòå-

ðèàë, ñâèäåòåëüñòâóþùèé î òîì, ÷òî ðàçëè÷íûå ñóáïî-

ïóëÿöèè ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê: CD4
+

, CD8
+

, à òàêæå

NKT-êëåòêè èãðàþò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â êîíòðîëå àó-

òîèììóííûõ ïðîöåññîâ, à òàêæå èììóííîãî îòâåòà íà

àëëîòðàíñïëàíòàòû, àëëåðãåíû, èíôåêöèîííûå àãåíòû

è îïóõîëåâûå êëåòêè. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ðàçëè÷íûå

ñóáïîïóëÿöèè Ò-ñóïðåññîðîâ ýêñïðåññèðóþò ðàçíûå

ðåöåïòîðû, èñïîëüçóþò ðàçíûå ýôôåêòîðíûå ìåõàíèç-

ìû è ôóíêöèîíèðóþò íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ èììóííîãî

îòâåòà [21; 25].

Ðåãóëÿòîðíûå CD4
+

Ò-êëåòêè âêëþ÷àþò â ñåáÿ

åñòåñòâåííûå «ïðîôåññèîíàëüíûå», ïðîäóöèðóåìûå

òèìóñîì ïîëíîñòüþ äèôôåðåíöèðîâàííûå ñóïðåññîð-

íûå êëåòêè CD25
+

CD4
+

Òðåã (Òðåã) [43] è ðåãóëÿòîð-

íûå Ò-êëåòêè, âîçíèêàþùèå èç íàèâíûõ èëè ïîêîÿ-

ùèõñÿ ïåðèôåðè÷åñêèõ CD4
+

Ò-êëåòîê â ïðîöåññå îò-

âåòà íà àíòèãåí: Tr1 è Th3-êëåòêè (ñóïðåññîðíàÿ

àêòèâíîñòü îáóñëîâëåíà ïðîäóöèðóåìûìè èìè IL-10

è TGF-β ñîîòâåòñòâåííî). Ýêñòðàòèìè÷åñêàÿ ãåíåðà-

öèÿ ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê ðàññìàòðèâàåòñÿ â îáçîðàõ

[16; 27]. Ñóùåñòâóþùàÿ êîíöåïöèÿ «åñòåñòâåííûõ»

è «àäîïòèâíûõ» ðåãóëÿòîðíûõ êëåòîê óêàçûâàåò íà

ðàçíîîáðàçèå ñóïðåññîðíûõ Ò-êëåòîê â îòíîøåíèè èõ

ôóíêöèè è ðàçâèòèÿ. Êàê âçàèìîäåéñòâóþò ýòè ðàçëè÷-

íûå òèïû èììóíîðåãóëÿòîðíûõ T êëåòîê, ïîêà îñòàåò-

ñÿ íåÿñíûì.

CD25
+
CD4

+
Òðåã

Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî

ðåøàþùóþ ðîëü â îáåñïå÷åíèè èììóíîëîãè÷åñêîé àó-

òîòîëåðàíòíîñòè è íåãàòèâíîì êîíòðîëå êàê ïàòîëîãè-

÷åñêèõ, òàê è ôèçèîëîãè÷åñêèõ èììóííûõ ðåàêöèé èã-

ðàåò ïîïóëÿöèÿ åñòåñòâåííûõ CD25
+

CD4
+

Òðåã. Ýëè-

ìèíàöèÿ èëè èíàêòèâàöèÿ ýòèõ êëåòîê âûçûâàåò

ðàçâèòèå òÿæåëûõ àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíèé, à òàê-

æå ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ èììóííîãî îòâåòà íà àëëîàí-

òèãåíû è îïóõîëåâûå êëåòêè [43; 60]. Òðåã ïðîäóöèðó-

þòñÿ òèìóñîì êàê ôóíêöèîíàëüíî çðåëàÿ ïîïóëÿöèÿ,

ñîõðàíÿþùàÿ ñòàáèëüíóþ ôóíêöèþ íà ïåðèôåðèè

[24]. Îíè îáíàðóæèâàþòñÿ â òèìóñå ïëîäà ÷åëîâåêà

óæå íà 13-é, à âíå òèìóñà — íà÷èíàÿ ñ 14-é íåä áåðå-

ìåííîñòè [12]. C âîçðàñòîì ñóïðåññîðíàÿ àêòèâíîñòü

CD25
+

CD4
+

Òðåã ó ÷åëîâåêà ñíèæàåòñÿ [54]. Âíóòðè-

òèìóñíîå ðàçâèòèå ýòèõ êëåòîê òðåáóåò áîëåå âûñîêîé

àâèäíîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ èõ TCR ñ êîìïëåêñîì àóòî-

àíòèãåí/MHC, ýêñïðåññèðóåìûì êëåòêàìè ñòðîìû òè-

ìóñà (ãëàâíûì îáðàçîì ýïèòåëèåì êîðòèêàëüíîãî

ñëîÿ), ÷åì òðåáóåòñÿ äëÿ ïîçèòèâíîé ñåëåêöèè äðóãèõ

Ò-êëåòîê, íî ìåíüøåé, ÷åì ïîðîã äëÿ íåãàòèâíîé

ñåëåêöèè. Çíà÷èòåëüíîå ðàçíîîáðàçèå TCR ðåãóëÿòîð-

íûõ Ò-êëåòîê è â òèìóñå, è íà ïåðèôåðèè ñâèäåòåëüñò-

âóåò î òîì, ÷òî ýòè êëåòêè ñïîñîáíû âçàèìîäåéñòâî-

âàòü ïðàêòè÷åñêè ñ ëþáûì êîìïëåêñîì MHC-II-ïåï-

òèä â îïðåäåëåííîì äèàïàçîíå àâèäíîñòè [6; 29].

Àêöåññîðíûå ìîëåêóëû CD28, B7 è CD40, ýêñïðåññè-

ðóþùèåñÿ íà ðàçâèâàþùèõñÿ òèìîöèòàõ è ñòðîìå òè-

ìóñà, òàêæå èìåþò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ïðîäóêöèè

Òðåã â òèìóñå [43; 50]. Ïîñòîÿííî ýêñïðåññèðóþùàÿñÿ

íà ïîâåðõíîñòè åÒðåã ìîëåêóëà CD28 íåîáõîäèìà êàê

äëÿ âíóòðèòèìóñíîé ãåíåðàöèè Òðåã, òàê è äëÿ èõ âîç-

îáíîâëåíèÿ è âûæèâàíèÿ íà ïåðèôåðèè [51].

ÐÎËÜ Foxp3/FOXP3 Â ÐÀÇÂÈÒÈÈ

È ÔÓÍÊÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈÈ Òðåã

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ öåíòðàëüíàÿ ðîëü â ðàçâèòèè

è ôóíêöèîíèðîâàíèè Òðåã îòâîäèòñÿ ãåíó Foxp3 (ó ÷å-

ëîâåêà FOXP3), êîòîðûé êîäèðóåò òðàíñêðèïöèîííûé

ðåïðåññîð — áåëîê Scurfin. Foxp3 ÿâëÿåòñÿ ÷ëåíîì ñå-

ìåéñòâà ãåíîâ Forkhead (Fox), ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé

ãðóïïó òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, ó÷àñòâóþùèõ

â ïðîöåññàõ, îòâåòñòâåííûõ çà ðàçâèòèå îðãàíèçìà,

ïðîöåññàõ ìåòàáîëèçìà, ðàçâèòèè çëîêà÷åñòâåííûõ

îïóõîëåé è ñòàðåíèè. Íåäàâíî áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî

îíè èìåþò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ðàçâèòèÿ ëèìôîöè-

òîâ è îñóùåñòâëåíèÿ èõ ýôôåêòîðíîé ôóíêöèè [26].

Ìóòàöèè Foxp3/FOXP3 ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé ñâÿçàííî-

ãî ñ Õ-õðîìîñîìîé ìóëüòèîðãàííîãî àóòîèììóííîãî

è âîñïàëèòåëüíîãî çàáîëåâàíèÿ ó ÷åëîâåêà (IPEX)

è ó Scurfy ìûøåé. Ýêñïåðèìåíòû íà ìûøàõ ïîêàçàëè,

÷òî ýêñïðåññèÿ Foxp3 òðåáóåòñÿ äëÿ íîðìàëüíîãî ðàç-

âèòèÿ Òðåã â òèìóñå. Ïðè îòñóòñòâèè ôóíêöèîíàëüíî-

ãî Foxp3 ðåãóëÿòîðíûå Ò-êëåòêè íå ïðîäóöèðóþòñÿ,

è òàêèå ìûøè ïîãèáàþò â òå÷åíèå ïåðâûõ 3 íåä æèçíè

îò òÿæåëûõ ëèìôîïðîëèôåðàòèâíûõ íàðóøåíèé. Èíî-

êóëÿöèÿ òàêèì æèâîòíûì íîðìàëüíûõ CD4
+

CD25
+

Òðåã ïðåäóïðåæäàåò ðàçâèòèå àóòîèììóííûõ è âîñïà-

ëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ [18; 44]. Àíàëèç ýêñïðåññèè

Foxp3 mRNA è áåëêà Scurfin ïîêàçàë èõ âûñîêóþ ýêñ-

ïðåññèþ êàê â ïåðèôåðè÷åñêèõ CD4
+

CD25
+

Òðåã

êëåòêàõ, òàê è â CD4
+

CD25
+

CD8
-

òèìîöèòàõ ìûøåé.

Â òî æå âðåìÿ íåðåãóëÿòîðíûå òèìîöèòû/Ò-êëåòêè, Â-

èëè NK- êëåòêè íå ýêñïðåññèðóþò Foxp3. Foxp3 íå èí-

äóöèðóåòñÿ â Ò-êëåòêàõ ìûøåé ïîñëå èõ àêòèâàöèè.

Òðàíñäóêöèÿ Foxp3 â íåðåãóëÿòîðíûå Foxp3
-

CD25-

CD4
+

“íàèâíûå” Ò-êëåòêè ÷åëîâåêà èëè ìûøåé ïðè-

ñâàèâàåò êëåòêàì ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà è ôåíî-

òèï Òðåã [18; 59].

Ó ÷åëîâåêà FOXP3
+

CD25
+

CD4
+

Tðåã-êëåòêè áû-

ëè îáíàðóæåíû â òèìóñå, â ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè

âçðîñëûõ ëþäåé è â êðîâè èç ïóïî÷íîãî êàíàòèêà [58].

Èìåþòñÿ ñîîáùåíèÿ î òîì, ÷òî, â îòëè÷èå îò îïûòîâ

íà ìûøàõ, àêòèâàöèÿ in vitro CD25
-
CD4

+
Ò-êëåòîê ÷å-

ëîâåêà èíäóöèðóåò ó íèõ ýêñïðåññèþ FOXP3 è Òðåã-

àêòèâíîñòü [56]. Â òî æå âðåìÿ äðóãèå àâòîðû íå ïîä-

òâåðæäàþò ýòîãî ôàêòà [59]. Ñóùåñòâóåò âîçìîæíîñòü

òîãî, ÷òî Foxp3 ïî-ðàçíîìó ôóíêöèîíèðóåò ó ÷åëîâåêà

è ìûøåé. Â òî âðåìÿ, êàê ýêñïðåññèÿ Foxp3 ó ìûøåé

îãðàíè÷èâàåòñÿ ðåãóëÿòîðíûìè CD4
+

Ò-êëåòêàìè,

ó ÷åëîâåêà, ïîìèìî åñòåñòâåííûõ ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëå-

òîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, íåêîòîðûå àêòèâèðîâàí-

íûå íåñóïðåññèâíûå êëîíû ÑD4
+

è ÑD8
+

ýêñïðåññè-

ðóþò FOXP3 [35; 40]. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ó áîëüíûõ,

èíôèöèðîâàííûõ âèðóñîì èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà,

ëå÷åííûõ IL-2, â êðîâè îáíàðóæèâàþòñÿ CD25
+

ÑD4
+

T-êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå âûñîêèé óðîâåíü FOXP3,

íî ïðîÿâëÿþùèå ëèøü ñëàáóþ ñóïðåññîðíóþ àêòèâ-

íîñòü [46]. Ýòè äàííûå çàñòàâëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
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äëÿ ðàçâèòèÿ èñòèííûõ Òðåã ó ÷åëîâåêà íàðÿäó

ñ FOXP3 òðåáóåòñÿ ó÷àñòèå äîïîëíèòåëüíûõ, ïîêà íå

óñòàíîâëåííûõ, ôàêòîðîâ [18; 1]. Îäíàêî òîò ôàêò, ÷òî

CD25
+

CD4
+

Òðåã ÷åëîâåêà ýêñïðåññèðóþò âûñîêèé

óðîâåíü FOXP3 [59; 40], à ìóòàöèÿ èëè ñíèæåííàÿ ýêñ-

ïðåññèÿ FOXP3 ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ñóïðåññîðíîé

ôóíêöèè Òðåã è ðàçâèòèþ òÿæåëûõ àóòîèììóííûõ çà-

áîëåâàíèé, ÿñíî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ýòîò ôàê-

òîð èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ãîìåîñòàçå èììóííîé ñè-

ñòåìû îðãàíèçìà. Èíòåðåñíî, ÷òî îïðåäåëåííûé ïðî-

öåíò Ò-êëåòî÷íûõ ëåéêîçîâ/ëèìôîì âçðîñëûõ ëþäåé

(ATLL) ýêñïðåññèðóþò Foxp3 [41].

Ïîêà äî êîíöà íå ÿñíî, êàê Foxp3 äåéñòâóåò íà ìî-

ëåêóëÿðíîì óðîâíå. Â ýêñïåðèìåíòàõ íà ìûøàõ áûëî

ïîêàçàíî, ÷òî Foxp3 ÿâëÿåòñÿ ìîùíûì èììóíîñóïðåñ-

ñèâíûì ãåíîì, äåéñòâóÿ êàê ñïåöèôè÷åñêèé òðàí-

ñêðèïöèîííûé êîðåïðåññîð 2 êëþ÷åâûõ òðàíñêðèïöè-

îííûõ ôàêòîðîâ — NFAT (nuclear factor of activated T-

cells) è NF-κB, èãðàþùèõ îñíîâíóþ ðîëü â ýêñïðåññèè

ãåíîâ ðÿäà öèòîêèíîâ, ïðîäóöèðóåìûõ ïåðèôåðè÷åñ-

êèìè Ò-êëåòêàìè. Áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî

èíäóêöèÿ Foxp3 â ðàçíûõ òèïàõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ãëàâ-

íûì ìåõàíèçìîì íåãàòèâíîé èììóííîé ðåãóëÿöèè

ïóòåì ïîäàâëåíèÿ ïðîäóêöèè âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêè-

íîâ [7]. Îäíàêî äî ñèõ ïîð òðàíñêðèïöèîííàÿ ïðî-

ãðàììà è ãåíû-ìèøåíè Foxp3 ïîëíîñòüþ íå îõàðàêòå-

ðèçîâàíû.

ÐÎËÜ IL-2 Â ÐÀÇÂÈÒÈÈ 

È ÔÓÍÊÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈÈ Òðåã

Â ôóíêöèîíàëüíîì ðàçâèòèè è âûæèâàíèè íà ïåðè-

ôåðèè Òðåã áîëüøóþ ðîëü èãðàåò IL-2. Îòñóòñòâèå ó ìû-

øåé ôóíêöèîíàëüíûõ ãåíîâ IL-2, IL-2Rα èëè IL-2Rβ

èëè íåéòðàëèçàöèÿ öèðêóëèðóþùåãî IL-2 àíòè-IL-2 ìÀÒ

ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ ëåòàëüíûõ ëèìôîïðîëèôåðàòèâ-

íûõ íàðóøåíèé, ñîïðîâîæäàþùèõñÿ òÿæåëûìè àóòîèì-

ìóííûìè ïîðàæåíèÿìè, è ê ñåëåêòèâíîìó ñíèæåíèþ

èëè ïîëíîìó îòñóòñòâèþ Foxp3-ýêñïðåññèðóþùèõ

CD25
+

CD4
+

Ò-êëåòîê â òèìóñå è íà ïåðèôåðèè. Êîð-

ðåêöèÿ ïðîäóêöèè IL-2 ó òàêèõ ìûøåé âåäåò ê ïîäàâëå-

íèþ íåêîíòðîëèðóåìîé ïðîëèôåðàöèè Ò-êëåòîê è àóòî-

èììóííûõ ïðîöåññîâ. Âçàèìîäåéñòâèå IL-2 ñ IL-2R íå-

îáõîäèìî äëÿ îáðàçîâàíèÿ Òðåã â òèìóñå, ýêñïàíñèè

ýòèõ êëåòîê íà ïåðèôåðèè è îñóùåñòâëåíèÿ èìè ñóï-

ðåññîðíîé ôóíêöèè. Ãëàâíûì ôèçèîëîãè÷åñêèì èñòî÷-

íèêîì IL-2 äëÿ ïîääåðæêè íà ïåðèôåðèè Òðåã, î÷åâèä-

íî, ÿâëÿþòñÿ äðóãèå Ò-êëåòêè, îñîáåííî àêòèâèðîâàí-

íûå CD25
-

ÑD4
+

Ò-êëåòêè, âêëþ÷àÿ àóòîðåàêòèâíûå.

IL-2 îáåñïå÷èâàåò íåãàòèâíóþ îáðàòíóþ ñâÿçü ìåæäó

Òðåã è ýôôåêòîðíûìè Ò-êëåòêàìè (ýÒ): IL-2, ñåêðåòè-

ðóåìûé ýÒ, ïîääåðæèâàåò è àêòèâèðóåò Òðåã, à ïîñëåä-

íèå ïîäàâëÿþò ïðîäóêöèþ IL-2 ýôôåêòîðíûìè Ò-êëåò-

êàìè [5; 47; 52]. Ýòî ñâîéñòâî IL-2, â íàñòîÿùåå âðåìÿ

ïðèìåíÿåìîãî ïðè ëå÷åíèè ðàêà ïî÷êè è ìåëàíîìû,

ìîæåò ìåøàòü åãî òåðàïåâòè÷åñêîìó ýôôåêòó.

ÎÑÍÎÂÍÛÅ ÌÀÐÊÅÐÛ Òðåã

Òðåã ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïîñòîÿííî ýêñïðåññè-

ðóþò ðàçëè÷íûå ïîâåðõíîñòíûå ìîëåêóëû, õàðàêòåð-

íûå äëÿ àêòèâèðîâàííûõ êëåòîê èëè êëåòîê «ïàìÿòè».

CD45RB
low 

ó ìûøåé è ÑD45RO
+

ó ÷åëîâåêà, CD25 —

α-öåïü ðåöåïòîðà IL-2(IL-2Rα), CD122 (IL-2Rβ), CD71

(ðåöåïòîð òðàíñôåððèíà), GITR (glucocorticoid-induced

TNF receptor family-related gene), HLA-DR, ÑÑÊ8 (ðå-

öåïòîð õåìîêèíà CCL1), à òàêæå âíóòðèêëåòî÷íûé

CTLA-4 (CD152). Õîòÿ ïðàêòè÷åñêè íè îäèí èç ýòèõ

ìàðêåðîâ íå ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíûì äëÿ ÑD4
+

Òðåã, ïî-

ñòîÿííûé õàðàêòåð è óðîâåíü ýêñïðåññèè äàþò âîçìîæ-

íîñòü èñïîëüçîâàòü èõ äëÿ õàðàêòåðèñòèêè, âûäåëåíèÿ

è èññëåäîâàíèÿ ýòèõ êëåòîê. Íåäàâíî Bruder et al.

â îïûòàõ íà ìûøàõ èäåíòèôèöèðîâàëè íà ïîâåðõíîñòè

CD25
+

CD4
+

Òðåã ðåöåïòîð äëÿ semaphorin III — neu-

ropilin-1 (Nrp1), êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ìîäóëÿòî-

ðîì ôóíêöèè VEGF â ïðîöåññå àíãèîãåíåçà. Àâòîðû

ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåññèÿ Nrp1íà ïîâåðõíîñòè Òðåã

êîððåëèðóåò ñ ýêñïðåññèåé Foxp3 è ñóïðåññîðíîé

ôóíêöèåé. Ýêñïðåññèÿ Nrp1 íà íåðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåò-

êàõ ïîñëå àêòèâàöèè ñíèæàåòñÿ [16]. Ñîâåðøåííî î÷å-

âèäíî, ÷òî çíàíèå ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ ðåãóëÿòîð-

íûõ Ò-êëåòîê íåîáõîäèìî äëÿ ðàçðàáîòêè ìåòîäîâ ýô-

ôåêòèâíîé èììóíîòåðàïèè îïóõîëåé (ñì. ðèñóíîê).

CD25 ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ñïåöèôè÷åñêèì ìàðêåðîì

åñòåñòâåííûõ ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê, îäíàêî îí ýêñ-

ïðåññèðóåòñÿ è íà ëþáûõ Ò-êëåòêàõ ïîñëå àêòèâàöèè.

Ïî äàííûì ðàçíûõ àâòîðîâ, ó ÷åëîâåêà îêîëî 30 %

CD4
+

T-êëåòîê ýêñïðåññèðóþò CD25. Áîëüøèíñòâî ýòèõ

êëåòîê èìåþò íèçêèé èëè ñðåäíèé óðîâåíü ýêñïðåññèè

CD25 è òîëüêî 1-3% — âûñîêèé [4; 58]. Èññëåäîâàíèÿ in

vitro CD25int è ÑD25high-ïîïóëÿöèé ïîêàçàëè, ÷òî ñóï-

ðåññîðíîé àêòèâíîñòüþ îáëàäàëè ãëàâíûì îáðàçîì

CD4
+

Ò-êëåòêè, èìåâøèå âûñîêóþ ïîñòîÿííóþ ýêñ-

ïðåññèþ ÑD25 [4; 32]. ßâëÿÿñü ðåöåïòîðîì IL-2, CD25

èìååò âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ðàçâèòèÿ è ôóíêöèîíèðîâà-

íèÿ åñòåñòâåííûõ CD25
+

CD4
+

Tðåã. Ó CD25 
-
/
-

ìûøåé

Òðåã íå âîçíèêàþò [19]. Íàëè÷èå CD25 íà çíà÷èòåëüíîì

êîëè÷åñòâå CD4
+

Ò-êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëî-

âåêà çàòðóäíÿåò âûäåëåíèå ÷èñòîé ïîïóëÿöèè åÒðåã, ÷òî

ñëåäóåò ó÷èòûâàòü ïðè îöåíêå äàííûõ, êàñàþùèõñÿ èõ

ñóïðåññîðíîãî ïîòåíöèàëà. Ñëåäóåò îòìåòèòü òàêæå, ÷òî

èìåþòñÿ ñîîáùåíèÿ î ñóùåñòâîâàíèè CD25
-

CD4
+

Ò-êëåòîê, ïðîÿâëÿþùèõ ñóïðåññîðíóþ àêòèâíîñòü [11].
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Íåêîòîðûå ïîâåðõíîñòíûå è âíóòðèêëåòî÷íûå

ìàðêåðû CD25
+

CD4
+ 

Tðåã



GITR. Ýòà ìîëåêóëà ïîñòîÿííî ýêñïðåññèðóåòñÿ íà

Òðåã, íî åå ýêñïðåññèÿ, êàê è ýêñïðåññèÿ äðóãèõ ìàðêå-

ðîâ åÒðåã, ïîâûøàåòñÿ íà àêòèâèðîâàííûõ íåðåãóëÿ-

òîðíûõ Ò-êëåòêàõ. Èìåþòñÿ ñîîáùåíèÿ êàê î áëîêàäå

èíãèáèòîðíîé àêòèâíîñòè Òðåã àíòè-GITR ìîíîêëî-

íàëüíûìè àíòèòåëàìè, òàê è îá îòñóòñòâèè èõ âëèÿíèÿ

íà íåå. Âûñêàçûâàþòñÿ ïðåäïîëîæåíèÿ, ÷òî àíòèñóï-

ðåññîðíûé ýôôåêò àíòè-GITR ìÀÒ îáóñëîâëåí ñâÿçû-

âàíèåì GITR íà àêòèâèðîâàííûõ, à íå íà Òðåã êëåòêàõ,

÷òî äåëàåò ïåðâûå ðåçèñòåíòíûìè ê ñóïðåññèè [49].

GITRL (ëèãàíä GITR) ýêñïðåññèðóåòñÿ íà àíòèãåíïðå-

çåíòèðóþùèõ êëåòêàõ (ÀÏÊ) — äåíäðèòíûõ êëåòêàõ

(ÄÊ), ìàêðîôàãàõ è Â-êëåòêàõ. Åãî ýêñïðåññèÿ ñíèæà-

åòñÿ â ïðîöåññå èõ ñîçðåâàíèÿ. Õàðàêòåð ðàñïðåäåëå-

íèÿ GITR íà àêòèâèðîâàííûõ è ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåò-

êàõ è GITRL íà ÀÏÊ ïðåäïîëàãàåò èõ êîìïëåêñíîå äè-

íàìè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå, õàðàêòåð êîòîðîãî ïîêà

íå âïîëíå ÿñåí.

CTLA-4 (CD152) ïîñòîÿííî ýêñïðåññèðóåòñÿ íà

âûñîêîì óðîâíå âíóòðè è íà íèçêîì, íà ïîâåðõíîñòè

CD25
+

CD4
+

Òðåã ÷åëîâåêà. Ïîñëå ñòèìóëÿöèè TCR

ýêñïðåññèÿ ýòîãî ìàðêåðà ïîâûøàåòñÿ è ñîõðàíÿåòñÿ

íà âûñîêîì óðîâíå â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè.

Íàïðîòèâ, CD25
-
CD4

+
Ò-êëåòêè ýêñïðåññèðóþò

CTLA-4 òîëüêî ïîñëå ñòèìóëÿöèè è î÷åíü íåïðîäîë-

æèòåëüíîå âðåìÿ [14]. Äàííûå î ðîëè ýòîé ìîëåêóëû

â ôóíêöèîíèðîâàíèè Òðåã ïðîòèâîðå÷èâû. Èìåþòñÿ

ñîîáùåíèÿ êàê îá îòñóòñòâèè çàâèñèìîñòè ñóïðåññîð-

íîé àêòèâíîñòè Òðåã îò ýêñïðåññèè CTLA-4 [30], òàê

è î íåîáõîäèìîñòè ýòîé ìîëåêóëû äëÿ åå îñóùåñòâëå-

íèÿ [8]. Èçó÷åíèå ðîëè CD80 è CD86 â ìîäóëÿöèè

ôóíêöèè åÒðåã ïðè âçàèìîäåéñòâèè ýòèõ ìîëåêóë

ñ CD28 è CTLA-4, ïðîâåäåííîå Zheng Y. et al. [61], ïî-

êàçàëî, ÷òî â ïðîöåññå îòâåòà Ò-êëåòîê ÷åëîâåêà íà àí-

òèãåíû àëëîãåííûõ ÄÊ áëîêàäà CD86 èëè ÑD28 ïîâû-

øàëà ñóïðåññîðíóþ ôóíêöèþ CD25
+

CD4
+

Òðåã, â òî

âðåìÿ, êàê áëîêàäà CD80 èëè CTLA-4 åå îñëàáëÿëà

è ïîâûøàëà ïðîëèôåðàòèâíûé îòâåò. Ïðåäïîëàãàåòñÿ,

÷òî CD80 è CD86 îêàçûâàþò ïðîòèâîïîëîæíîå âëèÿ-

íèå íà Òðåã ÷åðåç CD28 è CTLA-4. Ïîêàçàíî òàêæå,

÷òî îïóõîëè, ýêñïðåññèðóþùèå ÑD80, ìîãóò îáëàäàòü

áîëåå âûðàæåííûì òîëåðîãåííûì ïîòåíöèàëîì, ÷åì

ýêñïðåññèðóþùèå CD86 [31]. Âîïðîñ îá óíèêàëüíûõ

èíãèáèòîðíûõ ìîëåêóëàõ ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê äî

ñèõ ïîð îêîí÷àòåëüíî íå ðåøåí. Ñêîðåå âñåãî, ñïåöèà-

ëèçèðîâàííûå ôóíêöèè Òðåã ìîãóò áûòü ðåçóëüòàòîì

äåéñòâèÿ èçâåñòíûõ ìîëåêóë, ñîâìåñòíî ãåíåðèðóþ-

ùèõ ñóïðåññîðíûé ôåíîòèï.

ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÛÅ ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ

Òðåã

Àíàëèç ôóíêöèîíàëüíûõ îñîáåííîñòåé Òðåã ïîêà-

çàë çíà÷èòåëüíîå ñõîäñòâî ýòèõ êëåòîê ó ÷åëîâåêà

è ãðûçóíîâ. Õàðàêòåðíûì ñâîéñòâîì Tðåã ÿâëÿåòñÿ

àíåðãèÿ in vitro: îíè íå ïðîëèôåðèðóþò íè ïðè ïîëè-

êëîíàëüíîé, íè ïðè àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêîé ñòèìóëÿ-

öèè. Àíåðãèÿ ìîæåò áûòü ÷àñòè÷íî ïðåîäîëåíà äîñòà-

òî÷íî ñèëüíûìè ñòèìóëàìè: âûñîêèìè äîçàìè IL-2

èëè àíòè- CD28 èëè èñïîëüçîâàíèåì çðåëûõ äåíäðèò-

íûõ êëåòîê â êà÷åñòâå ÀÏÊ. Îòìåíà àíåðãèè, âûçûâà-

åìàÿ IL-2, íå ïðèâîäèò, êàê ïîëàãàëè ðàíåå, ê îòìåíå

ñóïðåññîðíîé ñïîñîáíîñòè Òðåã [52]. Ïîñëå ïðåêðà-

ùåíèÿ äåéñòâèÿ ýòèõ ñòèìóëîâ Òðåã âíîâü âîçâðàùà-

þòñÿ ê ñîñòîÿíèþ àíåðãèè. Íàïðîòèâ, in vivo Òðåã,

ïî-âèäèìîìó, èìåþò âûñîêóþ ñêîðîñòü âîçîáíîâëå-

íèÿ [16]. Ïîñëå àíòèãåííîé ñòèìóëÿöèè îíè çàñåëÿþò

äðåíèðóþùèå ëèìôàòè÷åñêèå óçëû, ãäå è ïðîëèôåðè-

ðóþò. Ñïåöèôè÷åñêèé õîìèíã è Àã-çàâèñèìàÿ ïðîëè-

ôåðàöèÿ íåîáõîäèìû äëÿ ýôôåêòèâíîãî ïîäàâëåíèÿ

ëîêàëüíîãî èììóííîãî îòâåòà ðåãóëÿòîðíûìè Ò-êëåò-

êàìè [48; 55].

Èçó÷åíèå CD25
+

CD4
+

Ò-êëåòîê ÷åëîâåêà íà êëî-

íàëüíîì óðîâíå ïîêàçàëî, ÷òî òîëüêî òå êëîíû

CD25
+

CD4
+

Ò-êëåòîê, êîòîðûå áûëè â óñëîâèÿõ in

vitro (à) àíåðãè÷íûìè, (á) íå ïðîëèôåðèðîâàëè â îòâåò

íà îáû÷íûå äîçû öèòîêèíîâ (IL-2/IL-15) è (ñ) èìåëè

âûñîêóþ ïîñòîÿííóþ ýêñïðåññèþ CD25, îáëàäàëè ñó-

ïðåññîðíîé àêòèâíîñòüþ [32].

Äëÿ ïðîÿâëåíèÿ ñóïðåññîðíîé àêòèâíîñòè åñòå-

ñòâåííûì Òðåã òðåáóåòñÿ àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêàÿ

èëè ïîëèêëîíàëüíàÿ ñòèìóëÿöèÿ èõ TCR è, êàê ñåé-

÷àñ ñòàëî î÷åâèäíî, IL-2. Áóäó÷è àêòèâèðîâàííûìè,

îíè ïîäàâëÿþò Ò-êëåòî÷íûé îòâåò íå òîëüêî íà àí-

òèãåí, èñïîëüçîâàííûé äëÿ àêòèâàöèè, íî è íà äðó-

ãèå àíòèãåíû [53]. Êëåòêàìè-ìèøåíÿìè Òðåã ÿâëÿ-

þòñÿ êàê CD4
+

, òàê è CD8
+

T-êëåòêè, à òàêæå NKT-

è NK- êëåòêè. In vitro îíè ïîäàâëÿþò ïðîëèôåðàöèþ

CD4
+

è CD8
+

Ò-êëåòîê, ïðîäóêöèþ èìè IL-2 è öè-

òîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü NK- è NKT- êëåòîê êîí-

òàêòçàâèñèìûì è äîçîçàâèñèìûì ïóòåì. Ñâåäåíèÿ

î ïðîäóêöèè ðåãóëÿòîðíûìè Ò-êëåòêàìè öèòîêèíîâ

è îá èõ ðîëè â ñóïðåññîðíîé ôóíêöèè Òðåã ïðîòèâî-

ðå÷èâû. Ñêîðåå âñåãî, in vivo äåéñòâóåò íå îäèí ìå-

õàíèçì, è öèòîêèíû ìîãóò â îïðåäåëåííûõ ñèòóàöè-

ÿõ ó÷àñòâîâàòü â îñóùåñòâëåíèè ñóïðåññèè [55].

Òàê, íàïðèìåð, èìåþòñÿ ñîîáùåíèÿ î òîì, ÷òî äëÿ

ïîäàâëåíèÿ àêòèâíîñòè îïóõîëåñïåöèôè÷åñêèõ

CD8
+

Ò-êëåòîê íåîáõîäèìî íàëè÷èå ó íèõ èíòàêò-

íîãî TGF-βRII [10]. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî

CD25
+

CD4
+

Tðåã ñïîñîáíû in vitro èíäóöèðîâàòü

ñóïðåññîðíóþ àêòèâíîñòü ó CD25
-
CD4

+
, êîòîðûå

íà÷èíàþò ïðîäóöèðîâàòü TGF- β èëè IL-10 è ïîäàâ-

ëÿþò àêòèâàöèþ “íàèâíûõ” Ò-êëåòîê öèòîêèíçàâè-

ñèìûì ñïîñîáîì. Îáíàðóæåíèå ýòîãî ôåíîìåíà ìî-

æåò ïðîÿñíèòü ïðîòèâîðå÷èÿ â äàííûõ, ïîëó÷åííûõ

â èññëåäîâàíèÿõ in vivo, è â îïðåäåëåííîé ñòåïåíè

îáúÿñíèòü, êàêèì îáðàçîì íåáîëüøàÿ ïîïóëÿöèÿ

êëåòîê ìîæåò ðåãóëèðîâàòü ôóíêöèîíèðîâàíèå çíà-

÷èòåëüíî áîëåå ìíîãî÷èñëåííîé ïîïóëÿöèè Ò-êëå-

òîê-ðåñïîíäåðîâ in vivo [13; 28]. Ïîêàçàíî òàêæå,

÷òî TGF-β èãðàåò áîëüøóþ ðîëü â îáåñïå÷åíèè ãî-

ìåîñòàçà åÒðåã íà ïåðèôåðèè, ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè

Foxp3, à òàêæå ÿâëÿåòñÿ ìåäèàòîðîì ïåðåäà÷è ñè-

ãíàëîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîääåðæêè ñóïðåññîðíîé

àêòèâíîñòè Òðåã [34]. Îäíàêî ìåõàíèçìû, ëåæàùèå

â îñíîâå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ Òðåã, â íàñòîÿùåå âðå-

ìÿ äî êîíöà íå ÿñíû. Îíè ïîäðîáíî ðàññìàòðèâàþò-

ñÿ â îáçîðå von Boehmer [55].
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Òðåã È ÈÌÌÓÍÎÒÅÐÀÏÈß

ÇËÎÊÀ×ÅÑÒÂÅÍÍÛÕ ÎÏÓÕÎËÅÉ

Â îíêîëîãèè ôóíêöèîíèðîâàíèþ ñóïðåññîðíûõ

êëåòîê, ïîäàâëÿþùèõ àêòèâíîñòü ñïåöèôè÷åñêèõ

ÖÒË, ïðèäàåòñÿ îñîáîå çíà÷åíèå. Îäíèì èç ñîâðå-

ìåííûõ íàïðàâëåíèé òåðàïèè çëîêà÷åñòâåííûõ íîâî-

îáðàçîâàíèé ÿâëÿåòñÿ ïîèñê ïóòåé ïðåîäîëåíèÿ òîëå-

ðàíòíîñòè ê àóòîàíòèãåíàì, ýêñïðåññèðîâàííûì íà

ïîâåðõíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê. Îäèí èç ïîäõîäîâ

ê ðåøåíèþ ýòîé ïðîáëåìû — ïîäàâëåíèå ôóíêöèè

êëåòîê, èíãèáèðóþùèõ èììóíîëîãè÷åñêèé îòâåò íà

íèõ. Â ìíîãî÷èñëåííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è êëèíè-

÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè áîëü-

øèíñòâå çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé (ðàê ëåãêîãî, æå-

ëóäêà, ÿè÷íèêîâ, ìîëî÷íîé æåëåçû, ïèùåâîäà è äð.)

óâåëè÷èâàåòñÿ ïîïóëÿöèÿ ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê äî

12-21 % [43]. Â òî æå âðåìÿ íåîáõîäèìî îòìåòèòü,

÷òî ýòî óâåëè÷åíèå áîëåå õàðàêòåðíî äëÿ áîëüíûõ

ðàñïðîñòðàíåííûìè çàáîëåâàíèÿìè, â òî âðåìÿ êàê

íà ðàííèõ ñòàäèÿõ óâåëè÷åíèå Òðåã íåçíà÷èòåëüíî.

Òàê, íàïðèìåð, ïðè àíàëèçå êîëè÷åñòâåííîãî ñîäåð-

æàíèÿ Òðåã ñðåäè ëèìôîöèòîâ, èíôèëüòðèðóþùèõ

ñëèçèñòóþ îáîëî÷êó æåëóäêà â íîðìå è ïðè ðàêå,

ïðàêòè÷åñêè íå îáíàðóæåíî ðàçëè÷èé â èõ ñîäåðæà-

íèè ó áîëüíûõ ðàííèìè ñòàäèÿìè ðàêà è äðóãèìè çà-

áîëåâàíèÿìè æåëóäêà. Â òî æå âðåìÿ ïðè ðàñïðîñòðà-

íåíèè îïóõîëè è ïîÿâëåíèè ìåòàñòàçîâ â ïåðèôåðè-

÷åñêèõ ëèìôàòè÷åñêèõ óçëàõ óðîâåíü Òðåã

çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ [23].

Îñîáîå çíà÷åíèå èññëåäîâàíèå ôóíêöèè ýòîé ïî-

ïóëÿöèè êëåòîê èìååò ïðè ðàçëè÷íûõ âèäàõ èììóíî-

òåðàïèè îïóõîëåé. Îòñóòñòâèå ýôôåêòèâíîãî îïóõîëå-

ñïåöèôè÷åñêîãî èììóííîãî îòâåòà ñâÿçûâàþò ñ äåôè-

öèòîì ôóíêöèè àíòèãåíïðåçåíòèðóþùèõ êëåòîê èëè

òîëåðàíòíîñòüþ Ò-êëåòîê ê àññîöèèðîâàííûì ñ îïóõî-

ëüþ àíòèãåíàì. Ïîñòóëèðóåòñÿ, ÷òî CD4
+

CD25
+

êëåò-

êè ñíèæàþò ýôôåêòèâíîñòü ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ÖÒË,

âëèÿÿ â òî æå âðåìÿ íà àóòîèììóííûå ðåàêöèè. Ïîëà-

ãàþò, ÷òî ðàçðóøåíèå èììóíîëîãè÷åñêîé òîëåðàíòíî-

ñòè ìîæåò áûòü îäíèì èç ýôôåêòèâíûõ ïóòåé èíäóê-

öèè ïðîòèâîîïóõîëåâîãî èììóííîãî îòâåòà. Â ñâÿçè

ñ ýòèì áûë ïðîâåäåí ðÿä èññëåäîâàíèé ïî èçó÷åíèþ

âëèÿíèÿ óäàëåíèÿ ýòèõ êëåòîê íà ïðîòèâîîïóõîëåâûé

èììóííûé îòâåò. Ïîêàçàíî, ÷òî óìåíüøåíèå êîëè÷åñò-

âà Òðåã ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ìîë÷àùèõ CD8
+

Ò-êëå-

òîê, à òàêæå íåñïåöèôè÷åñêèõ NÊ-ïîäîáíûõ ýôôåê-

òîðíûõ êëåòîê. Òàê, áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå àíòè-

ÑD25, -ÑD4, -CD8 è -NK ìÀÒ íà èíäóêöèþ ïðîòèâî-

îïóõîëåâîãî èììóííîãî îòâåòà ê îïóõîëåâûì êëåòêàì

CT26 (HLA-II — íåãàòèâíàÿ îïóõîëü òîëñòîãî êèøå÷-

íèêà ìûøåé). Îêàçàëîñü, ÷òî èììóíèçàöèÿ ÀÍ-1 (ïåï-

òèä èç êëåòîê ÑÒ26) íå çàùèùàëà æèâîòíûõ îò ðàçâè-

òèÿ îïóõîëè, ò. å. ââåäåíèå àíòèãåíà íå áûëî äîñòàòî÷-

íûì äëÿ ðàçâèòèÿ ïðîòèâîîïóõîëåâîãî èììóííîãî

îòâåòà. Â òî æå âðåìÿ ïîñëå óäàëåíèÿ CD4
+

Ò-êëåòîê

âñå èììóíèçèðîâàííûå æèâîòíûå áûëè æèâû, à óäàëå-

íèå CD8
+

íå âëèÿëî íà âûæèâàåìîñòü ìûøåé. ×òîáû

ïîäòâåðäèòü, ÷òî èìåííî CD4
+

CD25
+

êëåòêè èãðàþò

îñíîâíóþ ðîëü â ðàçâèòèè ýòîãî ýôôåêòà, ÷àñòè ìû-

øåé çà 4 äíÿ äî ââåäåíèÿ ðàçðåøàþùåé äîçû îïóõîëå-

âûõ êëåòîê ââîäèëè àíòè-CD25 ìÀÒ. Îêàçàëîñü, ÷òî

âñå æèâîòíûå ýòîé ãðóïïû áûëè çàùèùåíû îò ðàçâè-

òèÿ îïóõîëè, ïðè÷åì äàæå òå, êîìó èììóíèçàöèÿ íå

ïðîâîäèëàñü. Äëÿ òîãî, ÷òîáû ïîäòâåðäèòü èíãèáèðó-

þùóþ ðîëü CD25
+

êëåòîê, àâòîðû îñóùåñòâèëè àäîï-

òèâíûé ïåðåíîñ ýòîé ïîïóëÿöèè êëåòîê. Ìûøàì, èì-

ìóíèçèðîâàííûì ÀÍ-1 è ïîëó÷èâøèì àíòè-CD4 ìÀÒ,

âìåñòå ñ ðàçðåøàþùåé äîçîé îïóõîëåâûõ êëåòîê ââî-

äèëè 5×106 CD25
+

êëåòîê. Îêàçàëîñü, ÷òî àäîïòèâíûé

ïåðåíîñ ÑD25
+

Ò-êëåòîê îòìåíÿåò çàùèòíûé ýôôåêò,

íàáëþäàåìûé ó èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé ñ óäàëåí-

íûìè CD4
+

êëåòêàìè. Òàêèì îáðàçîì, íà ýòîé ìîäåëè

áûëî ÷åòêî ïîêàçàíî, ÷òî CD25
+

T-êëåòêè ÿâëÿþòñÿ

ãëàâíûìè èíãèáèòîðàìè èíäóêöèè ïðîòèâîîïóõîëåâî-

ãî èììóíèòåòà [9]. Äàëåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî, åñëè

ââîäèòü ìûøàì îïóõîëåâûå êëåòêè ÷åðåç 50 äíåé ïîñ-

ëå óäàëåíèÿ CD25
+

êëåòîê, âñå æèâîòíûå ãèáíóò. Îêà-

çàëîñü, ÷òî ê ýòîìó âðåìåíè êîëè÷åñòâî CD25
+

êëåòîê

â îðãàíèçìå æèâîòíûõ âîññòàíàâëèâàåòñÿ, ò. å. çàùèò-

íûé ýôôåêò ïðîÿâëÿåòñÿ â êîðîòêèé ïðîìåæóòîê âðå-

ìåíè ñðàçó ïîñëå óäàëåíèÿ ýòîé ïîïóëÿöèè êëåòîê.

Ýòè è ðÿä äðóãèõ àíàëîãè÷íûõ äàííûõ ïîçâîëÿþò

ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èíãèáèöèÿ CD25
+

Òðåã ìîæåò áëà-

ãîòâîðíî âëèÿòü íà èíäóêöèþ ïðîòèâîîïóõîëåâîãî

èììóííîãî îòâåòà ïðè êîìáèíàöèè ñ ðàçëè÷íûìè ìå-

òîäàìè âàêöèíîòåðàïèè. Â òî æå âðåìÿ óäàëåíèå

CD25
+

Ò-êëåòîê íà äëèòåëüíûé ñðîê îïàñíî â ñâÿçè

ñ ðèñêîì ðàçâèòèÿ àóòîèììóííûõ ïðîöåññîâ, ê òîìó

æå ýòî ìîæåò ïðèâîäèòü ê óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà àê-

òèâèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ, â òîì ÷èñëå íåñïåöèôè÷å-

ñêèõ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ CD4
+

è CD8
+

Ò-êëåòîê, ÷òî

ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü îïóõîëåâîìó ðîñòó.

Â ðÿäå èññëåäîâàíèé ïîêàçàíî, ÷òî ó îíêîëîãè÷åñ-

êèõ áîëüíûõ óâåëè÷åííîå êîëè÷åñòâî CD4
+

CD25
+

êëåòîê ñîïðîâîæäàåòñÿ âûñîêîé ýêñïðåññèåé íà íèõ

CTLA-4. Ïîëó÷åíèå ìÀÒ ê CTLA-4 ïîçâîëèëî ïðîâî-

äèòü èññëåäîâàíèÿ ïî èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ óäàëåíèÿ ýòîé

ïîïóëÿöèè êëåòîê íà îïóõîëåâûé ðîñò êàê â ýêñïåðè-

ìåíòå, òàê è â êëèíèêå. Ââåäåíèå ìÀÒ ê CTLA-4 â äîçå

0,5 ìã/êã áîëüíûì ìåòàñòàòè÷åñêèì ðàêîì ïðîñòàòû

ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ïðîñòàòè÷åñêîãî àíòè-

ãåíà ó ãîðìîí-ðåçèñòåíòíûõ áîëüíûõ [17]. Âââåäåíèå

ìÀÒ MDX-100 â äîçå 3 ìã/êã áîëüíûì ìåòàñòàòè÷åñêîé

ìåëàíîìîé äî âàêöèíîòåðàïèè (àíòèãåí, âûäåëåííûé

èç êëåòîê ìåëàíîìû ñ àäúþâàíòàìè) ïðèâåëî ê êëèíè-

÷åñêîìó ýôôåêòó ó 3 èç 14 áîëüíûõ (2 ïîëíûõ è 1 ÷àñ-

òè÷íûé). Îäíàêî ó 6 áîëüíûõ áûëî îòìå÷åíî ðàçâèòèå

àóòîèììóííûõ ðåàêöèé [37]. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü,

÷òî óäàëåíèå CTLA-4
+

êëåòîê ìîæåò áûòü íåäîñòàòî÷-

íî äëÿ îòìåíû ñóïðåññîðíîé àêòèâíîñòè Òðåã: â ýêñïå-

ðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî Òðåã

“íîêàóòèðîâàííûõ” ïî CTLA-4 ìûøåé îñòàâàëèñü ñïî-

ñîáíûìè ïîäàâëÿòü èììóííûé îòâåò.

Äðóãèì ïîäõîäîì ê èíãèáèöèè àêòèâíîñòè Òðåã

ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå ìàëûõ äîç öèêëîôîñôàìèäà

(Öô). Åùå â 80-õ ãã. áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìàëûå äîçû

Öô ñïîñîáíû óñèëèâàòü ïðîòèâîîïóõîëåâûé èììóí-
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íûé îòâåò. Îêàçàëîñü, ÷òî ââåäåíèå Öô â äîçå

2 ìã/ìûøü óìåíüøàëî êîëè÷åñòâî CD4
+

CD25
+

êëå-

òîê â ë/ó è ñåëåçåíêå ìûøåé. Ñíèæåíèå íà÷èíàëîñü

÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ (íà 14 %) è äîñòèãàëî ìàê-

ñèìóìà íà 4-é äåíü (50 %), à çàòåì íà÷èíàëîñü ïîñòå-

ïåííîå âîññòàíîâëåíèå ÷èñëà Òðåã è ê 10-ìó äíþ èõ

êîëè÷åñòâî âîçâðàùàëîñü ê èñõîäíîìó óðîâíþ. Êðîìå

òîãî, ñðåäè CD4
+

CD25
+

Ò-êëåòîê ïîñëå ââåäåíèÿ Öô

ñíèæàëîñü êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ

GITR è CTLA-4. Òðåã îò ìûøåé, ëå÷åííûõ Öô, â çíà-

÷èòåëüíî ìåíüøåé ñòåïåíè èíãèáèðîâàëè ïðîëèôåðà-

òèâíûé îòâåò CD8+ è CD25
-
CD4+ êëåòîê è áûëè áî-

ëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê èíäóêöèè àïîïòîçà in vitro è in

vivo [33]. Òàêèì îáðàçîì, ïåðñïåêòèâíûì äëÿ ïðèìå-

íåíèÿ âàêöèíîòåðàïèè ÿâëÿåòñÿ ïåðèîä ñ 4-ãî ïî 10-é

äíè ïîñëå ââåäåíèÿ Öô.

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâà-

íèåì CD4-äåôèöèòíûõ ìûøåé ïîêàçàëè, ÷òî àäîï-

òèâíûé ïåðåíîñ CD25
-
CD4

+
ñîâìåñòíî ñî ñïåöèôè-

÷åñêèìè ïðîòèâîîïóõîëåâûìè CD8
+

Ò-êëåòêàìè

è âàêöèíîé (ìåëàíîìíûé àíòèãåí gp100) ïðèâîäèë

ê ðàçâèòèþ àóòîèììóííûõ ðåàêöèé è ðåãðåññèè ðàç-

âèâøåéñÿ ìåëàíîìû. Ïåðåíîñ CD4
+

T-êëåòîê, êîòî-

ðûå âêëþ÷àëè â ñåáÿ ñìåñü CD25
+

CD4
+

è CD25
-

CD4
+

Ò-êëåòîê èëè òîëüêî Òðåã êëåòîê, ïîäàâëÿë ýô-

ôåêò àäîïòèâíîé èììóíîòåðàïèè. Ñîõðàíåíèå

êîëè÷åñòâà è ôóíêöèè CD8
+

êëåòîê çàâèñåëî îò ñïî-

ñîáíîñòè êëåòîê-õåëïåðîâ ïðîäóöèðîâàòü ÈË-2,

íà ÷òî óêàçûâàþò äàííûå îá îòñóòñòâèè ýôôåêòà òåðà-

ïèè, êîãäà Ò-õåëïåðû áûëè ïîëó÷åíû îò ìûøåé, íå

ïðîäóöèðóþùèõ ÈË-2 [3]. Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà

òî, ÷òî Ò-õåëïåðû ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü ñíÿòèþ òîëå-

ðàíòíîñòè ê ïåðñèñòèðóþùèì àíòèãåíàì è ðàçðóøå-

íèþ óæå ðàçâèâøåéñÿ îïóõîëè, íî ýôôåêò ïðîÿâëÿåò-

ñÿ òîëüêî ïðè îäíîâðåìåííîì îòñóòñòâèè Òðåã. Äàí-

íûå î ïîâûøåíèè êîëè÷åñòâà Òðåã ó áîëüíûõ

ìåëàíîìîé, èììóíèçèðîâàííûõ ðàçëè÷íûìè âàêöèíà-

ìè, â òîì ÷èñëå gp100, åùå ðàç óêàçûâàþò íà íåîáõî-

äèìîñòü ïîäàâëåíèÿ ôóíêöèè ýòîé ïîïóëÿöèè â ïðî-

öåññå âàêöèíîòåðàïèè. Â ýòîì òàêæå óáåæäàþò äàí-

íûå, ïîëó÷åííûå Prassad et al. [38], èññëåäîâàâøèõ

ýôôåêòèâíîñòü ðàçëè÷íûõ âàêöèí íà îñíîâå äåíäðèò-

íûõ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò ïðèñóòñòâèÿ Òðåã. Âàê-

öèíàöèÿ ïðîâîäèëàñü (à) äåíäðèòíûìè êëåòêàìè, (á)

êëåòêàìè ìåëàíîìû, îáðàáîòàííûìè òåïëîâûì øî-

êîì è γ-îáëó÷åíèåì, è (â) ÄÊ, íàãðóæåííûìè ýòèìè

êëåòêàìè. ×àñòè ìûøåé â äåíü 0 ââîäèëè 100 ìêã ìÀÒ

PC61 ïðîòèâ CD25
+

êëåòîê. Óäàëåíèå CD25+ êëåòîê

ñïîñîáñòâîâàëî òîðìîæåíèþ îïóõîëåâîãî ðîñòà, îñî-

áåííî â ãðóïïå ìûøåé, ïîëó÷èâøèõ êëàññè÷åñêèé âà-

ðèàíò äåíäðèòíîé âàêöèíû: ÄÊ+êëåòêè ìåëàíîìû.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïîâòîðíîå ââåäåíèå ÷åðåç

90 äíåé èíòàêòíûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê æèâîòíûì,

ó êîòîðûõ îïóõîëè íå ðàçâèëèñü, âûÿâèëî ñîõðàíåíèå

ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ýôôåêòà, ÷òî, âîçìîæíî, ñâÿçàíî

ñ ðàçâèòèåì Ò-êëåòîê ïàìÿòè. Òàêèì îáðàçîì, óäàëå-

íèå èììóíîðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê ìîæíî ðàññìàòðè-

âàòü êàê îäíî èç ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé ïîâû-

øåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè âàêöèíîòåðàïèè.

ÂÛÂÎÄÛ

Ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå è êëèíè÷åñ-

êèå èññëåäîâàíèÿ óñòàíîâèëè âàæíóþ ðîëü, êîòîðóþ

ðåãóëÿòîðíûå Ò-êëåòêè èãðàþò â ìîäóëÿöèè èììóíîëî-

ãè÷åñêîé ðåàêòèâíîñòè îðãàíèçìà ïðè îïóõîëåâîì ðîñ-

òå, àëëåðãèè, òðàíñïëàíòàöèè è èíôåêöèîííûõ çàáîëå-

âàíèÿõ. ÑD25
+

CD4
+

Òðåã ñïîñîáíû âûçûâàòü çíà÷è-

òåëüíîå ïîäàâëåíèå èììóííîãî îòâåòà è èíäóöèðîâàòü

òîëåðàíòíîñòü ê àóòîàíòèãåíàì, â òîì ÷èñëå îïóõîëå-

âûì. Ïîêàçàíî ïîâûøåíèå êîëè÷åñòâà Òðåã ó æèâîòíûõ

ñ îïóõîëüþ è ó îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ. Óäàëåíèå èëè

íàðóøåíèå àêòèâíîñòè ýòèõ êëåòîê ìîæåò ïðèâîäèòü

ê òîðìîæåíèþ îïóõîëåâîãî ðîñòà. Ïîäàâëåíèå àêòèâíî-

ñòè ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê è îäíîâðåìåííàÿ ñòèìóëÿ-

öèÿ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ êëåòîê-ýôôåêòîðîâ ÿâëÿåòñÿ

âàæíûì ñîâðåìåííûì íàïðàâëåíèåì â òåðàïèè îíêîëî-

ãè÷åñêèõ áîëüíûõ. Îïðåäåëåíèå ìåõàíèçìîâ ñóïðåñ-

ñèè, âûÿâëåíèå ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ è ôàêòîðîâ,

ðåãóëèðóþùèõ ôóíêöèîíèðîâàíèå Òðåã, ìîæåò ÿâèòüñÿ

êëþ÷îì ê óñïåõó â èììóíîòåðàïèè çëîêà÷åñòâåííûõ íî-

âîîáðàçîâàíèé.
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ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Ïîëàãàþò, ÷òî îäíîé èç îñíîâíûõ ìîëåêóëÿðíûõ

ìèøåíåé äåéñòâèÿ áîëüøèíñòâà âûñîêîàêòèâíûõ ïðî-

òèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ ÿâëÿåòñÿ ìîëåêóëà

ÄÍÊ. Íàêîïëåí çíà÷èòåëüíûé çàïàñ ñâåäåíèé î õèìè÷å-

ñêîé ïðèðîäå ïîäîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé, îïèñàíû áèî-

õèìè÷åñêèå ýôôåêòû è ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ

êëåòî÷íûõ ÿäåð, ñîïðîâîæäàþùèå äåéñòâèå õèìèîòåðà-

ïåâòè÷åñêèõ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ñðåäñòâ. Ìîðôîëîãè-

÷åñêèå èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû õðîìàòèíà îáíàðóæåíû

ïðè âîçäåéñòâèè íà êëåòêè íå òîëüêî î÷åâèäíî ÄÍÊ-

òðîïíûõ àãåíòîâ, íî è ñîåäèíåíèé, òî÷êà ïåðâè÷íîãî

âçàèìîäåéñòâèÿ êîòîðûõ ñ âíóòðèêëåòî÷íûìè ñóáñòðà-

òàìè ëîêàëèçîâàíà âíå êëåòî÷íîãî ÿäðà. Ìèòîòè÷åñêèå

ÿäû (àëêàëîèäû áàðâèíêà, êîëõèöèí), òàêñàíû, ëèïèäî-

öèòîñòàòèêè è äðóãèå ñîåäèíåíèÿ, àòàêóþùèå ýëåìåí-

òû öèòîñêåëåòà è êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, òàêæå âûçûâàþò

ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ õðîìàòèíà êëåòîê-ìèøåíåé.

Ëîãè÷íî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïîäîáíûå ýôôåêòû «íå-ãåíî-

òðîïíûõ» ñîåäèíåíèé ÿâëÿþòñÿ ñëåäñòâèåì îäíîé èç

ñëåäóþùèõ èëè îáåèõ ñðàçó ïðè÷èí:

• ñòðóêòóðà õðîìàòèíà êîíñîëèäèðîâàíà ñ öèòî-

ñêåëåòîì â åäèíûé êîìïëåêñ;

• ñòðóêòóðà õðîìàòèíà èçìåíÿåòñÿ íå â ðåçóëü-

òàòå íåïîñðåäñòâåííîãî ïîâðåæäåíèÿ åãî êîìïîíåíòîâ

êñåíîáèîòèêàìè è èõ àêòèâíûìè ìåòàáîëèòàìè,

à âñëåäñòâèå ðåàêòèâíûõ ïåðåñòðîåê ãåíåòè÷åñêîãî

àïïàðàòà â îòâåò íà öèòîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ.

Äëÿ ïîíèìàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ ïîäîá-

íûõ êëåòî÷íûõ ðåàêöèé íà äåéñòâèå öèòîòîêñè÷åñêèõ

âåùåñòâ ðàçíûõ õèìè÷åñêèõ êëàññîâ íåîáõîäèìû äå-

òàëüíûå ïðåäñòàâëåíèÿ î ñòðóêòóðå è ôóíêöèÿõ êëå-

òî÷íîãî ÿäðà ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè, îñâåùåíèþ êî-

òîðûõ è ïîñâÿùåí íàñòîÿùèé îáçîð ëèòåðàòóðû.

1. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÉ 

È ÑÓÏÐÀÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÓÐÎÂÍÈ

ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÄÍÊ 

Â ÊËÅÒÊÀÕ ÝÓÊÀÐÈÎÒ

Â òðåòüå òûñÿ÷åëåòèå ÷åëîâå÷åñòâî âñòóïèëî ïîä

ôëàãîì ïîëíîé ðàñøèôðîâêè ñîáñòâåííîãî ãåíîìà,

à 2003 ã. ñòàë äëÿ ìèðîâîé íàó÷íîé îáùåñòâåííîñòè
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ABSTRACT

The data summarized in this review describe the modern representations of eukaryotic cells chromatin structure

from the DNA primary structure up to the architectural ensemble of DNA with histones and non-histone nuclear pro-

teins. The role of structural proteins of nuclear matrix in maintenance supercoiled conformation of cuasicircular domains

of nuclear DNA is discussed.
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ÐÅÇÞÌÅ

Â îáçîðå ëèòåðàòóðû ñîâðåìåííûå ïðåäñòàâëåíèÿ î ñòðóêòóðå õðîìàòèíà êëåòîê ýóêàðèîò

ïðîàíàëèçèðîâàíû ñ òî÷êè çðåíèÿ óñëîæíÿþùèõñÿ óðîâíåé îðãàíèçàöèè ÿäåðíîé ÄÍÊ — îò åå ïåðâè÷íîé

ñòðóêòóðû äî àðõèòåêòóðíîãî àíñàìáëÿ ÄÍÊ ñ ãèñòîíîâûìè è íåãèñòîíîâûìè ÿäåðíûìè áåëêàìè. Ïîêàçàíà

ðîëü ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ ÿäåðíîãî ìàòðèêñà â îáåñïå÷åíèè ñóïåðñïèðàëüíîé êîíôîðìàöèè êâàçèöèðêóëÿðíûõ

äîìåíîâ ÄÍÊ õðîìàòèíà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ÄÍÊ, õðîìàòèí, ñóïåðñïèðàëüíàÿ êîíôîðìàöèÿ, äîìåíû ÄÍÊ.



ãîäîì ïîëóâåêîâîãî þáèëåÿ îòêðûòèÿ Äæåéìñîì Óîò-

ñîíîì è Ôðåíñèñîì Êðèêîì äâîéíîé ñïèðàëè ÄÍÊ —

âðåìåíåì ïîäâåäåíèÿ èòîãîâ è îöåíêè ðåçóëüòàòîâ

ýòîãî ýïîõàëüíîãî äëÿ åñòåñòâåííûõ íàóê ñîáûòèÿ.

Âîò ÷òî ïèøåò â ïîñâÿùåííîì þáèëåþ ÿíâàðñêîì

íîìåðå æóðíàëà Nature (2003) Ì. Êåìï [39]: «Íåò äðó-

ãîé ìîëåêóëû â èñòîðèè íàóêè, êîòîðàÿ äîñòèãëà áû

èêîííîãî ñòàòóñà ÄÍÊ... Äâîéíàÿ ñïèðàëü ÄÍÊ íå èìå-

åò ðàâíûõ â êà÷åñòâå ñèìâîëà áèîëîãè÷åñêèõ íàóê».

Ñëåäóþùàÿ ñòàòüÿ òîãî æå íîìåðà æóðíàëà ïðè-

íàäëåæèò Ï. Áîëó [14]. Âîò åãî îöåíêà: «Äâîéíàÿ ñïè-

ðàëü èäåàëèçèðîâàíà â ñèëó åå ýñòåòè÷íî ýëåãàíòíîé

ñòðóêòóðû, íî íå ðåàëüíîãî ôèçè÷åñêîãî ñóùåñòâîâà-

íèÿ ÄÍÊ. Áîëüøàÿ ÷àñòü ÄÍÊ â êëåòêå ñæàòà

â ñëîæíûé êëóáîê, êîòîðûé êàêèì-òî îáðàçîì âñå-

òàêè âîâëåêàåòñÿ â òùàòåëüíûé êîíòðîëü ðåãóëÿöèè

ãåíîâ... È íå íàäî äóìàòü, ÷òî ýòîò êëóáîê ìîæåò

áûòü ïîíÿò íà îñíîâå èäåàëüíîé äâîéíîé ñïèðàëè.

Ýòè íèòè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êîìïëåêñû ÄÍÊ ñ áåë-

êàìè — õðîìàòèí, â êîòîðûõ òîëüêî î÷åíü êîðîòêèå

ôðàãìåíòû íàòèâíîé ñïèðàëè ìîãóò âðåìåííî ïîÿâ-

ëÿòüñÿ. Õîòÿ õðîìîñîìû ÷àñòî ïðèðàâíèâàþò ê ÄÍÊ,

íå íàäî çàáûâàòü, ÷òî â íèõ áåëêà â äâà ðàçà áîëüøå,

÷åì ÄÍÊ. È, êðîìå òîãî, òàì åùå ñîäåðæèòñÿ 10%

ÐÍÊ, êîòîðàÿ ñèíòåçèðóåòñÿ â ïðîöåññå òðàíñêðèï-

öèè... Ñîçäàåòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî ãåíîì — ýòî îò-

êðûòàÿ êíèãà, ãîòîâàÿ äëÿ ÷òåíèÿ. Îäíàêî ýòî íå

òàê. Êíèãà çàêðûòà, çàïå÷àòàíà è çàïàêîâàíà» (öè-

òèðîâàíî ïî [10] â ïåðåâîäå àâòîðà).

Â íàñòîÿùåì îáçîðå ëèòåðàòóðû ïðîøëûõ ëåò

ïðèâåäåíû îñíîâíûå íàó÷íûå íàõîäêè, ïîçâîëèâøèå

ñôîðìèðîâàòü ñîâðåìåííûå ïðåäñòàâëåíèÿ î ñòðóêòó-

ðå è ìåõàíèçìàõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìîëåêóëû ÄÍÊ

â ñîñòàâå õðîìàòèíà ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè.

Ìîëåêóëÿðíîé îñíîâîé õðàíåíèÿ, ïåðåäà÷è è èñ-

ïîëüçîâàíèÿ ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè ÿâëÿåòñÿ ãèãàíò-

ñêèé áèîïîëèìåð — ÄÍÊ, ôóíêöèîíèðóþùèé â êëåòêàõ

ýóêàðèîò â ñîñòàâå õðîìàòèíà, ëîêàëèçîâàííîãî â êëåòî÷-

íîì ÿäðå. Õðîìàòèí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíî îðãàíè-

çîâàííûé ñóïðàìîëåêóëÿðíûé êîìïëåêñ ÄÍÊ ñ ÿäåðíû-

ìè áåëêàìè, ãåòåðîãåííîé ÿäåðíîé ÐÍÊ, ëèïèäàìè, ãëè-

êîçàìèíîãëèêàíàìè è äð. Òîíêàÿ àðõèòåêòîíèêà ýòîãî

êîìïëåêñà ïîçâîëÿåò íå òîëüêî ðåàëèçîâàòü ñâåðõêîì-

ïàêòíóþ óïàêîâêó ãèãàíòñêîé ìîëåêóëû ÄÍÊ (ñóììàð-

íàÿ ëèíåéíàÿ äëèíà ìîëåêóëû ÄÍÊ ÷åëîâåêà, óïàêîâàí-

íîé â êëåòî÷íîì ÿäðå äèàìåòðîì 10–15 ìêì, ñîñòàâëÿåò

îêîëî 2 ì! [6]), íî òàêæå îáåñïå÷èâàåò óïîðÿäî÷åííîå

è ðåãóëèðóåìîå ôóíêöèîíèðîâàíèå ãåíîìà, óïðàâëÿå-

ìóþ àêòèâàöèþ è ðåïðåññèþ îòäåëüíûõ ãåíîâ è ãðóïï

ãåíîâ, áåçîøèáî÷íóþ ðåïëèêàöèþ âñåé ìîëåêóëû.

Â ñâÿçè ñ ãëàâåíñòâóþùåé ðîëüþ ÄÍÊ â êà÷åñòâå

íîñèòåëÿ íàñëåäñòâåííîé èíôîðìàöèè îñòàëüíûå êîì-

ïîíåíòû õðîìàòèíà ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê âàæíûå,

íî âñå-òàêè âñïîìîãàòåëüíûå åãî ýëåìåíòû, îáåñïå÷è-

âàþùèå ïðîñòðàíñòâåííîå ðàñïîëîæåíèå ÄÍÊ è ðåãó-

ëèðóþùèå èçáèðàòåëüíîå ôóíêöèîíèðîâàíèå ãåíîâ.

Ñ ýòîé ïîçèöèè ñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ õðîìàòèíà

öåëåñîîáðàçíî ðàññìàòðèâàòü â âèäå ðÿäà óñëîæíÿþ-

ùèõñÿ óðîâíåé îðãàíèçàöèè ÄÍÊ.

1.1. Ïåðâè÷íàÿ ñòðóêòóðà ÄÍÊ

Êàê ëþáîé ïîëèìåð, ìîëåêóëà ÄÍÊ îáëàäàåò ïåð-

âè÷íîé ñòðóêòóðîé, îáðàçîâàííîé óíèêàëüíîé ïîñëå-

äîâàòåëüíîñòüþ ÷åðåäîâàíèÿ 4 âèäîâ ìîíîìåðîâ: àçî-

òèñòûõ îñíîâàíèé, 2 èç êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ ïóðèíàìè,

à 2 — ïèðèìèäèíàìè, ñîåäèíåííûìè ãîìîïîëèìåðíîé

ñàõàðîôîñôàòíîé öåïüþ. Ôîñôîýôèðíûå ñâÿçè ïîñëå-

äîâàòåëüíî ñîåäèíÿþò 3’-àòîì óãëåðîäà îñòàòêà äåçîê-

ñèðèáîçû êàæäîãî ïðåäûäóùåãî íóêëåîòèäà ñ 5’-àòî-

ìîì óãëåðîäà ïîñëåäóþùåãî, ñîçäàâàÿ íåïðåðûâíûé

êîâàëåíòíî-ñâÿçàííûé îñòîâ ìîëåêóëû. Ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòü àçîòèñòûõ îñíîâàíèé è ÿâëÿåòñÿ ñîáñòâåííî

ãåíåòè÷åñêîé ìàòðèöåé, íà êîòîðîé ïðè ïîìîùè òðèï-

ëåòíîãî êîäà çàïèñàíà âñÿ íàñëåäñòâåííàÿ èíôîðìàöèÿ

îðãàíèçìà. Âåñüìà óñëîâíî ìîæíî ïðîâåñòè àíàëîãèþ

ìåæäó òàêîãî òèïà êîäèðîâêîé è áóêâàìè àëôàâèòà,

â îïðåäåëåííîé î÷åðåäíîñòè îáðàçóþùèõ ñëîâà è ôðà-

çû. Õîòÿ â ãåíåòè÷åñêîì ñëîâàðå âñåãî ÷åòûðå áóêâû,

íî èõ îêàçûâàåòñÿ äîñòàòî÷íî äëÿ øèôðîâàíèÿ ïîñëå-

äîâàòåëüíîñòè 20 ðàçëè÷íûõ àìèíîêèñëîò, èç êîòîðûõ

ñîñòîÿò âñå áóäóùèå áåëêîâûå ìîëåêóëû — êîíå÷íûå

ïðîäóêòû ôóíêöèîíèðóþùèõ ãåíîâ. Òàêèì æå îáðà-

çîì çàêîäèðîâàíû ðåãóëÿòîðíûå ó÷àñòêè ãåíîìà —

ïðîìîòîðû è ýíõàíñåðû, ñòàðò- è ñòîï-êîäîíû è äð.

Ñòàáèëüíîñòü ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû ìîëåêóëû

ÄÍÊ ïîçâîëÿåò êëåòêàì èç ïîêîëåíèÿ â ïîêîëåíèå ñî-

õðàíÿòü óíèêàëüíóþ äëÿ êàæäîãî îðãàíèçìà íàñëåä-

ñòâåííóþ èíôîðìàöèþ (ãåíîòèï). Èçìåíåíèÿ â ïîñëå-

äîâàòåëüíîñòè ÷åðåäóþùèõñÿ àçîòèñòûõ îñíîâàíèé

(ìóòàöèè) ìîãóò ïðèâîäèòü ê âîçíèêíîâåíèþ îøèáîê

â íàñëåäñòâåííîé èíôîðìàöèè, ðàçëè÷íûå âîçìîæíûå

ïîñëåäñòâèÿ êîòîðûõ îïèñàíû íèæå.

Ñòðîãî ãîâîðÿ, ïåðâè÷íàÿ ñòðóêòóðà ÄÍÊ, îáëàäàÿ

çíà÷èòåëüíûì êîíñåðâàòèçìîì, âñå æå íå ÿâëÿåòñÿ ïî-

ñòîÿííîé. Îòêðûòèå ìîáèëüíûõ äèñïåðãèðîâàííûõ

ãåíîâ, òðàíñïîçîíîâ ïîêàçàëî, ÷òî îòäåëüíûå ó÷àñòêè

ìîëåêóëû ñïîñîáíû ïåðåìåùàòüñÿ âäîëü öåïè â ïðî-

öåññå íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ è äèôôåðåíöè-

ðîâêè êëåòîê, ìåíÿÿ ïðè ýòîì ïåðâè÷íóþ ñòðóêòóðó

ìîëåêóëû. Îñîáåííî òàêèå ïåðåñòðîéêè õàðàêòåðíû

äëÿ êëåòîê ëèìôîèäíîé òêàíè: ñ íèìè ñâÿçàíà òåðìè-

íàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà íàèâíûõ ëèìôîöèòîâ, ïðè-

âîäÿùàÿ ê ïîÿâëåíèþ êëîíîâ óçêî ñïåöèàëèçèðîâàí-

íûõ èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê. Íåñëó÷àéíîñòü

òàêèõ ó÷àñòêîâ è äèñêðåòíîñòü ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìà-

öèè ïîçâîëÿþò â õîäå ïîäîáíûõ ïåðåìåùåíèé ñîõðà-

íèòü öåëîñòíîñòü ãåíîìà.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, íåêîòîðûå âèðóñû (ðåòðî-, àäå-

íîâèðóñû è äð.) ñïîñîáíû âñòðàèâàòü â ÄÍÊ-êëåòêè

õîçÿèíà äîïîëíèòåëüíûå ýëåìåíòû, à òàêæå ïåðåòàñ-

êèâàòü ó÷àñòêè ãåíîâ èëè öåëûå ãåíû èç îäíîãî ëîêó-

ñà ìîëåêóëû ÄÍÊ â äðóãèå. Äåéñòâèå èîíèçèðóþùåé

ðàäèàöèè, õèìè÷åñêèõ êàíöåðîãåíîâ è ìóòàãåíîâ,

îøèáêè â ïðîöåññå ðåïëèêàöèè ÄÍÊ òàêæå ïðèâîäÿò

ê èçìåíåíèÿì â ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå ìîëåêóëû. Òàêèå

èçìåíåíèÿ íîñÿò, êàê ïðàâèëî, ñëó÷àéíûé õàðàêòåð

è ïîòîìó èçìåíÿþò öåëîñòíîñòü ãåíîìà è ïðåäñòàâëÿ-

þò ñîáîé ñîìàòè÷åñêèå ìóòàöèè. Ïîñëåäñòâèÿ òàêèõ

èçìåíåíèé íå îäíîçíà÷íû.
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Åñëè ìóòàöèÿ âîçíèêëà â «áåññìûñëåííîì» ó÷àñò-

êå ÄÍÊ, îíà, êàê ïðàâèëî, íîñèò áåçðàçëè÷íûé õàðàê-

òåð. Òàêîé æå õàðàêòåð èìåþò ìóòàöèè, âîçíèêàþùèå

â êîíñòèòóòèâíî ðåïðåññèðîâàííûõ ãåíàõ. Ïîíÿòèå

êîíñòèòóòèâíîé ðåïðåññèè òêàíåñïåöèôè÷íî è ñâÿçà-

íî ñ îñîáåííîñòÿìè êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè,

â ñâÿçè ñ ÷åì ãåí, ðåïðåññèðîâàííûé â êëåòêàõ îïðåäå-

ëåííîãî òèïà, ìîæåò îêàçàòüñÿ ôóíêöèîíàëüíî çíà÷è-

ìûì â êëåòêàõ äðóãîãî ãèñòîãåíåçà. Ê ïðèìåðó, ãåðìè-

íàëüíàÿ (óíàñëåäîâàííàÿ, ò. å. ïðèñóòñòâóþùàÿ âî âñåõ

êëåòêàõ äàííîãî îðãàíèçìà) ìóòàöèÿ ãåíîâ BRCA1/2

îáóñëîâëèâàåò ÷ðåçâû÷àéíî âûñîêèé ðèñê ðàííåãî

ðàçâèòèÿ ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû èëè ÿè÷íèêà, íî íèêàê

íå ïðîÿâëÿåòñÿ â êëåòêàõ ïðî÷èõ òêàíåé.

Åñëè ìóòàöèÿ çàòðîíóëà ôóíêöèîíèðóþùèé ãåí,

òî åå ïîñëåäñòâèÿ íå ìîãóò íîñèòü áåçðàçëè÷íîãî õà-

ðàêòåðà, îäíàêî îíè è â ýòîì ñëó÷àå íå îäíîçíà÷íû:

ïðè èçìåíåíèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îñíîâàíèé â ðåãó-

ëÿòîðíûõ ó÷àñòêàõ ãåíà ìîæåò íàáëþäàòüñÿ êàê îñëàá-

ëåíèå åãî ýêñïðåññèè âïëîòü äî ïîëíîãî îòêëþ÷åíèÿ

(íîêàóò ãåíà), òàê è àíîìàëüíàÿ àêòèâàöèÿ (ãèïåð- èëè

îâåðýêñïðåññèÿ) âïëîòü äî ïðèîáðåòåíèÿ ïîñòîÿííîé

íåðåãóëèðóåìîé àêòèâíîñòè. Íàêîíåö, ìóòàöèÿ

â «ñìûñëîâîé» ÷àñòè ãåíà, êîäèðóþùåé îïðåäåëåííûé

áåëêîâûé ïðîäóêò (ìèññåíñ-ìóòàöèÿ), ìîæåò âûçâàòü

ïîÿâëåíèå èçìåíåííîãî áåëêà. Â ñâîþ î÷åðåäü, èçìå-

íåííûé áåëêîâûé ïðîäóêò ïî ôóíêöèîíàëüíûì ñâîé-

ñòâàì ìîæåò ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâîâàòü áåëêó «äèêî-

ãî» òèïà: ëèáî èìåòü ñíèæåííóþ ñïåöèôè÷åñêóþ àê-

òèâíîñòü; ëèáî, íàïðîòèâ, ãèïåðàêòèâíîñòü; ëèáî,

íàêîíåö, ïðèîáðåòàòü èíîé, íå ñâîéñòâåííûé áåëêó

«äèêîãî» òèïà, âèä àêòèâíîñòè.

Òàêèì îáðàçîì, â çàâèñèìîñòè îò ñîâîêóïíîñòè

ìíîãèõ ôàêòîðîâ ñîìàòè÷åñêèå ìóòàöèè ìîãóò ïðèâî-

äèòü êàê ê ñíèæåíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòêè, îñòà-

íîâêå åå äåëåíèÿ è ãèáåëè, òàê è, íàïðîòèâ, ê åå óñè-

ëåííîìó ðîñòó è äåëåíèþ âïëîòü äî îïóõîëåâîé òðàíñ-

ôîðìàöèè.

1.2. Âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà ÄÍÊ

Âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà ÄÍÊ ïðåäñòàâëåíà äâîéíîé

ñïèðàëüþ, ìîäåëü êîòîðîé áûëà îòêðûòà áîëåå ïîëó-

âåêà íàçàä áóäóùèìè Íîáåëåâñêèìè ëàóðåàòàìè (ïðå-

ìèÿ ïðèñóæäåíà èìåííî çà ýòî îòêðûòèå) Äæåéìñîì

Óîòñîíîì è Ôðåíñèñîì Êðèêîì [62]. Ñîãëàñíî ýòîé

ìîäåëè ìîëåêóëà íàòèâíîé ÄÍÊ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé

äâå çåðêàëüíî îòðàæåííûå (â îòíîøåíèè êîìïëåìåí-

òàðíûõ äðóã äðóãó ïóðèíîâûõ è ïèðèìèäèíîâûõ àçî-

òèñòûõ îñíîâàíèé) àíòèïàðàëëåëüíûå (5’-êîíåö îä-

íîé öåïè ñîñåäñòâóåò ñ 3’-êîíöîì äðóãîé) öåïè, ñî-

åäèíåííûå äðóã ñ äðóãîì ñèëàìè êîìïëåìåíòàðíîãî

âçàèìîäåéñòâèÿ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþòñÿ ñèëàìè

Âàí-äåð-Âààëüñà, íå ÿâëÿþòñÿ êîâàëåíòíûìè, à ïîòî-

ìó ìîãóò áûòü îòíîñèòåëüíî ëåãêî ðàçðóøåíû, ÷òî

ïðèâîäèò ê ðàñõîæäåíèþ îáåèõ íèòåé — äåíàòóðàöèè

ìîëåêóëû ÄÍÊ. Ýòîò ïðîöåññ (ëîêàëüíàÿ äåíàòóðà-

öèÿ) àáñîëþòíî íåîáõîäèì äëÿ âûïîëíåíèÿ ìîëåêó-

ëîé ÄÍÊ ìàòðè÷íûõ ôóíêöèé, à òàêæå ðåïëèêàöèè ñà-

ìîé ìîëåêóëû.

Â ñîñòàâå 2-íèòåâîé (2-öåïî÷å÷íîé) ìîëåêóëû îáå

íèòè ÄÍÊ ÿâëÿþòñÿ ïðàâîçàêðó÷åííûìè ñïèðàëÿìè

ñ îáùåé îñüþ: àçîòèñòûå îñíîâàíèÿ îáðàùåíû âíóòðü

ìîëåêóëû, îáðàçóÿ ãèäðîôîáíóþ çîíó, à îáå ñàõàðî-

ôîñôàòíûå öåïè ðàñïîëîæåíû ïåðèôåðè÷åñêè (ïëåê-

òîíåìè÷åñêàÿ ñïèðàëü). Õîðîøî èçâåñòíû íåñêîëüêî

êàíîíè÷åñêèõ ôîðì äâîéíîé ñïèðàëè, ðàçëè÷àþùèõñÿ

ãåîìåòðè÷åñêèìè ðàçìåðàìè. Êëàññè÷åñêàÿ Â-ôîðìà,

ìîäåëü êîòîðîé ïðåäëîæåíà Óîòñîíîì è Êðèêîì

â 1953 ã., èìååò ñëåäóþùèå õàðàêòåðèñòèêè: îäèí âè-

òîê ïðàâîçàêðó÷åííîé ìîëåêóëû ñîäåðæèò 10 ïàð íóê-

ëåîòèäîâ, äëèíà åãî ïðîåêöèè íà îñü ñîñòàâëÿåò 34 Å
(àíãñòðåì), äèàìåòð (ïî àòîìàì ôîñôîðà) — 18 Å; ìî-

ëåêóëà èìååò áîëüøóþ è ìàëóþ áîêîâûå áîðîçäêè

ñ ïîïåðå÷íèêîì 17 è 11 Å ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1). Òà-

êàÿ ôîðìà ìîëåêóëû ñóùåñòâóåò â ïðåïàðàòàõ, óðîâåíü

âëàæíîñòè êîòîðûõ áëèçîê ê ôèçèîëîãè÷åñêîìó.

Ïðè ÷àñòè÷íîì îáåçâîæèâàíèè ÄÍÊ ïåðåõîäèò â À-

ôîðìó, â êîòîðîé îäèí âèòîê ñîäåðæèò óæå 11 ïàð îñ-

íîâàíèé, ïðîåêöèÿ âèòêà íà îñü ñîñòàâëÿåò 28 Å, äèà-

ìåòð óìåíüøàåòñÿ íà 1 Å, à øèðèíà îáåèõ áîðîçäîê

ñðàâíèâàåòñÿ. Ñ-ôîðìà, îáðàçóþùàÿñÿ â ïðèñóòñòâèè

ñîëåé ëèòèÿ, íàïðîòèâ, ÿâëÿåòñÿ áîëåå ðûõëîé, ÷åì Â-

ôîðìà: âèòîê ñîäåðæèò 9 íóêëåîòèäíûõ ïàð. Àáñîëþò-

íî óíèêàëüíà îòêðûòàÿ îòíîñèòåëüíî íåäàâíî ëåâîçà-

êðó÷åííàÿ Z-ôîðìà ÄÍÊ, ñîäåðæàùàÿ 12 íóêëåîòèäîâ

íà 1 âèòîê [55]. Â ïðåäåëàõ êàíîíè÷åñêèõ ôîðì âîç-

ìîæíî ñóùåñòâîâàíèå îïðåäåëåííûõ ïðîìåæóòî÷íûõ

âàðèàíòîâ, ïåðåõîäû ìåæäó êîòîðûìè îñóùåñòâëÿþò-

ñÿ íå êîîïåðàòèâíî, â îòëè÷èå îò êîîïåðàòèâíûõ ïåðå-

õîäîâ îò îäíîé êàíîíè÷åñêîé ôîðìû ê äðóãîé.

Ðèñ. 1. Òðè ïðåäñòàâëåíèÿ äâóíèòåâîé ìîëåêóëû

ÄÍÊ [10]:

à è á — êëàññè÷åñêèå èçîáðàæåíèÿ äâóñïèðàëüíîé

ÄÍÊ;

â — ÄÍÊ êàê äâóõöåïî÷å÷íàÿ ñòðóêòóðà ñ íåîïðå-

äåëåííûìè ôèçè÷åñêèìè ïàðàìåòðàìè, íî ñ öåïÿìè,

êîìïëåìåíòàðíûìè äðóã äðóãó;

À, Ñ, G, Ò — ìîíîìåðíûå çâåíüÿ ïîëèìåðíîé ìî-

ëåêóëû ÄÍÊ;

C-G, Ò-À — êîìïëåìåíòàðíûå ïàðû îñíîâàíèé,

ñâÿçûâàþùèå äâå öåïè

Êîíôîðìàöèîííûå ïåðåõîäû íà îòäåëüíûõ

ó÷àñòêàõ ãèãàíòñêîé ìîëåêóëû ÄÍÊ âàæíû äëÿ âûñ-

øèõ óðîâíåé îðãàíèçàöèè è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ õðî-

ìàòèíà è áóäóò îáñóæäàòüñÿ â ñîîòâåòñòâóþùåì ðàç-
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äåëå. Çäåñü æå ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî íàëè÷èå äâîé-

íîé ñïèðàëè â ëþáîé èç êàíîíè÷åñêèõ ôîðì âîçìîæ-

íî íå òîëüêî ïðè ó÷àñòèè 2 íèòåé, íî è íà îòäåëüíîì

ó÷àñòêå 1-íèòåâîé ìîëåêóëû, îäíàêî ïðè óñëîâèè,

÷òî ýòîò ó÷àñòîê áóäåò íåñòè ïàëèíäðîìíóþ ïîñëå-

äîâàòåëüíîñòü, ò. å. ñèììåòðè÷íî îòðàæåííóþ ïîñëå-

äîâàòåëüíîñòü êîìïëåìåíòàðíûõ îñíîâàíèé, íàïðè-

ìåð «…ATCAG…CTGAT…». Â òàêîì ó÷àñòêå 2-íè-

òåâîé ìîëåêóëû ÄÍÊ ìîæåò îáðàçîâûâàòüñÿ

«øïèëüêà» èëè «êðåñò», ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ñèì-

ìåòðè÷íûé äóïëåêñíûé îòðîñòîê, îñü êîòîðîãî ïåð-

ïåíäèêóëÿðíà îñíîâíîé îñè ìîëåêóëû. Îáðàòèìîå

îáðàçîâàíèå «øïèëåê», êàê è êîíôîðìàöèîííûå ïå-

ðåõîäû ìîëåêóëû, èãðàåò îïðåäåëåííóþ ðîëü â ðåãó-

ëèðîâàíèè àêòèâíîñòè îòäåëüíûõ ãåíîâ.

1.3. Ñòðóêòóðû ÄÍÊ âûñøèõ ïîðÿäêîâ 

îðãàíèçàöèè

Â ïðåäûäóùèõ ðàçäåëàõ êðàòêî îïèñàíà ñòðóêòóðà

ñîáñòâåííî ìîëåêóëû ÄÍÊ âíå åå ñâÿçè ñ äðóãèìè

êîìïîíåíòàìè õðîìàòèíà. Âñå ïîñëåäóþùèå óðîâíè

îðãàíèçàöèè ýòîãî áèîïîëèìåðà îõâàòûâàþò ñòðóêòó-

ðó ñóïðàìîëåêóëÿðíîãî êîìïëåêñà ÄÍÊ.

Â ñîñòàâå õðîìàòèíà ìîëåêóëà ÄÍÊ íàõîäèòñÿ âî

âçàèìîäåéñòâèè ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì áåëêîâ (ìàñ-

ñîâîå ñîîòíîøåíèå ÄÍÊ:áåëîê â ÿäðàõ ðàçíûõ êëåòîê

ðàçëè÷àåòñÿ, íî â ñðåäíåì áëèçîê ê ñîîòíîøåíèþ

1:1 — 1:2), êîòîðûå äåëÿò íà 2 íåîäèíàêîâûå ãðóïïû

ãèñòîíû è íåãèñòîíîâûå áåëêè õðîìàòèíà. Ãèñòîíû

(áåëêè îñíîâíîãî õàðàêòåðà, ðàñòâîðèìûå â êèñëîòàõ)

ñîñòàâëÿþò áîëüøóþ ÷àñòü (äî 80 %) ñóììàðíûõ ÿäåð-

íûõ áåëêîâ, íåãèñòîíîâûå áåëêè (êèñëûå, íåéòðàëü-

íûå è íåêîòîðûå ñëàáî îñíîâíûå) ñîñòàâëÿþò êîëè÷å-

ñòâåííî ìåíüøóþ ÷àñòü ÿäåðíûõ áåëêîâ, íî îáúåäèíÿ-

þò â ñâîåé ãðóïïå çíà÷èòåëüíî áîëüøåå ðàçíîîáðàçèå

ñòðóêòóðíûõ, ôåðìåíòàòèâíûõ è ðåãóëÿòîðíûõ áåëêî-

âûõ êîìïîíåíòîâ õðîìàòèíà.

Ñòðóêòóðà íóêëåîãèñòîíîâîãî êîìïëåêñà õîðîøî

èçó÷åíà è îïðåäåëÿåòñÿ 2 óðîâíÿìè åãî îðãàíèçàöèè:

íóêëåîñîìíûì è íóêëåîìåðíûì [41]. Íóêëåîñîìû

ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íóêëåîïðîòåèäíûå ÷àñòèöû äèà-

ìåòðîì 10 íì, ñîñòîÿùèå èç öåíòðàëüíîé (êîðîâîé)

áåëêîâîé ÷àñòèöû ñ ñîëåíîèäîïîäîáíîé óêëàäêîé äâó-

íèòåâîé ìîëåêóëû ÄÍÊ íà åå ïîâåðõíîñòè. Êîðîâàÿ

÷àñòèöà ÿâëÿåòñÿ îêòàìåðîì 4 ãèñòîíîâ (ó ÷åëîâåêà —

ãèñòîíû Í2à, H2b, Í3 è Í4), ïî 2 ìîëåêóëû êàæäîãî íà

1 ÷àñòèöó. Äëèíà ó÷àñòêà ÄÍÊ, íåïîñðåäñòâåííî êîí-

òàêòèðóþùàÿ ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé, ñîñòàâëÿåò 140 ïàð

íóêëåîòèäîâ (ï.í.), ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ìîëåêóëÿðíîé

ìàññå (ÌÌ) îê. 100 êÄà. ÄÍÊ, êîíòàêòèðóþùàÿ ñ êî-

ðîâûìè ÷àñòèöàìè, ñòåðè÷åñêè çàùèùåíà îò äåéñòâèÿ

ýíäîíóêëåàç. Ìîëåêóëà ÄÍÊ îáðàçóåò íà ïîâåðõíîñòè

êîðîâîé ÷àñòèöû 2 âèòêà, ïîñëå ÷åãî, íå îáðûâàÿñü,

ïåðåõîäèò íà ñëåäóþùóþ êîðîâóþ ÷àñòèöó. Äëèíà

ñâîáîäíîãî ó÷àñòêà ÄÍÊ ìåæäó ñîñåäíèìè êîðîâûìè

÷àñòèöàìè (ëèíêåð) îöåíèâàåòñÿ â 30–60 ï.í. (10-

20 íì). Ìîðôîëîãè÷åñêè íóêëåîñîìíûé óðîâåíü îðãà-

íèçàöèè õðîìàòèíà âûãëÿäèò, êàê «áóñèíêè íà íèòêå»

(ðèñ. 2 — çàèìñòâîâàíî èç [6]).

Ðèñ.2. Ñõåìà îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà è N-êîíöà

ãèñòîíà ÍÇ ÷åëîâåêà (à), âîçìîæíûå ñàéòû ïîñòòðàíñ-

ëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíîâ Í3 è Í4 (á) (çàèì-

ñòâîâàíî èç [6]):

Íà ïîâåðõíîñòè íóêëåîñîìû N-êîíåö ãèñòîíà ÍÇ, êàê

è êîíöû äðóãèõ ãèñòîíîâ, ïðåäñòàâëåíû â âèäå êîíñåðâà-

òèâíîãî äîìåíà; íà ñõåìå ãèñòîíà ÍÇ îòìå÷åíû ìåñòà íà-

èáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôè-

êàöèé: àöåòèëèðîâàíèå (ôëàæîê), ôîñôîðèëèðîâàíèå

(êðóæîê) è ìåòèëèðîâàíèå (øåñòèóãîëüíèê), âïîëíå âîç-

ìîæíû è íåêîòîðûå ìîäèôèêàöèè â ãëîáóëÿðíîì äîìåíå.

Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå ïðîñòðàíñòâåííàÿ ðåãóëÿð-

íîñòü ìåñò ìîäèôèêàöèé, çâåçäî÷êà óêàçûâàåò íà òî, ÷òî

Lys-9 ìîæåò áûòü êàê àöåòèëèðîâàí, òàê è ìåòèëèðîâàí

Ñ ëèíêåðîì àññîöèèðîâàí ãèñòîí Í1, çàùèùàþ-

ùèé ñâîáîäíûé âíåíóêëåîñîìíûé ó÷àñòîê ÄÍÊ îò

äåéñòâèÿ ýíäîíóêëåàç è èìåþùèé çíà÷åíèå äëÿ ôîðìè-

ðîâàíèÿ ñëåäóþùåãî óðîâíÿ îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà —

íóêëåîìåðîâ [29; 59], êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ îëèãîìåðàìè

íóêëåîñîì, îáðàçóþùèìè ñóïåðáèäíóþ (îò àíãë. super

beads — áîëüøèå øàðû) ñïèðàëü. Íóêëåîìåðíàÿ îðãà-

íèçàöèÿ ñâîéñòâåííà òðàíñêðèïöèîííî íåàêòèâíîìó

õðîìàòèíó è îáåñïå÷èâàåò åãî âûñîêèé óðîâåíü êîì-

ïàêòèçàöèè è çàùèòû îò íóêëåàçíîãî ðàñùåïëåíèÿ.

Â ïðîöåññå ðåïëèêàöèè ÄÍÊ âñÿ êîíñòðóêöèÿ òà-

êèõ ó÷àñòêîâ õðîìàòèíà ðàçáèðàåòñÿ, ÄÍÊ ïðîõîäèò

ýòàï ðåïëèêàòèâíîãî ñèíòåçà, ïîñëå ÷åãî ôàêòîð ñáîð-

êè õðîìàòèíà CAF-1 (Chromatin assembly factor — 1)

äîñòàâëÿåò ê âíîâü ñèíòåçèðîâàííîé ÄÍÊ äèìåð ãèñ-

òîíîâ ñîñòàâà Í3/Í4. Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ñáîðêà íóê-

ëåîñîì çàâåðøàåòñÿ âñòðàèâàíèåì â íèõ äèìåðîâ

Í2à/H2b ñ ó÷àñòèåì íóêëåîïëàçìèíà.

24

№2/том5/2006 РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

à

á



Â ïðîöåññå ïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé ãèáåëè

(àïîïòîçà) ãèñòîí Í1 ðàñùåïëÿåòñÿ àêòèâèðîâàííîé

êàñïàçîé-3, îáíàæàÿ ìåæíóêëåîñîìíûé ëèíêåð ÄÍÊ,

êîòîðûé íåìåäëåííî àòàêóåòñÿ àêòèâèðîâàííîé ýíäî-

íóêëåàçîé (êàñïàçà- àêòèâèðóåìàÿ ÄÍÊàçà — CAD,

äðóãîå íàçâàíèå — ÄÍÊ-ôðàãìåíòèðóþùèé ôàêòîð —

DFF), ÷òî ïðèâîäèò ê ãèäðîëèçó ìåæíóêëåîñîìíûõ

ó÷àñòêîâ è ðàñïàäó ìîëåêóëû ÄÍÊ íà ôðàãìåíòû,

êðàòíûå ðàçìåðó íóêëåîñîìû: ìîíî-, äè-, òðè-, òåòðà-

íóêëåîñîìû è ò.ä. — êîòîðûå âûÿâëÿþòñÿ ïðè ãåëåâîì

ýëåêòðîôîðåçå â âèäå äèñêðåòíûõ çîí ñ ÌÌ, êðàòíîé

180-200 ï.í. (õàðàêòåðíàÿ äëÿ àïîïòîçà «ëåñòíèöà

ÄÍÊ»).

Ïðèñóòñòâèå íóêëåîñîì â ïðîìîòîðíûõ ó÷àñòêàõ

ãåíîâ ïðåïÿòñòâóåò îáðàçîâàíèþ èíèöèàòîðíîãî êîì-

ïëåêñà òðàíñêðèïöèè, â ñîñòàâ êîòîðîãî âõîäÿò ÐÍÊ-

ïîëèìåðàçà è ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè, è äëÿ èíèöèà-

öèè òðàíñêðèïöèè íåîáõîäèìî ëîêàëüíîå ðàçðóøåíèå

íóêëåîñîìíîé ñòðóêòóðû õðîìàòèíà â îêðåñòíîñòÿõ

ïðîìîòîðà è ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ. Ïðè ýòîì êîí-

ñòèòóòèâíî òðàíñêðèáèðóåìûå ãåíû âîâñå íå èìåþò

íóêëåîñîìíîé ñòðóêòóðû â ïðîìîòîðíîé îáëàñòè.

Íå âïîëíå ÿñåí ìåõàíèçì, ïîñðåäñòâîì êîòîðîãî

ïîääåðæèâàåòñÿ íåïðåðûâíîå ñóùåñòâîâàíèå ó÷àñòêà

â âèäå ñâîáîäíîé îò íóêëåîñîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè

ÄÍÊ: ëèáî ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè óñïåâàþò ïðîâçà-

èìîäåéñòâîâàòü ñ ïðîìîòîðíûì ó÷àñòêîì åùå äî ñáîð-

êè íóêëåîñîì, ëèáî ýòè ôàêòîðû ñâÿçûâàþòñÿ ñ ñîîò-

âåòñòâóþùèìè ó÷àñòêàìè ÄÍÊ, ñîäåðæàùèìè íóêëåî-

ñîìû, è äåñòàáèëèçèðóþò ïîñëåäíèå. Â ïîëüçó òàêîãî

ïðåäïîëîæåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò ñïîñîáíîñòü êîðîâûõ

ãèñòîíîâ ê ìíîãî÷èñëåííûì îáðàòèìûì ìîäèôèêàöè-

ÿì: ôîñôîðèëèðîâàíèþ, àöåòèëèðîâàíèþ, ìåòèëèðî-

âàíèþ — êîòîðûå âûçûâàþò êîíôîðìàöèîííûå èçìå-

íåíèÿ ìîëåêóë è ñîîòâåòñòâåííî èçìåíåíèå áåëîê-áåë-

êîâûõ âçàèìîäåéñòâèé. Â ÷àñòíîñòè, õèìè÷åñêàÿ

ìîäèôèêàöèÿ êîíñåðâàòèâíûõ äîìåíîâ ãèñòîíîâ Í3

è Í4 âûçûâàåò äåñòàáèëèçàöèþ êîðîâîãî îêòàìåðà, êî-

òîðûé äèññîöèèðóåò ñ îñâîáîæäåíèåì 2 äèìåðîâ

Í2à/H2b; äèìåðû æå Í3/Í4 ñîõðàíÿþò ñâÿçü ñ ÄÍÊ,

íî ñòðóêòóðíî íå ïðåïÿòñòâóþò ïðîõîæäåíèþ ðåïëè-

êàòèâíîãî èëè òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñîâ [6].

Òàêèì îáðàçîì, îáðàòèìàÿ ñáîðêà-ðàçáîðêà íóê-

ëåîñîì ÿâëÿåòñÿ ðåãóëÿòîðíûì ýëåìåíòîì ôóíêöèî-

íàëüíîé àêòèâàöèè ãåíîâ, à õðàíåíèå òðàíñêðèïöèîí-

íî íåàêòèâíîãî õðîìàòèíà â ôîðìå ñóïåðáèäíîé ñïè-

ðàëè õðîìîìåðîâ ïðåäîòâðàùàåò ðèñê íóêëåàçíîãî

ïåðåâàðèâàíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà.

Çíà÷èòåëüíî ìåíåå èçó÷åíû âçàèìîîòíîøåíèÿ

ÄÍÊ ñ íåãèñòîíîâûìè áåëêàìè õðîìàòèíà. Â ïåðâóþ

î÷åðåäü, ýòî ñâÿçàíî ñ îãðîìíûì êîëè÷åñòâîì íåãèñòî-

íîâûõ áåëêîâ, ÷àñòü êîòîðûõ îáëàäàåò âèäîâîé è òêà-

íåâîé ñïåöèôè÷íîñòüþ. Ïî äàííûì äâóõìåðíîãî ýëåê-

òðîôîðåçà, ÷èñëî íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ ÿäðà ïðåâûøà-

åò 450, âêëþ÷àÿ ìîäèôèöèðîâàííûå ôîðìû [5], îäíàêî

ýòî êîëè÷åñòâî ó÷èòûâàåò òîëüêî ìàæîðíûå ôðàêöèè,

äîñòóïíûå âèçóàëèçàöèè ïðè ñóùåñòâóþùèõ ìåòîäàõ

íåñïåöèôè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ ýëåêòðîôîðåãðàìì.

Ñ ó÷åòîì ìèíîðíûõ áåëêîâûõ êîìïîíåíòîâ êëåòî÷íî-

ãî ÿäðà ðåàëüíîå êîëè÷åñòâî íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ

õðîìàòèíà ìîæåò èçìåðÿòüñÿ òûñÿ÷àìè.

Äî ñèõ ïîð îòñóòñòâóåò åäèíàÿ êëàññèôèêàöèÿ íå-

ãèñòîíîâûõ áåëêîâ, äëÿ èõ êëàññèôèêàöèè èñïîëüçóþò

ïðî÷íîñòü èõ ñâÿçè ñ õðîìàòèíîì (ýêñòðàãèðóåìîñòü),

ôèçèêî-õèìè÷åñêèå (ðàñòâîðèìîñòü, èçîýëåêòðè÷åñ-

êàÿ òî÷êà, ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà, ïîäâèæíîñòü ïðè ýëåê-

òðîôîðåçå è äð.), ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà, ôåðìåí-

òàòèâíóþ àêòèâíîñòü.

×àñòî íåãèñòîíîâûå áåëêè êëàññèôèöèðóþò íà îñ-

íîâàíèè ñïîñîáà èõ âûäåëåíèÿ èç ïðåïàðàòîâ òîòàëü-

íîãî õðîìàòèíà â ðàñòâîðàõ ðàçëè÷íîé èîííîé ñèëû

è ñ ñîäåðæàíèåì ðàçíûõ äèññîöèèðóþùèõ àãåíòîâ.

Òàê, äî 10 % íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ ìîæåò áûòü èçâëå-

÷åíî èç õðîìàòèíà ýêñòðàêöèåé 0,35 Ì NaCl (ãëîáóëè-

íîâàÿ ôðàêöèÿ õðîìàòèíà); äî 90 % íåãèñòîíîâûõ áåë-

êîâ óäàëÿþòñÿ îáðàáîòêîé ÿäåð 2,0 M NaCl ñ 5 Ì ìî-

÷åâèíû èëè 37 %-íûì ðàñòâîðîì ãóàíèäèí-õëîðèäà.

Áîëüøàÿ ÷àñòü îñòàòî÷íûõ ïîñëå òàêîé ýêñòðàêöèè

áåëêîâ ìîæåò áûòü îòäåëåíà äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ

(SDS), 2-ìåðêàïòîýòàíîëîì è ùåëî÷üþ. Îäíàêî è ïîñ-

ëå òàêîé îáðàáîòêè ñ ÄÍÊ îñòàåòñÿ ñâÿçàííîé íåáîëü-

øîå êîëè÷åñòâî áåëêà, êîòîðûé íå óäàëÿåòñÿ äàæå ïðè

äåïðîòåèíèçàöèè ÄÍÊ ôåíîëîì èëè õëîðîôîðìîì

[50]. Ñëåäîâàòåëüíî, âçàèìîîòíîøåíèÿ ÄÍÊ ñ ðàçíû-

ìè íåãèñòîíîâûìè áåëêàìè íåðàâíîçíà÷íû, è ãîâî-

ðèòü î íàòèâíîé ñòðóêòóðå ñóïðàìîëåêóëÿðíîãî êîì-

ïëåêñà õðîìàòèíà ìîæíî òîëüêî ñ ïîçèöèè ñîõðàíåíèÿ

èíòàêòíîñòè òåõ èëè èíûõ âçàèìîäåéñòâèé â êîíêðåò-

íûõ ïðåïàðàòàõ èçîëèðîâàííîãî õðîìàòèíà.

Â ðàìêàõ íàñòîÿùåãî îáçîðà èç âñåãî ìíîãîîáðà-

çèÿ íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ õðîìàòèíà ñëåäóåò âûäåëèòü

êîìïîíåíòû ÿäåðíîãî ìàòðèêñà (ñêåëåòíîé ôèáðèë-

ëÿðíî-ãðàíóëÿðíîé ñòðóêòóðû ÿäðà) è íåáîëüøóþ

ãðóïïó îáû÷íî ñîïóòñòâóþùèõ èì áåëêîâ (êîìïîíåí-

òû ïîäìåìáðàííîãî ôèáðîçíîãî ñëîÿ ÿäðà — ëàìèíû,

áåëêè ÿäåðíûõ ïîð è íåêîòîðûå äðóãèå). Èìåííî ýòè

êîìïîíåíòû êëåòî÷íîãî ÿäðà îáðàçóþò ïðîñòðàí-

ñòâåííóþ ìàòðèöó, íà êîòîðîé ïðîèñõîäèò ðåãóëèðóå-

ìîå ôóíêöèîíèðîâàíèå ìîëåêóëû ÄÍÊ.

ßäåðíûé ìàòðèêñ ìîðôîëîãè÷åñêè ïðåäñòàâëÿåò

ñîáîé ïðîñòðàíñòâåííûé êàðêàñ èíòåðôàçíîãî ÿäðà

êëåòêè, ê êîòîðîìó îïðåäåëåííûì îáðàçîì ïðèêðåïëå-

íà ìîëåêóëà ÄÍÊ (ðèñ. 3). Àíàëèç ñâåäåíèé èç ëèòåðà-

òóðû ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî âûäåëåííûå ïðåïàðàòû

ÿäåðíîãî ìàòðèêñà íå ñîîòâåòñòâóþò êàêîé-ëèáî ìîð-

ôî-ôóíêöèîíàëüíîé ñòðóêòóðå èíòåðôàçíîãî ÿäðà,

à ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé îñòàòî÷íûé ïðîäóêò ïîñëåäîâà-

òåëüíûõ ýêñòðàêöèé èçîëèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ ÿäåð

íåèîííûìè äåòåðãåíòàìè, ýíäîíóêëåàçàìè è êîíöåíò-

ðèðîâàííûìè ñîëåâûìè ðàñòâîðàìè, ò. å. óñòîé÷èâóþ

ê ïåðå÷èñëåííûì îáðàáîòêàì îñòàòî÷íóþ ñòðóêòóðó

èíòåðôàçíîãî ÿäðà [16]. Íåñîîòâåòñòâèå òåðìèíà

“ÿäåðíûé ìàòðèêñ” ñòðîãî îïðåäåëåííîìó îáðàçîâà-

íèþ ñâÿçàíî, âî-ïåðâûõ, ñ ìåòîäè÷åñêîé ñëîæíîñòüþ

âûäåëåíèÿ ôèáðèëëÿðíî-ãðàíóëÿðíîé ñåòè â ÷èñòîì

âèäå (ñ äîñòàòî÷íîé èíòàêòíîñòüþ åå ñòðóêòóðû), à âî-

âòîðûõ, ñ èçìåí÷èâîñòüþ ñàìîé ýòîé ñåòè â ïðîöåññå

ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè, ÷òî ñâÿçàíî ñ âûïîëíåíè-
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åì ÿäåðíûì ìàòðèêñîì íå òîëüêî ìåõàíè÷åñêèõ ôóíê-

öèé ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà,

íî è ñ åãî ó÷àñòèåì â îñóùåñòâëåíèè è ðåãóëèðîâàíèè

ãåííîé àêòèâíîñòè. Â ïðîöåññå æèçíåäåÿòåëüíîñòè

êëåòêè ÿäåðíûé ìàòðèêñ, ïîäîáíî öèòîñêåëåòó, âûïîë-

íÿåò àêòèâíóþ ðîëü, ÷òî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î åãî äè-

íàìè÷íîé ñòðóêòóðå [15]. Ñóäüáà áåëêîâ ÿäåðíîãî ìàò-

ðèêñà â ìèòîçå îêîí÷àòåëüíî íå âûÿñíåíà: ïî îäíèì

äàííûì, ÷àñòü èììóíîãåííûõ áåëêîâ ìàòðèêñà ïåðåõî-

äèò â öèòîïëàçìó, ïî äðóãèì — ñîñòàâ ÿäåðíîãî ìàò-

ðèêñà íå îòëè÷àåòñÿ îò ñîñòàâà êàðêàñà (àíãë. — scaf-

fold) ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì [8; 33; 54].

Ðèñ. 3. Òðàíñìèññèîííàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîôîòî-

ãðàôèÿ ïðåïàðàòà èíòåðôàçíîãî õðîìàòèíà [51]: õîðî-

øî ðàçëè÷èìû ôèáðèëëû ÿäåðíîãî ìàòðèêñà è ïåòëå-

âûå äîìåíû ÄÍÊ â êîíäåíñèðîâàííîì è äåêîíäåíñè-

ðîâàííîì ñîñòîÿíèè

Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ïðåïàðàòû ÿäåðíîãî ìàò-

ðèêñà ïðè àíàëèçå îäíîìåðíûì ýëåêòðîôîðåçîì â ïðè-

ñóòñòâèè SDS ñîäåðæàò 30-40 áåëêîâûõ çîí ñ ÌÌ îò

10 äî 200 êÄà ñ ïðåîáëàäàíèåì 3 ïîëîñ â îáëàñòè ÌÌ

60–70 êÄà, èìåíóåìûìè «òðèïëåòîì» èëè «ëàìèíà-

ìè», ïîñêîëüêó ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå è ïåïòèäíûì

êàðòàì îíè ñõîäíû ñ áåëêàìè ôèáðîçíîãî ñëîÿ ÿäðà [3;

43; 44; 57], õîòÿ è îòëè÷àþòñÿ îò íèõ èììóíîëîãè÷åñ-

êè [26; 30].

Â ñîñòàâå ÿäåðíîãî ìàòðèêñà îáíàðóæåíû ñîêðà-

òèìûå áåëêè [24; 52], ÷òî íàäåëÿåò åãî ñïîñîáíîñòüþ

èçìåíÿòü îáúåì â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè áèâà-

ëåíòíûõ êàòèîíîâ [64]. Ñ ÿäåðíûì ìàòðèêñîì àññîöè-

èðîâàíû ðàçëè÷íûå ôåðìåíòû: ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà α,

ïðàéìàçà, ïîëè-ADP-ðèáîçî-ïîëèìåðàçà (PARP), ìå-

òèëàçû, òîïîèçîìåðàçû è äð., ðåöåïòîðû ñòåðîèäíûõ

ãîðìîíîâ [58; 63]. Âìåñòå ñ òåì â ïðåïàðàòàõ ÿäåðíîãî

ìàòðèêñà îáû÷íî ïðèñóòñòâóþò êîìïîíåíòû ÿäåðíîãî

ôèáðîçíîãî ñëîÿ è ïîðîâûõ êîìïëåêñîâ, à òàêæå áåëêè

ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ öèòîñêåëåòà [17; 18; 30;

37]. Â åãî ñîñòàâå îáíàðóæèâàåòñÿ íåêîòîðîå êîëè÷åñ-

òâî íåáåëêîâûõ êîìïîíåíòîâ, èç êîòîðûõ îñîáîå âíè-

ìàíèå óäåëÿþò ÐÍÊ, êîòîðàÿ îáíàðóæåíà â âèäå êàê

ãåòåðîãåííîé ÿäåðíîé ÐÍÊ, òàê è îñîáûõ «ìàëûõ»

ÐÍÊ, ñòàáèëèçèðóþùèõ ñòðóêòóðó ìàòðèêñà [49].

Ïîñêîëüêó âñå ïðîöåäóðû ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðà-

òîâ ÿäåðíîãî ìàòðèêñà âêëþ÷àþò èíòåíñèâíóþ îáðà-

áîòêó îñòàòî÷íûõ ÿäåð ýíäîíóêëåàçàìè, ñ êîíå÷íûì

ïðîäóêòîì îñòàåòñÿ ñâÿçàíûì ëèøü íåçíà÷èòåëüíîå

êîëè÷åñòâî ÄÍÊ: äî 1 % îáùåé êëåòî÷íîé è îêîëî 5 %

âíîâü ñèíòåçèðîâàííîé ÄÍÊ [2]. Îäíàêî èíòåðåñ

ïðåäñòàâëÿåò èìåííî ýòà íåáîëüøàÿ ÷àñòü îñòàòî÷íîé

ÄÍÊ, ò. ê. ÷åðåç ýòè àññîöèèðîâàííûå ñ áåëêîì ó÷àñò-

êè â íàòèâíîì õðîìàòèíå îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðèêðåïëå-

íèå ÿäåðíîé ÄÍÊ ê ýëåìåíòàì ÿäåðíîãî êàðêàñà — òàê

íàçûâàåìûå MARs- èëè SARs- (îò àíãë. — Matrix

attachment regions / Scaffold attachment regions) ïîñëå-

äîâàòåëüíîñòè. Ðîëü òàêèõ ýëåìåíòîâ íå îãðàíè÷èâà-

åòñÿ ÷èñòî ìåõàíè÷åñêèìè ôóíêöèÿìè ïðèêðåïëåíèÿ

ÄÍÊ ê ÿäåðíîìó ìàòðèêñó. MARs/SARs, ïî-âèäèìîìó,

ôëàíêèðóþò îòäåëüíûå ãåíû èëè ãðóïïû ãåíîâ, êîíò-

ðîëèðóÿ èõ èçáèðàòåëüíóþ òðàíñêðèïöèþ [35]. Ñèíòå-

òè÷åñêèå ïëàçìèäû, â êîòîðûõ MARs/SARs-ïîñëåäî-

âàòåëüíîñòè ôëàíêèðóþò òðàíñôèöèðóåìûé ãåí, òðàí-

ñêðèáèðóþòñÿ â êëåòêå-õîçÿèíå çíà÷èòåëüíî àêòèâíåå

àíàëîãè÷íûõ ïëàçìèä, íå íåñóùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-

òåé ñâÿçûâàíèÿ ñ ÿäåðíûì ìàòðèêñîì [53]. Âìåñòå

ñ òåì äî ñèõ ïîð íå ÿñíî, êàêèìè ìåæìîëåêóëÿðíûìè

âçàèìîäåéñòâèÿìè îáåñïå÷èâàåòñÿ ïðèêðåïëåíèå

MARs/SARs ê ýëåìåíòàì ÿäåðíîãî êàðêàñà.

Ñ ïðåïàðàòàìè âûäåëåííîé èç êëåòî÷íûõ ÿäåð

ÄÍÊ äàæå ïîñëå åå ýêñòðåìàëüíîé äåïðîòåèíèçàöèè

(ôåíîë, õëîðîôîðì / èçîàìèëîâûé ñïèðò, ïðîòåèíàçà

Ê) îñòàåòñÿ ñâÿçàíî íåêîòîðîå êîëè÷åñòâî íåãèñòîíî-

âûõ áåëêîâ [11; 12]. Âîçìîæíî, îñòàòî÷íûé áåëîê ïðå-

ïàðàòîâ ÄÍÊ è îñòàòî÷íàÿ ÄÍÊ ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ÿâ-

ëÿþòñÿ êîìïîíåíòàìè îäíèõ è òåõ æå «ÿêîðíûõ»

ñòðóêòóð, âûïîëíÿþùèõ ðîëü òî÷åê ïðèêðåïëåíèÿ

è èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè ÄÍÊ.

Ñîïîñòàâëÿÿ ñòðóêòóðó àêòèâíî òðàíñêðèáèðóåìî-

ãî õðîìàòèíà ñî ñòðóêòóðîé åãî ôóíêöèîíàëüíî íå àê-

òèâíîãî àíàëîãà (ñïåðìèè, ÿäåðíûå ýðèòðîöèòû ïòèö,

ðûá è àìôèáèé), à òàêæå ïîêîÿùèõñÿ è ïðîëèôåðèðó-

þùèõ êëåòîê (òêàíü íîðìàëüíîé è ðåãåíåðèðóþùåé

ïîñëå ÷àñòè÷íîé ãåïàòýêòîìèè ïå÷åíè), ìîæíî óâè-

äåòü, ÷òî ÄÍÊ ïðèêðåïëåíà ê ýëåìåíòàì ÿäåðíîãî ìà-

òðèêñà ñ ó÷àñòèåì 2 ôóíêöèîíàëüíî ðàçëè÷àþùèõñÿ

òèïîâ âçàèìîäåéñòâèÿ: ïåðìàíåíòíîãî, ïðèñóòñòâóþ-

ùåãî êàê â òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíîì, òàê è â íå àê-

òèâíîì õðîìàòèíå, è òðàíçèòîðíîãî, ïðèñóùåãî ôóíê-

öèîíàëüíî àêòèâèðóåìûì ãðóïïàì ãåíîâ [9; 12; 13;

54]. Ó÷àñòêè ïåðìàíåíòíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÿäåð-

íûì ìàòðèêñîì ôëàíêèðóþò 5’-êîíåö ãåíîâ è ñîäåð-
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æàò, êðîìå ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ ñ ìàòðèêñîì, ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòè ñïåöèôè÷åñêîãî óçíàâàíèÿ òðàíñêðèïöèîí-

íûõ è ðåãóëÿòîðíûõ ôàêòîðîâ.

Íàëè÷èå äèñêðåòíûõ ó÷àñòêîâ ïðèêðåïëåíèÿ ÄÍÊ

ê ôèáðèëëÿðíî-ãðàíóëÿðíîìó îñòîâó èíòåðôàçíîãî ÿä-

ðà äåëèò ãåíîì íà ôóíêöèîíàëüíî îáîñîáëåííûå ñóáú-

åäèíèöû — äîìåíû — ó÷àñòêè ëèíåéíîé ìîëåêóëû

ÄÍÊ ìåæäó ñîñåäíèìè ñàéòàìè åå ïåðìàíåíòíîãî ïðè-

êðåïëåíèÿ ê ÿäåðíîìó ìàòðèêñó. Ïî îöåíêàì ðàçíûõ

àâòîðîâ, ðàçìåðû äîìåíîâ â ðàçíûõ êëåòêàõ ýóêàðèîò

ïðèìåðíî ñîâïàäàþò è ñîñòàâëÿþò 70–150 òûñ. ï.í.,

÷òî ïðèáëèçèòåëüíî ñîîòâåòñòâóåò ðàçìåðó ðåïëèêîíà

è âòðîå — âøåñòåðî ïðåâûøàåò ñðåäíèé ðàçìåð òðàí-

ñêðèïòîíà [20; 21; 32; 45]. Â ÷àñòè÷íî äåêîíäåíñèðî-

âàííîì ñîñòîÿíèè äîìåí ìîæåò ìîðôîëîãè÷åñêè âû-

ãëÿäåòü êàê «áóñèíêè íà íèòêå» (íóêëåîñîìíîå ñòðîå-

íèå) èëè êàê ôèáðèëëà äèàìåòðîì 30 íì (ñóïåðáèäíàÿ

ñïèðàëü íóêëåîìåðîâ). Äåãèñòîíèçàöèÿ ÄÍÊ äîìåíîâ

ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ïåòëåâûõ ñòðóêòóð òèïà «ðîçå-

òîê», ñîñòîÿùèõ èç öåíòðàëüíîé ÷àñòèöû äèàìåòðîì

30–60 íì è îòõîäÿùèõ îò íåå ëàòåðàëüíî 15–30 ìàëûõ

ïåòåëü ÄÍÊ [11] (ðèñ. 4). Öåíòðàëüíàÿ ÷àñòèöà «ðîçå-

òîê» ðàçðóøàåòñÿ ïðè îáðàáîòêå ïîëèàíèîíàìè èëè

ïðîíàçîé, íî óñòîé÷èâà ê ÐÍÊàçå. Ìàëûå ïåòëè ðîçå-

òîê èìåþò ðàçìåð 3–5 òûñ. ï.í., ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñî-

äåðæàíèþ ÄÍÊ â íóêëåîìåðå. Íå ÿñíî, ïðèíàäëåæèò

öåíòðàëüíàÿ ÷àñòèöà «ðîçåòîê» ÿäåðíîìó ìàòðèêñó èëè

îíà àññîöèèðîâàíà ñî ñâîáîäíûìè ó÷àñòêàìè ÄÍÊ,

íî ïðè ýêñòðàêöèè õðîìàòèíà 2,0 Ì NaCl íå íàáëþäà-

åòñÿ äèññîöèàöèè ýòèõ ñòðóêòóð, åñëè õðîìàòèí ïðåä-

âàðèòåëüíî èíêóáèðîâàòü â ïðèñóòñòâèè èîíîâ ìåäè.

Ðèñ. 4. Òðàíñìèññèîííàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîôîòî-

ãðàôèÿ ïðåïàðàòà ÷àñòè÷íî äåïðîòåèíèçèðîâàííîé

ÄÍÊ èç òèìóñà êðûñû [11]:

Âèäíû «ðîçåòêè», îáðàçîâàííûå ïåòëÿìè ÄÍÊ,

ïðèêðåïëåííûìè ê öåíòðàëüíûì áåëêîâûì ÷àñòèöàì.

Óâåëè÷åíèå × 40 000.

Äîìåííî-ïåòëåâàÿ ñóïðàìîëåêóëÿðíàÿ ñòðóêòóð-

íàÿ îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà îáåñïå÷èâàåò ÷ðåçâû÷àéíî

êîìïàêòíóþ óïàêîâêó ÄÍÊ è îäíîâðåìåííî äèñêðåò-

íî-ðåãóëèðóåìîå ôóíêöèîíèðîâàíèå ãåíîìà [34]. Íè-

æå áóäåò ïîêàçàíî, ÷òî òàêàÿ îðãàíèçàöèÿ ìîëåêóëû

ÄÍÊ â ñîñòàâå õðîìàòèíà ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè àá-

ñîëþòíî íåîáõîäèìà äëÿ ñòðóêòóðíîãî îáåñïå÷åíèÿ åå

îñîáîé êîíôîðìàöèè — ñîñòîÿíèÿ óïðóãîãî îñåâîãî

(òîðñèîííîãî) íàïðÿæåíèÿ, ÷òî ïðèäàåò îòäåëüíûì

ó÷àñòêàì ìîëåêóëû (äîìåíàì) ñïåöèôè÷åñêèå ôèçè÷å-

ñêèå ñâîéñòâà.

2. ÑÓÏÅÐÑÏÈÐÀËÜÍÀß ÊÎÍÔÎÐÌÀÖÈß

ÊÎËÜÖÅÂÛÕ ÌÎËÅÊÓË ÄÍÊ

Ïîñêîëüêó ïðè íàïèñàíèè íàñòîÿùåãî îáçîðà àâ-

òîð îðèåíòèðîâàëñÿ íà ÷èòàòåëüñêóþ àóäèòîðèþ âðà-

÷åé è íàó÷íûõ ñîòðóäíèêîâ ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêîãî

ïðîôèëÿ äåÿòåëüíîñòè, â ïðåäûäóùåé ãëàâå èçëîæå-

íèå ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê äâîéíîé ñïè-

ðàëè ÄÍÊ ñâåäåíî ê íåîáõîäèìîìó ìèíèìóìó. Îäíàêî

â íàñòîÿùåé ãëàâå îïèñàíèå ñëåäóþùåãî óðîâíÿ ñóï-

ðàìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè ÄÍÊ áåç ñàìûõ ìèíè-

ìàëüíûõ ìàòåìàòè÷åñêèõ ðàñ÷åòîâ íåâîçìîæíî. Èçâè-

íåíèåì àâòîðà ïåðåä ÷èòàòåëÿìè ìîæåò ñëóæèòü ôðàçà

Àëüáåðòà Ýéíøòåéíà: «Ìû ñòàðàåìñÿ èçëîæèòü ìà-

òåðèàë òàê ïðîñòî, êàê ýòî òîëüêî âîçìîæíî. Íî íå

ïðîùå ýòîãî».

Èíòàêòíàÿ ÄÍÊ, íàõîäÿùàÿñÿ â ôèçèîëîãè÷åñêèõ

óñëîâèÿõ âíå òðàíñêðèïöèîííîãî èëè ðåïëèêàòèâíîãî

ñèíòåçà, â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ÿâëÿåò-

ñÿ äâóíèòåâîé ìîëåêóëîé, ïðè÷åì îáå íèòè áèîïîëè-

ìåðà çàêðó÷åíû àíòèïàðàëëåëüíî âîêðóã îáùåé îñè,

ò. å. êàê áû îáâèâàþò äðóã äðóãà. Èíûìè ñëîâàìè, îáå

íèòè ñöåïëåíû ìåæäó ñîáîé è íå ìîãóò áûòü ðàçäåëå-

íû áåç ðàñêðó÷èâàíèÿ. Òîïîëîãè÷åñêîé õàðàêòåðèñòè-

êîé (òîïîëîãèÿ — ìàòåìàòè÷åñêîå îïèñàíèå ïðîñòðàí-

ñòâåííîãî ðàñïîëîæåíèÿ ãåîìåòðè÷åñêèõ òåë) ïîäîá-

íîé ñòðóêòóðû ÿâëÿåòñÿ ïîðÿäîê çàöåïëåíèÿ èëè

òîïîëîãè÷åñêîå ÷èñëî ñöåïëåíèé, îáîçíà÷àåìûé ñèì-

âîëîì Lk (îò àíãë. linking — çàöåïëåíèå). Íàãëÿäíî

çíà÷åíèå Lk ëåãêî ïðåäñòàâèòü, ìûñëåííî ðàñïðàâèâ 1

èç 2 íèòåé íà ïëîñêîñòè. Òîãäà 2-ÿ íèòü, îáâèâàÿñü âî-

êðóã 1-é, íåñêîëüêî ðàç ïåðåñå÷åò ýòó ïëîñêîñòü («ïðî-

òêíåò» åå íàñêâîçü). ×èñëî òàêèõ ñêâîçíûõ «ïðîêîëîâ»

è ñîñòàâëÿåò çíà÷åíèå ÷èñëà òîïîëîãè÷åñêèõ ñöåïëå-

íèé 2 íèòåé.

Ëåãêî âèäåòü, ÷òî äëÿ ëèíåéíîé ìîëåêóëû ÄÍÊ

÷èñëî ñöåïëåíèé ðàâíî ÷èñëó äóïëåêñíûõ âèòêîâ, ò. å.

Lk = N / P, (1)

ãäå N — äëèíà ìîëåêóëû, âûðàæåííàÿ â êîëè÷åñò-

âå íóêëåîòèäíûõ ïàð;

Ð — øàã äâîéíîé ñïèðàëè, âûðàæåííûé â ÷èñëå

íóêëåîòèäíûõ ïàð, ïðèõîäÿùèõñÿ íà 1 âèòîê.

Ïîíÿòíî, ÷òî øàã îïðåäåëÿåòñÿ êàíîíè÷åñêîé ôîð-

ìîé ìîëåêóëû ÄÍÊ. Åñëè â ðåçóëüòàòå èçìåíåíèÿ âíåø-

íèõ óñëîâèé ìîëåêóëà ïåðåõîäèò â äðóãóþ êàíîíè÷åñ-

êóþ ôîðìó, òî øàã äâîéíîé ñïèðàëè èçìåíÿåòñÿ, à ñ íèì

ïðîïîðöèîíàëüíî èçìåíÿåòñÿ òîïîëîãè÷åñêîå ÷èñëî

ñöåïëåíèé íèòåé. Ýòî ïðîèñõîäèò áëàãîäàðÿ òîìó, ÷òî

27

№2/том5/2006 РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ



êîíöû äóïëåêñà íå çàêðåïëåíû îòíîñèòåëüíî äðóã äðó-

ãà è ìîãóò ñâîáîäíî âðàùàòüñÿ âîêðóã îáùåé îñè.

Ïðèíöèïèàëüíî èíàÿ ñèòóàöèÿ âîçíèêàåò ïðè çà-

ìûêàíèè îáåèõ íèòåé â êîëüöî. Âàæíåéøèì ñâîé-

ñòâîì êîëüöåâûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ òîïîëîãè÷åñ-

êàÿ èíâàðèàíòíîñòü ÷èñëà ñöåïëåíèé, ò. å. íåâîçìîæ-

íîñòü èçìåíåíèÿ ÷èñëà ñöåïëåíèé íèêàêèìè

äåôîðìàöèÿìè ìîëåêóëû, åñëè ñîõðàíÿåòñÿ íåïðåðûâ-

íîñòü ñàõàðî-ôîñôàòíûõ öåïåé íà âñåì èõ ïðîòÿæå-

íèè. Òàêèì îáðàçîì, êîëüöåâûì çàìêíóòûì ÄÍÊ èçíà-

÷àëüíî (â ìîìåíò ëèãàçíîãî çàìûêàíèÿ íèòåé â êîëü-

öî) «íàâÿçàíî» íåêîå ÷èñëî ñöåïëåíèé, ïðè÷åì ýòî

÷èñëî âûðàæàåòñÿ öåëî÷èñëåííûìè çíà÷åíèÿìè. Èç-

ìåíåíèå øàãà äâîéíîé ñïèðàëè â óñëîâèÿõ èíâàðèàíò-

íîñòè ÷èñëà ñöåïëåíèé ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ ñó-

ïåðâèòêîâ, ò. å. âèòêîâ, êîòîðûå îáðàçóåò â ïðîñòðàí-

ñòâå ñàìà îñü äóïëåêñà. Êîëè÷åñòâî ñóïåðâèòêîâ τ

îïðåäåëÿåòñÿ ñîîòíîøåíèåì:

τ = Lk — N / P. (2)

×èñëî ñóïåðâèòêîâ, îòíåñåííîå ê äëèíå äóïëåêñà

(÷èñëó äóïëåêñíûõ âèòêîâ äâîéíîé ñïèðàëè), íàçûâà-

þò ïëîòíîñòüþ ñóïåðñïèðàëèçàöèè σ:

σ = τ × P / N = (Lk × P / N) — 1. (3)

Èç óðàâíåíèÿ (2) ñëåäóåò, ÷òî âåëè÷èíà τ ìîæåò

èìåòü êàê ïîëîæèòåëüíîå (âêëþ÷àÿ íóëåâîå), òàê è îò-

ðèöàòåëüíîå çíà÷åíèå. Äëÿ âñåõ íàòèâíûõ êîëüöåâûõ

ìîëåêóë ÄÍÊ âèðóñîâ è ïëàçìèä õàðàêòåðíà îòðèöà-

òåëüíàÿ ñóïåðñïèðàëèçàöèÿ, ïðè êîòîðîé òîïîëîãè÷åñ-

êîå ÷èñëî ñöåïëåíèé ìåíüøå äóïëåêñíîãî ÷èñëà âèòêîâ.

Íàëè÷èå ñóïåðâèòêîâ ïðèâîäèò ìîëåêóëó â ñî-

ñòîÿíèå óïðóãîãî îñåâîãî íàïðÿæåíèÿ, ïîñêîëüêó

ýíåðãåòè÷åñêè âûãîäíûì ÿâëÿåòñÿ òàê íàçûâàåìîå

ðåëàêñèðîâàííîå ñîñòîÿíèå, ò. å. ñîñòîÿíèå ðàâåí-

ñòâà ÷èñëà ñöåïëåíèé äóïëåêñíîìó ÷èñëó âèòêîâ.

Åäèíñòâåííûé 1-íèòåâîé ðàçðûâ ñàõàðî-ôîñôàòíîé

öåïè êîëüöåâîé çàìêíóòîé ìîëåêóëû ÄÍÊ ñîçäàåò

òî÷êó ñâîáîäíîãî âðàùåíèÿ îäíîé íèòè îòíîñèòåëü-

íî äðóãîé, ÷òî ïðèâîäèò ê ñáðàñûâàíèþ èçáûòî÷íîé

ñâîáîäíîé ýíåðãèè ñóïåðâèòêîâ è èçìåíåíèþ ÷èñëà

ñöåïëåíèé ìîëåêóëû.

Âîçìîæíîñòü çàïàñàòü ñâîáîäíóþ ýíåðãèþ â âèäå

óïðóãîé òîðñèîííîé ýíåðãèè ñóïåðâèòêîâ âî ìíîãîì

îïðåäåëÿåò îñîáûå ñâîéñòâà ñóïåðñïèðàëüíîé ÄÍÊ

è òå áèîëîãè÷åñêèå ýôôåêòû, êîòîðûå ñâÿçàíû ñ åå ñó-

ïåðñïèðàëüíîé êîíôîðìàöèåé. Â ÷àñòíîñòè, ñóïåðñïè-

ðàëèçàöèÿ ïðèâîäèò ê îñëàáëåíèþ äóïëåêñíûõ êîì-

ïëåìåíòàðíûõ âçàèìîäåéñòâèé îáåèõ íèòåé (âòîðè÷-

íàÿ ñòðóêòóðà — ñì. 1.2.), ÷òî îáóñëîâëèâàåò áîëåå

ëåãêîå èõ ðàçäåëåíèå — ëîêàëüíóþ äåíàòóðàöèþ,

ïëàâëåíèå. Ñ ýòèì ñâÿçàíà áîëüøàÿ òðàíñêðèïöèîííàÿ

àêòèâíîñòü ñóïåðñïèðàëüíûõ ïëàçìèä ïðè òðàíñôåê-

öèè â ñðàâíåíèè ñ èõ ðåëàêñèðîâàííûìè ôîðìàìè [42;

46; 47; 56], à òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíîå íàêîïëåíèå èí-

òåðêàëèðóþùèõ àãåíòîâ â ñóïåðñïèðàëèçîâàííûõ

ó÷àñòêàõ ìîëåêóëû [23; 31].

Â òî æå âðåìÿ èíòåðêàëÿöèÿ îòäåëüíûõ ëèãàíäîâ

â äóïëåêñ íåñêîëüêî èçìåíÿåò âçàèìîðàñïîëîæåíèå

íóêëåîòèäíûõ ïàð, ÷òî ìåíÿåò øàã äâîéíîé ñïèðàëè

[61]. Íàïðèìåð, ñâÿçûâàíèå ôåíàíòðèäèíîâîãî êðàñè-

òåëÿ áðîìèñòîãî ýòèäèÿ ñ ÄÍÊ óìåíüøàåò îñåâîå êðó-

÷åíèå ïîñëåäíåé íà 26
°

íà êàæäóþ ìîëåêóëó ñâÿçàííî-

ãî ëèãàíäà [38], ò. å. óâåëè÷èâàåò øàã ñïèðàëè Ð è ñî-

îòâåòñòâåííî óìåíüøàåò âåëè÷èíó ñîîòíîøåíèÿ

N/P. Â óñëîâèÿõ êîëüöåâîé çàìêíóòîé ÄÍÊ, äëÿ êîòî-

ðîé çíà÷åíèÿ Lk è N — âåëè÷èíû ïîñòîÿííûå, ýòî

ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ÷èñëà ñóïåðâèòêîâ. Â ñîîòâåò-

ñòâèè ñ óðàâíåíèåì (2) ïî ìåðå íàêîïëåíèÿ èíòåðêàëÿ-

òîðà â ãèäðîôîáíîé îáëàñòè ìîëåêóëû ÄÍÊ ñíà÷àëà

ñíèæàåòñÿ ïëîòíîñòü îòðèöàòåëüíîé ñóïåðñïèðàëèçà-

öèè, ìîëåêóëà ïåðåõîäèò â ðåëàêñèðîâàííîå ñîñòîÿ-

íèå, à çàòåì, ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè èíòåðêàëÿ-

òîðà, îáðàçóþòñÿ ïîëîæèòåëüíûå ñóïåðâèòêè — ìîëå-

êóëà ïðèíèìàåò îïïîçèòíóþ êîíôîðìàöèþ.

Ïîäîáíîå èçìåíåíèå ñóïåðñïèðàëüíîé ïëîòíîñòè

çàìêíóòûõ êîëüöåâûõ ÄÍÊ ïðîèñõîäèò ïðè èõ ïåðåõî-

äå îò îäíîé êàíîíè÷åñêîé ôîðìû äâîéíîé ñïèðàëè

ê äðóãîé (äàæå íà îãðàíè÷åííîì ó÷àñòêå ìîëåêóëû):

èçìåíåíèå (ñðåäíåãî) øàãà äóïëåêñà ïðè èíâàðèàíòíî-

ñòè ÷èñëà ñöåïëåíèé èçìåíÿåò ÷èñëî ñóïåðâèòêîâ τ.

ßâëåíèå ñóïåðñïèðàëèçàöèè êîëüöåâûõ çàìêíó-

òûõ ÄÍÊ îòêðûë â 60-õ ãã. ïðîøëîãî âåêà Äæåðîì Âè-

íîãðàä [60], à ìàòåìàòè÷åñêóþ ðàçðàáîòêó ýòîãî ÿâëå-

íèÿ âûïîëíèë Áðîê Ôóëëåð [27], êîòîðûé îáîñíîâàë

ñâÿçü ÷èñëà ñöåïëåíèé ìîëåêóëû ñ 2 òîïîëîãè÷åñêèìè

õàðàêòåðèñòèêàìè: Tw (îò àíãë. twisting — êðó÷åíèå)

è íåêîòîðîãî ïàðàìåòðà, îïèñûâàþùåãî èçãèáû îñè

ìîëåêóëû â ïðîñòðàíñòâå. Ïîñëåäíèé íàçâàí Wr (îò

àíãë. writhe — ñêðþ÷èâàòüñÿ, êîð÷èòüñÿ). Ñîîòíîøå-

íèå èìååò âèä:

Lk = Tw + Wr. (4)

Óðàâíåíèå (4) îáîñíîâûâàåò ñóùåñòâîâàíèå ñó-

ïåðâèòêîâ ìîëåêóëû ÄÍÊ â ðàçëè÷íûõ ãåîìåòðè÷åñ-

êèõ êîíôèãóðàöèÿõ.

3. ÑÓÏÅÐÑÏÈÐÀËÜÍÀß ÄÍÊ 

ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ßÄÐÀ ÝÓÊÀÐÈÎÒ

Âñå îïèñàííîå â ïðåäûäóùåì ðàçäåëå îòíîñèòñÿ

ê ñóïåðñïèðàëèçàöèè êîëüöåâûõ çàìêíóòûõ ÄÍÊ âè-

ðóñîâ è ïëàçìèä. Îäíàêî ÄÍÊ ýóêàðèîò ÿâëÿåòñÿ ëè-

íåéíûì ïîëèìåðîì, äëÿ êîòîðîãî ÷èñëî ñöåïëåíèé íè-

òåé íå ÿâëÿåòñÿ èíâàðèàíòíûì, è, ñëåäîâàòåëüíî, ñó-

ïåðñïèðàëèçàöèÿ åãî íåâîçìîæíà. Ýòî ñîîòâåòñòâóåò

äåéñòâèòåëüíîñòè, åñëè âåñòè ðå÷ü îá èçîëèðîâàííûõ

èç ñîñòàâà õðîìàòèíà ïðåïàðàòàõ ÄÍÊ: òàêèì òùà-

òåëüíî äåïðîòåèíèçèðîâàííûì ìîëåêóëàì íå ñâîé-

ñòâåííà ñóïåðñïèðàëüíàÿ êîíôîðìàöèÿ, ïîñêîëüêó íè-

òè, ñîñòàâëÿþùèå äóïëåêñ, íå çàìêíóòû è èìåþò òî÷-

êè ñâîáîäíîãî âðàùåíèÿ. Îäíàêî â ñîñòàâå õðîìàòèíà

ìîëåêóëà ÄÍÊ èìååò ó÷àñòêè ïðèêðåïëåíèÿ ê æåñòêîé

ïðîñòðàíñòâåííîé ñåòêå ÿäåðíîãî ìàòðèêñà, ïðè÷åì

ñâÿçè ýòè òàêîâû, ÷òî íàäåëÿþò îòäåëüíûå ïåòëåâûå

äîìåíû — ó÷àñòêè ëèíåéíîé ìîëåêóëû ìåæäó 2 ñî-

ñåäíèìè ñàéòàìè ïåðìàíåíòíîãî ïðèêðåïëåíèÿ

ê ÿäåðíîìó ìàòðèêñó — ñâîéñòâàìè êîëüöåâûõ çàì-

êíóòûõ ìîëåêóë: â òî÷êàõ ïðèêðåïëåíèÿ îáå íèòè ôèê-

ñèðîâàíû, ÷òî èñêëþ÷àåò èõ âçàèìíîå ðàñêðó÷èâàíèå.

Ïîñêîëüêó èñòèííî çàìêíóòûõ ìîëåêóë òàêèå äîìåíû

íå îáðàçóþò, èõ èìåíóþò êâàçèçàìêíóòûìè (êâàçèöèð-
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êóëÿðíûìè). Äðóãèìè ñëîâàìè, êðîìå óæå óïîìèíàâ-

øèõñÿ â ðàçäåëå 1.3. ôóíêöèé ïðîñòðàíñòâåííîé

îðèåíòàöèè îòäåëüíûõ ó÷àñòêîâ ìîëåêóëû ÄÍÊ

è ôëàíêèðîâàíèÿ ñàéòîâ èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè

è ðåïëèêàöèè, ÿäåðíûé ìàòðèêñ âûïîëíÿåò ðîëü êîí-

ôîðìàöèîííûõ îãðàíè÷åíèé îòäåëüíûõ ïåòëåâûõ äî-

ìåíîâ è èõ ñîâîêóïíîñòè, ò. å. âñåãî ãåíîìà â öåëîì.

ßâëåíèå ñóïåðñïèðàëèçàöèè ÄÍÊ ýóêàðèîò ïðåä-

ñêàçàë â íà÷àëå 70-õ ãã. ïðîøëîãî ñòîëåòèÿ Ï. Êóê [19].

Âñêîðå ãèïîòåçà áëåñòÿùå ïîäòâåðäèëàñü ðàáîòàìè ñà-

ìîãî Êóêà è ðÿäà äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé [20–23; 48;

51]: ñóïåðñïèðàëüíàÿ ÄÍÊ áûëà ïðåïàðàòèâíî âûäå-

ëåíà èç ðÿäà îáúåêòîâ â óñëîâèÿõ, èñêëþ÷àþùèõ ôåð-

ìåíòàòèâíóþ è ãèäðîäèíàìè÷åñêóþ äåãðàäàöèþ ìàòå-

ðèàëà. Áîëåå òîãî, åñëè ïðîöåäóðó âûäåëåíèÿ ïðåïàðà-

òîâ ÿäåðíîãî ìàòðèêñà èçìåíèòü òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû

èñêëþ÷èòü äåéñòâèå ýíäîíóêëåàç (â òîì ÷èñëå — ýíäî-

ãåííûõ) è ìèíèìèçèðîâàòü âëèÿíèå ãèäðîäèíàìè÷åñ-

êîãî ñäâèãà, èç êëåòîê ìîæíî âûäåëèòü ïðåïàðàòû îñ-

òàòî÷íûõ ÿäåð, ñîõðàíÿþùèå èõ ôîðìó, íåêîòîðûå

÷åðòû ìîðôîëîãèè è ñîäåðæàùèå âñþ ÿäåðíóþ ÄÍÊ

â âèäå ñóïåðñïèðàëèçîâàííûõ äîìåíîâ [21; 48; 51]. Òà-

êèå ïðåïàðàòû ïîëó÷èëè íàèìåíîâàíèå íóêëåîèäû —

ÿäðîïîäîáíûå [21]. Íóêëåîèäû, âûäåëåííûå èç ðàç-

íûõ êëåòîê ýóêàðèîò, øèðîêî èñïîëüçîâàëèñü â êà÷åñ-

òâå èçó÷àåìûõ îáúåêòîâ â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ

ñòðóêòóðû èíòåðôàçíîãî õðîìàòèíà. Ïîäîáíî êîëüöå-

âûì çàìêíóòûì ÄÍÊ âèðóñîâ è ïëàçìèä, íóêëåîèäû

ýóêàðèîò âî âñåõ ñëó÷àÿõ ñîäåðæàò îòðèöàòåëüíî ñó-

ïåðñïèðàëèçîâàííóþ ÄÍÊ, êîòîðàÿ ëåãêî ïîääàåòñÿ

ýëàñòîâèñêîçèìåòðè÷åñêîìó òèòðîâàíèþ áðîìèñòûì

ýòèäèåì [1].

Îáû÷íî íóêëåîèäû ïîëó÷àþò, ëèçèðóÿ öåëûå

êëåòêè íåéòðàëüíûìè êîíöåíòðèðîâàííûìè ðàñòâîðà-

ìè õëîðèñòîãî íàòðèÿ (1–2 Ì NaCl) â ïðèñóòñòâèè íå-

èîííûõ äåòåðãåíòîâ (NP40, Òðèòîí Õ-100) è âûñîêèõ

êîíöåíòðàöèé EDTA. ×àñòî ïðèìåíÿþò èíãèáèòîðû

ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ è ÐÍÊàç. Ñòîëü èíòåí-

ñèâíàÿ îáðàáîòêà ïîçâîëÿåò óñîìíèòüñÿ â ðåàëüíîñòè

ñóùåñòâîâàíèÿ ñóïåðñïèðàëüíîé êîíôîðìàöèè ÄÍÊ

â æèâîé êëåòêå. Äåéñòâèòåëüíî, çíà÷èòåëüíîå èçìåíå-

íèå èîííîé ñèëû îêðóæåíèÿ, ýêñòðàêöèÿ áåëêîâ ìîãóò

ïðèâîäèòü ê êîíôîðìàöèîííûì ïåðåõîäàì ìîëåêóëû

ÄÍÊ, à äåãèñòîíèçàöèÿ õðîìàòèíà ïðÿìî ïðèâîäèò

ê îáðàçîâàíèþ àðòåôàêòíûõ ñóïåðâèòêîâ — ïî 2 íà

êàæäóþ äèññîöèèðîâàâøóþ íóêëåîñîìó.

Îäíàêî èìåííî ñóïåðñïèðàëüíîé êîíôîðìàöèåé

îòäåëüíûõ äîìåíîâ ÄÍÊ, íà íàø âçãëÿä, îáúÿñíÿåòñÿ

èçâåñòíûé ôàêò çíà÷èòåëüíî áîëåå íèçêèõ òåìïåðàòóð

ïëàâëåíèÿ ÄÍÊ â ñîñòàâå õðîìàòèíà ïî ñðàâíåíèþ

ñ ïëàâëåíèåì î÷èùåííûõ ïðåïàðàòîâ ÄÍÊ. Ñóùåñòâî-

âàíèå îáðàòèìîé ñóïåðñïèðàëèçàöèè ÄÍÊ â ýóêàðèî-

òè÷åñêîé êëåòêå ïîäòâåðæäàåòñÿ òàêæå ôàêòîì ñóùåñ-

òâîâàíèÿ îñîáîãî êëàññà ôåðìåíòîâ — òîïîèçîìå-

ðàç — è èõ æèçíåííîé íåîáõîäèìîñòüþ äëÿ

ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ëþáîãî ýóêàðèîòè÷åñêîãî îðãàíèç-

ìà. Èíãèáèòîðû òîïîèçîìåðàç ÿâëÿþòñÿ ñèëüíåéøèìè

êëåòî÷íûìè ÿäàìè, ðÿä èç êîòîðûõ äàâíî è óñïåøíî

èñïîëüçóåòñÿ â îíêîëîãè÷åñêîé ïðàêòèêå [36].

Åäèíñòâåííûì áèîëîãè÷åñêèì íàçíà÷åíèåì òîïî-

èçîìåðàç ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå òîïîëîãè÷åñêèõ èçîìå-

ðîâ ÄÍÊ, äëÿ ÷åãî òîïîèçîìåðàçû îáëàäàþò ýíäîíóê-

ëåàçíîé è ëèãàçíîé àêòèâíîñòÿìè. Ïî ìåõàíèçìó îñó-

ùåñòâëåíèÿ ñâîåé àêòèâíîñòè òîïîèçîìåðàçû

ýóêàðèîò ïîäðàçäåëÿþò íà 2 òèïà. Òîïîèçîìåðàçà I (ðå-

ëàêñèðóþùèé ôàêòîð, íàäðåçàþùå-ñøèâàþùèé ôåð-

ìåíò) ñïîñîáíà ãèäðîëèçîâàòü ôîñôî-ýôèðíóþ ñâÿçü

ñàõàðî-ôîñôàòíîé öåïè ìîëåêóëû ÄÍÊ ñ îäíîâðåìåí-

íûì êîâàëåíòíûì ïðèñîåäèíåíèåì ôåðìåíòà ê 3’-êîí-

öó îáðàçîâàâøåãîñÿ ðàçðûâà çà ñ÷åò ýíåðãèè ðàçîðâàí-

íîé ñâÿçè. Òàêàÿ ñòðóêòóðà, ñîäåðæàùàÿ áåëîê-àññîöè-

èðîâàííûé îäíîíèòåâûé ðàçðûâ ÄÍÊ, ÿâëÿåòñÿ

èíòåðìåäèàòîì òîïîèçîìåðàçíîé ðåàêöèè I òèïà.

Íà ñòàäèè ýòîãî èíòåðìåäèàòà ïðîèñõîäèò äîçèðîâàí-

íîå èëè ïîëíîå ñáðàñûâàíèå ñóïåðâèòêîâ ÷åðåç øàð-

íèðíóþ òî÷êó âðàùåíèÿ, îáðàçîâàííóþ 1-íèòåâûì

ðàçðûâîì ÄÍÊ. Ïî äîñòèæåíèè òåðìîäèíàìè÷åñêè

âûãîäíîãî ñîñòîÿíèÿ èñïîëíÿåòñÿ ëèãàçíûé ýòàï ðåàê-

öèè, ïðè êîòîðîì ìîëåêóëà ÄÍÊ â ìåñòå ðàçðûâà ñøè-

âàåòñÿ çà ñ÷åò ýíåðãèè ãèäðîëèçóåìîé ñâÿçè ÄÍÊ-áå-

ëîê. Òàêèì îáðàçîì, ïðîöåññ íå òðåáóåò çàòðàò ýíåðãèè

ÀÒÐ (òîïîèçîìåðàçû I íå îáëàäàþò ATP-àçíîé àêòèâ-

íîñòüþ) è îáåñïå÷èâàåòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî òîðñèîííîé

ýíåðãèåé ñóïåðâèòêîâ. Ïðè íàëè÷èè ñóïåðâèòêîâ

ñ ó÷àñòèåì òîïîèçîìåðàçû I ïðîèñõîäèò èõ óäàëåíèå

íåçàâèñèìî îò çíàêà ñóïåðñïèðàëè, à â ïðèñóòñòâèè

ïîëíîãî íàáîðà êîðîâûõ ãèñòîíîâ è íóêëåîïëàçìèíà

ïðîèñõîäèò ñáîðêà íóêëåîñîì, êîòîðàÿ íåâîçìîæíà

áåç òîïîèçîìåðàçû âñëåäñòâèå âîçíèêíîâåíèÿ òîïîëî-

ãè÷åñêèõ íàïðÿæåíèé ìîëåêóëû ÄÍÊ ïðè åå «íàìàòû-

âàíèè» íà êîðîâûå ÷àñòèöû [40]. Òàêèì îáðàçîì, ñíÿ-

òèå âîçíèêàþùèõ íàïðÿæåíèé ïîä äåéñòâèåì òîïîèçî-

ìåðàçû èçìåíÿåò ÷èñëî ñöåïëåíèé êâàçèçàìêíóòîãî

äîìåíà ÄÍÊ íà ëþáîå öåëî÷èñëåííîå çíà÷åíèå, ÷òî

ñäâèãàåò òåðìîäèíàìè÷åñêîå ðàâíîâåñèå â ñòîðîíó îá-

ðàçîâàíèÿ íóêëåîãèñòîíîâîãî êîìïëåêñà; ïîñëåäóþ-

ùåå óäàëåíèå ãèñòîíîâ áåç ðàçðûâà õîòÿ áû 1-é íèòè

ÄÍÊ ãåíåðèðóåò ñóïåðâèòêè.

Â îòëè÷èå îò îïèñàííîãî ôåðìåíòà, òîïîèçîìåðà-

çà II îáëàäàåò ñîáñòâåííîé ÀÒÐ-àçíîé àêòèâíîñòüþ

è ñïîñîáíà ãåíåðèðîâàòü ñóïåðâèòêè ÄÍÊ çà ñ÷åò

ýíåðãèè ÀÒÐ: ôåðìåíò ñâÿçûâàåòñÿ ñðàçó ñ îáåèìè íè-

òÿìè äóïëåêñà, ïðîèçâîäÿ, ïîäîáíî òîïîèçîìåðàçå I,

áåëîê-àññîöèèðîâàííûå ðàçðûâû ìîëåêóëû ÄÍÊ,

íî ðàçðûâàåò îäíîâðåìåííî îáå íèòè â ñàéòàõ, ñìå-

ùåííûõ îòíîñèòåëüíî äðóã äðóãà íà 4 íóêëåîòèäà. Òàê

ôîðìèðóåòñÿ èíòåðìåäèàò òîïîèçîìåðàçíîé ðåàêöèè

II òèïà: áåëîê-àññîöèèðîâàííûé êîñîé 2-íèòåâîé ðàç-

ðûâ ñ íàëè÷èåì «ëèïêèõ êîíöîâ». Ñêâîçü ýòîò ðàçðûâ

ìîæåò áûòü ïðîïóùåí ñîñåäíèé ëîêóñ ìîëåêóëû ÄÍÊ,

ïîñëå ÷åãî ðàçðûâ âîññîåäèíÿåòñÿ, à ñâÿçü ôåðìåíòà

ñ ìîëåêóëîé ÄÍÊ ãèäðîëèçóåòñÿ. Åñëè ðåàêöèÿ ïðîòå-

êàåò áåç ó÷àñòèÿ ÀÒÐ, òî åå ðåçóëüòàòîì, ïîäîáíî òîïî-

èçîìåðàçå I, ÿâëÿåòñÿ òîëüêî ðåëàêñàöèÿ ìîëåêóëû çà

ñ÷åò ñâîáîäíîé ýíåðãèè ñóïåðâèòêîâ. Åñëè æå çàòðà÷è-

âàåòñÿ ýíåðãèÿ ÀÒÐ, òî ðåçóëüòàòîì òîïîèçîìåðàçíîé

ðåàêöèè II òèïà áóäåò ãåíåðèðîâàíèå äîïîëíèòåëüíûõ

ñóïåðâèòêîâ çà ñ÷åò ýíåðãîçàâèñèìîãî èçìåíåíèÿ êîí-
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ôîðìàöèè ôåðìåíòà. Â ëþáîì ñëó÷àå òîïîëîãè÷åñêîå

÷èñëî ñöåïëåíèé ìîëåêóëû ÄÍÊ èçìåíÿåòñÿ íà âåëè-

÷èíó, êðàòíóþ 2.

Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêå ýóêàðèîò ôóíêöèîíèðóåò

ôåðìåíòàòèâíûé ìåõàíèçì àêòèâíîãî ðåãóëèðîâàíèÿ

ñóïåðñïèðàëüíîé êîíôîðìàöèè ÄÍÊ. Àíàëîãè÷íûé

ïðîöåññ â ïðîêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ áàêòåðèé îáñëó-

æèâàåòñÿ òîïîèçîìåðàçíîé àêòèâíîñòüþ ãèðàç, ñïåöè-

ôè÷åñêèå èíãèáèòîðû êîòîðûõ (íàëèäèêñîâàÿ êèñëîòà,

ôòîðõèíîëîíû — îêñîôëîêñàöèí, ïåôëîêñàöèí) ÿâëÿ-

þòñÿ ìîùíûìè àíòèáàêòåðèàëüíûìè ëåêàðñòâàìè øè-

ðîêîãî ñïåêòðà äåéñòâèÿ. Î÷åâèäíî, ïîñðåäñòâîì ìåõà-

íèçìà ðåãóëèðóåìîé ñóïåðñïèðàëèçàöèè ÄÍÊ â ïðåäå-

ëàõ îòäåëüíûõ äîìåíîâ îáåñïå÷èâàåòñÿ óïðàâëåíèå

ïðîöåññàìè òðàíñêðèïöèè è ðåïëèêàöèè — âàæíåé-

øèìè ôóíêöèÿìè ãåíåòè÷åñêîãî àïïàðàòà [25; 40; 56; 65].

Ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè òîïîèçîìåðàç èíãèáèòîðàìè

ýòîãî ôåðìåíòà (ýïèïîäîôèëëîòîêñèíû — ýòîïîçèä,

òåíèïîçèä; àíòðàöèêëèíîâûå àíòèáèîòèêè; ìèòîêñàíò-

ðîí; m-AMSA; êàìïòîòåöèí, áèñáåíçèìèä è äð.) ñî-

ïðîâîæäàåòñÿ îñòàíîâêîé ïðîëèôåðàöèè êëåòêè è óã-

íåòåíèåì òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè õðîìàòèíà. Òå

æå ïîñëåäñòâèÿ âûçûâàåò èîíèçèðóþùåå èçëó÷åíèå,

èíäóöèðóþùåå ïîÿâëåíèå îäíîíèòåâûõ ðàçðûâîâ â ìî-

ëåêóëå ÄÍÊ: 2-ñïèðàëüíûé äîìåí ÄÍÊ, èìåþùèé õîòÿ

áû îäèí 1-íèòåâîé ðàçðûâ, ïåðåñòàåò áûòü êâàçèöèðêó-

ëÿðíûì, åãî èçáûòî÷íàÿ ýíåðãèÿ ñóïåðñïèðàëèçàöèè

ñáðàñûâàåòñÿ ÷åðåç îáðàçîâàâøóþñÿ øàðíèðíóþ òî÷êó

âðàùåíèÿ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî çàòðóäíÿåòñÿ ëîêàëüíàÿ äå-

íàòóðàöèÿ è èíèöèàöèÿ òðàíñêðèïöèè è ðåïëèêàöèè.

Êàê óæå óïîìèíàëîñü âûøå, óïðàâëåíèå ïëîòíîñ-

òüþ ñóïåðñïèðàëèçàöèè äîìåíîâ ÄÍÊ õðîìàòèíà

ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ïî êðàéíåé ìåðå 3 ðåãóëèðóþ-

ùèìè ìåõàíèçìàìè: îáðàòèìîå îáðàçîâàíèå è êîíäåí-

ñàöèÿ íóêëåîñîì; ëîêàëüíûå êîíôîðìàöèîííûå ïåðå-

õîäû â äîìåíàõ ÄÍÊ, îñîáåííî B-Z-ïåðåõîäû [28]; èç-

ìåíåíèå ñóïåðñïèðàëüíîé ïëîòíîñòè ïðè îáðàçîâàíèè

«øïèëåê» è êðåñòîîáðàçíûõ ñòðóêòóð â ïàëèíäðîìíûõ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ. Îäíàêî ìèíèìàëüíî íåîáõîäè-

ìûì óñëîâèåì ñóùåñòâîâàíèÿ ñóïåðñïèðàëüíîé êîí-

ôîðìàöèè ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ êâàçèçàìêíóòîñòü åå ñòðóê-

òóðíûõ äîìåíîâ. Ýòî ïîëîæåíèå ÿâëÿåòñÿ ïðèíöèïè-

àëüíûì äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ñòðóêòóðíîé äèñêðåòíîñòè

ãåíîìà ñ öåëüþ èçáèðàòåëüíîãî ðåãóëèðîâàíèÿ åãî

ôóíêöèé.

4. ÑÈÑÒÅÌÍÀß ÐÅÀÊÖÈß ÊËÅÒÊÈ 

ÍÀ ËÎÊÀËÜÍÎÅ ÏÎÂÐÅÆÄÅÍÈÅ 

ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ

Ïåðâè÷íûìè ìèøåíÿìè ìíîãèõ ïðîòèâîîïóõîëå-

âûõ öèòîòîêñè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé ÿâëÿþòñÿ ñîáñòâåí-

íî ìîëåêóëà ÄÍÊ èëè ôåðìåíòû, îáñëóæèâàþùèå

ïðîöåññû òðàíñêðèïöèè è ðåïëèêàöèè.

Õèìè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ àçîòèñòûõ îñíîâàíèé

ÄÍÊ (àëêèëèðóþùèå àãåíòû, êîìïëåêñíûå ñîåäèíå-

íèÿ ìåòàëëîâ) âëå÷åò çà ñîáîé àêòèâàöèþ ýêñöèçèîí-

íîé ðåïàðàöèè, â õîäå êîòîðîé ïðîèçâîäèòñÿ ýíäîíóê-

ëåàçíûé ðàçðûâ íèòè ÄÍÊ íà íåêîòîðîì óäàëåíèè îò

ñàéòà ïîâðåæäåíèÿ, äàëüíåéøåå ýêçîíóêëåàçíîå ðàñ-

øèðåíèå áðåøè ñ âûùåïëåíèåì ïîâðåæäåííîãî îñíî-

âàíèÿ, è ïîñëåäóþùèé âíåïëàíîâûé ñèíòåç ðåïàðèðó-

åìîé íèòè ÄÍÊ äëÿ çàïîëíåíèÿ îáðàçîâàííîãî íà

ïåðâîì ýòàïå îäíîíèòåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû âíîâü

ñèíòåçèðîâàííûì ôðàãìåíòîì. Òàêèì îáðàçîì, ôîð-

ìèðîâàíèå ðàçðûâà íèòè ÄÍÊ ïðè àëêèëèðîâàíèè îñ-

íîâàíèé ÿâëÿåòñÿ àêòèâíûì ïðîöåññîì êëåòî÷íîãî îò-

âåòà, íàïðàâëåííûì íà óñòðàíåíèå ïîâðåæäåíèÿ,

íî ïðîòåêàþùèì ñ âðåìåííûì îáðàçîâàíèåì åùå

áîëüøåãî ïîâðåæäåíèÿ.

Åñëè õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ïîäâåðãëèñü ñðàçó

äâà îñíîâàíèÿ, ëîêàëèçîâàííûå â ðàçíûõ íèòÿõ ÄÍÊ,

íî â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè äðóã îò äðóãà (äîñòà-

òî÷íî âåðîÿòíîå ñîáûòèå ïðè äåéñòâèè áèôóíêöèî-

íàëüíûõ àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ), òî ýêñöèçèîííûå

áðåøè, ôîðìèðóåìûå ðåïàðàòèâíîé ñèñòåìîé â îáåèõ

íèòÿõ, ìîãóò ïåðåêðûâàòüñÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê âîçíèêíî-

âåíèþ äâóíèòåâîãî ðàçðûâà ìîëåêóëû ÄÍÊ — íàìíî-

ãî áîëåå äðàìàòè÷íîìó ïîâðåæäåíèþ, ÷àñòî íå ïîääà-

þùåìóñÿ äàëüíåéøåé ðåïàðàöèè.

Íå ïîääàþùååñÿ ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ

ãðîçèò íàñëåäñòâåííûì çàêðåïëåíèåì âîçíèêøåé ìó-

òàöèè, åñëè êëåòêà ïðîäîëæèò ðåïëèêàòèâíûé öèêë.

Ïåðèîäè÷åñêèé êîíòðîëü çà ñîñòîÿíèåì ñîáñòâåííîãî

ãåíîìà îñóùåñòâëÿåòñÿ â òàê íàçûâàåìûõ ñâåðî÷íûõ

òî÷êàõ (àíãë. check-points) êëåòî÷íîãî öèêëà. Èçâåñò-

íû ïî êðàéíåé ìåðå 4 ñâåðî÷íûå òî÷êè, â êîòîðûõ ïðî-

èñõîäèò àíàëèç ïðàâèëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîáû-

òèé ðåïëèêàòèâíîãî öèêëà. 3 èç íèõ (ïðè ïåðåõîäå èç

ôàçû G
1

â ôàçó S; ñîáñòâåííî â S-ôàçå; ïðè ïåðåõîäå

G
2

â Ì) ñâÿçàíû ñ êîíòðîëåì îòñóòñòâèÿ ïîâðåæäåíèé

â ìîëåêóëå ÄÍÊ (G
1
-S è S), àäåêâàòíîñòè (S) è ïîëíî-

òû (G
2
-Ì) åå ðåïëèêàöèè. 4-ÿ ïðåäíàçíà÷åíà äëÿ ïðî-

âåðêè àõðîìàòèíîâîãî âåðåòåíà äåëåíèÿ (Spindle-

assembly check-point, ìåòàôàçà ìèòîçà). Èìåííî â ýòèõ

òî÷êàõ ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåí îáðàòèìûé èëè íåîá-

ðàòèìûé àðåñò ïðîëèôåðàöèè — òèïè÷íûé ðåçóëüòàò

ïðèìåíåíèÿ öèòîñòàòè÷åñêèõ è öèòîòîêñè÷åñêèõ õè-

ìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, ïðåäøåñòâóþùèé àêòèâàöèè

ïðîãðàììû êëåòî÷íîé ãèáåëè.

Êëþ÷åâûì êîìïîíåíòîì ïåðâûõ 3 òî÷åê ÿâëÿåòñÿ

áåëêîâûé ïðîäóêò ãåíà ÒÐ53 (ïðåæíåå íàçâàíèå —

Ð53) — ñðàâíèòåëüíî êîðîòêî æèâóùèé áåëîê, ñïîñîá-

íûé ê ìíîãî÷èñëåííûì ïîñòòðàíñëÿöèîííûì ìîäèôè-

êàöèÿì (èìååò íåñêîëüêî ñàéòîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ

è àöåòèëèðîâàíèÿ, ìîäèôèêàöèÿ êîòîðûõ ðåãóëèðóåò

åãî ïîëèôóíêöèîíàëüíîñòü), êîòîðûé ÷àñòî îáðàçíî

èìåíóþò «ñòðàæåì ãåíîìà». Íàïðèìåð, àêòèâèðóÿñü

ïðè âîçíèêíîâåíèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ â ôàçå G
1

âñëåä-

ñòâèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñïåöèôè÷åñêèìè êèíàçàìè

ÀÒÌ è CHK1/2, áåëîê ð53 òðàíñàêòèâèðóåò ðåñïîíñèâ-

íûå (ðåãóëèðóåìûå èì) ãåíû, â ÷àñòíîñòè, ñèãíàëüíûõ

áåëêîâ p21WAF1 è GADD45 (îò àíãë. Growth Arrest and

DNA Damage-induced), êîìïîíåíòîâ ñèãíàëüíûõ ïóòåé

àïîïòîçà (CD95/Fas/Apo-1, FasL, TRAIL, Bax, Bcl-X,

14-3-3, PUMA è äð.) è áåëêà Mdm2, êîíòðîëèðóþùåãî

àêòèâíîñòü ñàìîãî ð53. Àêòèâàöèÿ ñèãíàëüíîãî ïóòè

ð53-ð21WAF1-pRb âûçûâàåò îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèê-

ëà â ñâåðî÷íîé òî÷êå G
1
-S [7].
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Àðåñò êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè â ñâåðî÷íîé òî÷êå

ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîïûòêîé ðåïàðàöèè îáíàðóæåííîãî

ïîâðåæäåíèÿ ìîëåêóëû ÄÍÊ. Åñëè ýòà ïîïûòêà îêàçà-

ëàñü óäà÷íîé è êîððåêòíóþ ñòðóêòóðó ÄÍÊ óäàëîñü âîñ-

ñòàíîâèòü, àðåñò îòìåíÿåòñÿ, è êëåòêà ïðîäîëæàåò öèêë

äåëåíèÿ. Åñëè äåôåêò íå ëèêâèäèðîâàí, âñëåäñòâèå íà-

êîïëåíèÿ «ñòðåññîâîé» ôîðìû ôîñôîðèëèðîâàííîãî

è àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà ð53 ïðîèñõîäèò ëèáî íåîáðà-

òèìûé àðåñò ïðîëèôåðàöèè, ëèáî àêòèâèðóåòñÿ ïðî-

ãðàììà àïîïòîçà — ïîñëåäîâàòåëüíîãî ñàìîðàçðóøå-

íèÿ êëåòêè.

Íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå îòìåíà àðåñòà ïðîëè-

ôåðàöèè ñâÿçàíà ñ ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèåé àêòè-

âèðîâàííîãî áåëêà ð53 ïîñëå åãî óáèêâèòèíèðîâàíèÿ

áåëêîì Mdm2, âûïîëíÿþùèì ðîëü ñïåöèôè÷åñêîé

óáèêâèòèí-ïðîòåèíëèãàçû (ôåðìåíòà Å3) áåëêà ð53.

Ïðîöåññ óáèêâèòèíèðîâàíèÿ áåëêîâ, ïîäëåæàùèõ ïî-

ñëåäóþùåé äåãðàäàöèè â ïðîòåàñîìàõ — ñïåöèôè÷åñ-

êèõ îðãàíåëëàõ êëåòêè, ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíûì ìåõà-

íèçìîì ëèêâèäàöèè ïîâðåæäåííûõ èëè ñòàâøèõ íå-

íóæíûìè áåëêîâûõ ìîëåêóë, â êîòîðûõ ìàëûé áåëîê

óáèêâèòèí èãðàåò ðîëü «ïå÷àòè ñìåðòè» äëÿ îáðå÷åí-

íîé ìîëåêóëû.

Ìîëåêóëÿðíûé ìåõàíèçì àêòèâàöèè ïðîãðàììû

àïîïòîçà ïðè íàëè÷èè íå ðåïàðèðîâàííûõ ïîâðåæäå-

íèé ÄÍÊ äî ñèõ ïîð íå ÿñåí, íî èìåííî èíäóêöèÿ

àïîïòîçà îïóõîëåâûõ êëåòîê ëåæèò â îñíîâå öèòîðå-

äóêòèâíîãî äåéñòâèÿ ñïåöèôè÷åñêîé ïðîòèâîîïóõî-

ëåâîé ðàäèî- è õèìèîòåðàïèè îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëå-

âàíèé, à ðåïðåññèÿ ïðîãðàììû ñìåðòè âåäåò ê ðàçâè-

òèþ ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè

êëåòîê çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé [4]. Òàêèì îáðàçîì,

ÄÍÊ-òðîïíûå ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû è èíãèáèòî-

ðû òîïîèçîìåðàç ïðîÿâëÿþò öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâ-

íîñòü, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììó ãåíåòè÷åñêîãî ñàìîêîíò-

ðîëÿ êëåòîê-ìèøåíåé. Àêòèâàöèÿ ïðîãðàììû êëåòî÷-

íîé ãèáåëè ïðè âîçäåéñòâèè «íå-ãåíîòðîïíûõ»

ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ïðîèñõîäèò ïî èíûì ìîëå-

êóëÿðíûì ìåõàíèçìàì. 

Õîòÿ îïèñàííûé ïðîöåññ ãåíåòè÷åñêîãî ñàìîêîíò-

ðîëÿ àêòèâíî ýêñïëóàòèðóåòñÿ êëåòêàìè äëÿ ðåïàðàöèè

âûçâàííûõ ëåêàðñòâåííîé òåðàïèåé ãåíåòè÷åñêèõ ïî-

âðåæäåíèé, ýâîëþöèîííî îí âîçíèê çàäîëãî äî ïîÿâëå-

íèÿ õèìèîòåðàïèè è ïðåäíàçíà÷åí äëÿ ëèêâèäàöèè âîç-

íèêàþùèõ ñîìàòè÷åñêèõ ìóòàöèé. Íåêîòîðûå ìóòàöèè

ãåíà ÒÐ53 ïðèâîäÿò ê ñèíòåçó äåôåêòíîãî áåëêîâîãî

ïðîäóêòà, íå ñïîñîáíîãî ê âûïîëíåíèþ ñâîèõ ôóíêöèé,

ëèáî ê ïîëíîé îñòàíîâêå åãî ñèíòåçà. Ïîñëåäñòâèÿ òà-

êèõ ìóòàöèé — äåñòàáèëèçàöèÿ ãåíîìà âñëåäñòâèå íà-

êîïëåíèÿ è êëîíàëüíîãî çàêðåïëåíèÿ ñîìàòè÷åñêèõ ìó-

òàöèé, â ñâÿçè ñ ÷åì ïðèíÿòî ãîâîðèòü î «ìóòàòîðíîì»

(ñêëîííîì ê íàêîïëåíèþ ìóòàöèé) ôåíîòèïå òàêèõ êëå-

òîê [7]. Èíàêòèâèðóþùèå ìóòàöèè ãåíà ÒÐ53 íåðåäêî

ñîïðîâîæäàþò îïóõîëåâûé ðîñò: îêîëî ïîëîâèíû âñåõ

êëèíè÷åñêè íàáëþäàåìûõ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé

÷åëîâåêà àññîöèèðîâàíû ñ òàêèìè ìóòàöèÿìè.

Îäíàêî ñèñòåìà êîíòðîëÿ çà ñîñòîÿíèåì ñîáñòâåí-

íîãî ãåíîìà ïî-âèäèìîìó íå îãðàíè÷èâàåòñÿ ôóíêöè-

åé áåëêà ð53. Äåéñòâèòåëüíî, ïîëîâèíà èññëåäîâàí-

íûõ îïóõîëåé ÷åëîâåêà íåñåò èíàêòèâèðóþùèå ìóòà-

öèè ãåíà ÒÐ53, íî èõ êëåòêè ðåàãèðóþò íà ïðèìåíå-

íèå öèòîòîêñè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé ïî òîé æå ñõåìå: îñ-

òàíîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà â îäíîé èç åãî ñâåðî÷íûõ

òî÷åê (ïðè÷åì â ðàçëè÷íûõ ïðè ïðèìåíåíèè öèòîòîê-

ñèíîâ ðàçíîãî ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ), ïîïûòêà ðåïàðà-

öèè ïîâðåæäåíèé, àêòèâàöèÿ ïðîãðàììû êëåòî÷íîé

ãèáåëè. Ñëåäîâàòåëüíî, äîëæíà ñóùåñòâîâàòü äîïîë-

íèòåëüíàÿ (èëè äóáëèðóþùàÿ?) ñèñòåìà ãåíåòè÷åñêî-

ãî êîíòðîëÿ. Íåäàâíî îáíàðóæåíû äâà ãåíà, áåëêîâûå

ïðîäóêòû êîòîðûõ îáëàäàþò çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíüþ

ãîìîëîãèè ñ áåëêîì ð53. Ýòî ñõîäñòâî îòðàæåíî â íà-

çâàíèè íîâûõ ãåíîâ — ð63 è ð73. Ãîìîëîãèÿ ñòðóêòó-

ðû ñîïðîâîæäàåòñÿ íåêîòîðûì ïîäîáèåì ôóíêöèé

ýòèõ áåëêîâ: áåëêè ð63 è ð73 ñïîñîáíû àêòèâèðîâàòü

íåêîòîðûå (íî íå âñå) èç ð53-ðåñïîíñèâíûõ ãåíîâ [7].

Îäíàêî, â îòëè÷èå îò ïîâñåìåñòíî ýêñïðåññèðóåìîãî

ãåíà ÒÐ53, ãåíû ð63 è ð73 ýêñïðåññèðîâàíû â êëåòêàõ

ëèøü íåêîòîðûõ òêàíåé âçðîñëûõ è â ýìáðèîíàëüíûõ

òêàíÿõ, â ñâÿçè ñ ÷åì íå ìîãóò êîíñòèòóòèâíî âûïîë-

íÿòü ôóíêöèþ «ñòðàæåé ãåíîìà».

Ñåãîäíÿ îêîí÷àòåëüíî íå óñòàíîâëåíî, êàêèì îáðà-

çîì êëåòêà âîñïðèíèìàåò èíôîðìàöèþ êàê î íàëè÷èè

ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, òàê è î ïîëíîòå åå âîññòàíîâëåíèÿ

â ïðîöåññå ðåïàðàöèè, îäíàêî íå ïîñëåäíþþ ðîëü â òà-

êîì ðàñïîçíàâàíèè èãðàåò ñóïåðñïèðàëüíàÿ êîíôîðìà-

öèÿ ïåòëåâûõ äîìåíîâ — ñîñòîÿíèå óïðóãîãî îñåâîãî

íàïðÿæåíèÿ, íåîáõîäèìîå äëÿ èíèöèàöèè òðàíñêðèï-

öèè è ðåïëèêàöèè. Ïðè íàëè÷èè íèòåâûõ ðàçðûâîâ ìî-

ëåêóëû òàêîå ñîñòîÿíèå ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíûì

âñëåäñòâèå íàëè÷èÿ òî÷êè âðàùåíèÿ îäíîé íèòè ìîëå-

êóëû âîêðóã äðóãîé. Ðåëàêñàöèÿ äîìåíà âûçûâàåò áëî-

êèðîâàíèå èíèöèàöèè ÄÍÊ- è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçíîé ðåàê-

öèè. Òàêèì îáðàçîì, ïðîñòðàíñòâåííàÿ àðõèòåêòîíèêà

õðîìàòèíà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ðåãóëÿòîðíûõ ôàêòîðîâ

óïðàâëÿåìîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòî÷íîãî ãåíîìà.

Ðåçþìèðóÿ èçëîæåíèå, ñëåäóåò âûäåëèòü îñíîâ-

íûå ìîìåíòû:

• â ñîñòàâå õðîìàòèíà ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê

ÄÍÊ îðãàíèçîâàíà â ñèñòåìó äèñêðåòíûõ ïåòåëü-äîìå-

íîâ, ïåðìàíåíòíî ïðèêðåïëåííûõ ê ýëåìåíòàì ÿäåðíî-

ãî êàðêàñà;

• òî÷êè ïåðìàíåíòíîãî ïðèêðåïëåíèÿ ÄÍÊ

ê ÿäåðíîìó ìàòðèêñó ëîêàëèçîâàíû â ñàéòàõ, ôëàíêè-

ðóþùèõ 5’-êîíöåâûå ó÷àñòêè ãåíîâ èëè ãðóïï ãåíîâ,

ñîäåðæàò ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ ñ ðåãóëÿòîðíûìè ôàêòîðà-

ìè òðàíñêðèïöèè;

• ïðèðîäà ñâÿçè ÄÍÊ ñ ÿäåðíûì ìàòðèêñîì òà-

êîâà, ÷òî îòäåëüíûå ïåòëåâûå äîìåíû ÿâëÿþòñÿ ñòðóê-

òóðíûìè àíàëîãàìè êîëüöåâûõ çàìêíóòûõ ìîëåêóë

ÄÍÊ âèðóñîâ è ïëàçìèä, ò. å. äîìåíû ÄÍÊ èìåþò êîí-

ôîðìàöèîííûå îãðàíè÷åíèÿ, îáåñïå÷èâàþùèå èõ êâà-

çèöèðêóëÿðíóþ ñòðóêòóðó;

• òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâàöèÿ è ðåïðåññèÿ îò-

äåëüíûõ ãåíîâ è/èëè ãðóïï ãåíîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ äèñ-

êðåòíî, ïóòåì êîíòðîëèðóåìûõ êîíôîðìàöèîííûõ èç-

ìåíåíèé ñóïðàìîëåêóëÿðíîãî êîìïëåêñà â ïðåäåëàõ

îòäåëüíûõ äîìåíîâ ÄÍÊ.
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Àâòîð ïîñâÿùàåò íàñòîÿùóþ ñòàòüþ ïàìÿòè ñâîå-

ãî ó÷èòåëÿ, êîëëåãè è äðóãà Âèêòîðà Àëåêñàíäðîâè÷à

Ñòðó÷êîâà.

ËÈÒÅÐÀÒÓÐÀ

1. Áëîõèí Ä.Þ., Ñòðó÷êîâ Â.À. Êàïèëëÿðíàÿ ýëà-

ñòîâèñêîçèìåòðèÿ íóêëåîèäîâ ýóêàðèîò // Áèîïîëèìå-

ðû è êëåòêà. — 1988. — Ò. 4, ¹ 4. — Ñ. 203–211.

2. Áëîõèí Ä.Þ., Ñòðó÷êîâ Â.À. Áåëêîâûé ñîñòàâ

ÿäåðíîãî ìàòðèêñà èçìåíÿåòñÿ ïîä âëèÿíèåì ëèïàçû //

Áèîïîëèìåðû è êëåòêà. — 1989. — 5, ¹ 6. — Ñ. 73–77.

3. Áëîõèí Ä.Þ., Ñòðó÷êîâ Â.À. Áåëêîâûé ñîñòàâ

ÿäåðíîãî ìàòðèêñà â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òêàíåé æèâîò-

íûõ // Áèîïîëèìåðû è êëåòêà. — 1989. — 5, ¹ 1. — Ñ.

41–45.

4. Áëîõèí Ä.Þ. Ôåíîòèï ìíîæåñòâåííîé ëåêàð-

ñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê, îáóñëîâ-

ëåííûé íàðóøåíèåì ïðîãðàììû êëåòî÷íîé ãèáåëè //

Âåñòí. ÐÀÌÍ. — 2004. — ¹ 12. — Ñ. 16–20.

5. Êàðàâàíîâ À.À., Àôàíàñüåâ Â.Í. Íåãèñòîíî-

âûå áåëêè õðîìàòèíà // Ìîë. Áèîë. — 1983. — Ò. 17,

¹ 2. — Ñ. 213–233.

6. Êàðïîâ Â.Ë. ÄÍÊ, õðîìàòèí, ãèñòîíîâûé êîä

// Âåñòíèê ÐÀÍ. — 2003. — Ò. 73, ¹ 6. — Ñ. 506–513.

7. Êîïíèí Á.Ï. Îïóõîëåâûå ñóïðåññîðû è ìóòà-

òîðíûå ãåíû. — Â êí.: «Êàíöåðîãåíåç» / Ïîä ðåä.

Ä.Ã. Çàðèäçå. — Ì.: Ìåäèöèíà, 2004. — Ñ. 125–158.

8. Íàñåäêèíà Ò.Â., Ñëåçèíãåð Ñ.È. Èçìåíåíèÿ

â ñòðóêòóðå íóêëåîãèñòîíîâûõ ôèáðèëë õðîìîñîìû

ïðè óäàëåíèè áèâàëåíòíûõ êàòèîíîâ è ãèñòîíà HI //

Öèòîëîãèÿ. — 1983. — Ò. 25, ¹ 9. — Ñ. 1054–1058.

9. Ðàçèí Ñ.Â., ×åðíîõâîñòîâ Â.Â., Ðóäèí À.Â.

è äð. Áåëêè, îñîáî ïðî÷íî ñâÿçàííûå ñ ÄÍÊ â ó÷àñòêàõ

åå ïðèêðåïëåíèÿ ê ìàòðèêñó èíòåðôàçíîãî ÿäðà // Äîêë.

ÀÍ ÑÑÑÐ. — 1982. — Ò. 263, ¹ 4. — Ñ. 1019–1021.

10. Ñâåðäëîâ Å.Ä. ÄÍÊ â êëåòêå: îò ìîëåêóëÿðíîé

èêîíû ê ïðîáëåìå "÷òî åñòü æèçíü?" // Âåñòíèê ÐÀÍ.

— 2003. — Ò. 73, ¹ 6. — Ñ. 497-505.

11. Ñòðó÷êîâ Â.À., Ñòðàæåâñêàÿ Í.Á., Áëîõèí Ä.Þ.

Ðîëü äèñóëüôèäíûõ ìîñòèêîâ îñòàòî÷íîãî áåëêà â

îðãàíèçàöèè õðîìîñîìàëüíîé ÄÍÊ // Áèîôèçèêà. —

1995. — Ò. 40, ¹ 2. — Ñ. 296-316.

12. Ñüÿêñòå Í.È., Áëîõèí Ä.Þ. Áåëêîâûé ñîñòàâ

êîìïëåêñîâ ÄÍÊ-ìàòðèêñ ñ "ïðî÷íûì" è "ñëàáûì" òèïîì

ñâÿçè, âûäåëåííûõ èç êëåòîê àñöèòíîé êàðöèíîìû Ýðëèõà

// Áèîõèìèÿ. — 1989. — Ò. 54, ¹ 7. — Ñ. 1217-1223.

13. ßðîâàÿ Î.Â., Ðàçèí Ñ.Â. Äâà òèïà ó÷àñòêîâ

ïðèêðåïëåíèÿ ÄÍÊ ê ÿäåðíîìó ñêåëåòó â êëåòêàõ

àñöèòíîé êàðöèíîìû Ýðëèõà // Ìîë. Áèîë. — 1983. —

Ò. 17, ¹ 2. — Ñ. 303-313.

14. Ball P. Portrait of a molecule // Nature. — 2003.

— Vol. 421. — P. 421–422.

15. Berezney R. Dynamic properties of the nuclear

matrix // “The cell nucleus” / H.Busch ed., NY: Acad.

Press., 1979. — 7. — P. 413–456.

16. Berezney R., Buchholtz L.A. Isolation and charac-

terization of rat liver nuclear matrices containing rat liver

high molecular weight DNA // Biochemistry. — 1981. —

Vol. 20, ¹ 17. — P. 4995–5002.

17. Berezney R., Coffey D.S. Identification of a

nuclear protein matrix // Biochem. Biophys. Res. Comms.

— 1974. — Vol. 60. — P. 1410–1417.

18. Boulikas T., Hancock R. The laminae protein is in

ultimate contact with the DNA in nuclear skeletons // Biol.

Cell. — 1982. — Vol. 45, ¹ 2. — Sp. Iss. — P.106.

19. Cook P.R. Hypotesis of differentiation and the

inheritance of gene superstructure // Nature. — 1973. —

Vol. 245. — P. 23–25.

20. Cook P.R., Brazell I.A. Supercoils in human DNA

// J. Cell Sci. — 1975. — Vol. 19, ¹2. — P. 261–279.

21. Cook P.R., Brazell I.A. Conformational con-

straints in nuclear DNA // J. Cell. Sci. — 1976. — Vol. 22,

¹ 2. — P. 287–302.

22. Cook P.R., Brazell I.A., Jost E. Characterization

of nuclear structures containing superhelical DNA //

J. Cell Sci. — 1976. — Vol. 22, ¹ 2. — P. 303–324.

23. Cook P.R., Brazell I.A. Spectrofluorometric meas-

urements of the binding of ethidium to superhelical DNA //

Eur. J. Biochem. — 1978. — Vol. 84, ¹ 2. — P. 465–477.

24. Douvas A.S., Harrington C.A., Bonner J. Major

non-histone proteins of rat chromatin: preliminary identi-

fication of myosin, actin and tropomyosin // Proc. Natl.

Acad. Sci. USA. — 1975. — Vol. 72, ¹ 10. — P.

3902–3906.

25. Droge P. Protein-induced supercoiling of DNA: a

tool to regulate DNA transactions in vivo? // BioEssays.

— 1993. — Vol. 16. — P. 91–99.

26. Fields A.P., Kaufman S.H., Shaper J.H. Isolation,

chemical characterization and immune-localization of an

acidic non-histone protein to the nucleolus of rat liver

nuclei // 8-th Int. Nucle(ol)ar Workshop, Banyuls, 1983.

— P.30.

27. Fuller F.B. Decomposition of the linking number

of a closed ribbon: a problem from molecular biology //

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. — 1978. — Vol. 75, ¹ 8. —

P. 3557–3561.

28. Gagna C.E., Lambert W.C., Kuo H.-R.,

Farnsworth P.N. Localization of B-DNA and Z-DNA in

terminally differentiating fiber cells in adult lens //

J. Histochem. Cytochem. — 1997. — Vol. 45, ¹ 11. — P.

1511–1521.

29. Georgiev G.P., Nedospasov S.A., Bakaev V.V.

Supranucleosomal levels of chromatin organization. — “The

cell nucleus” / H.Busch ed., NY, Acad. Press, 1978. — P. 3-34.

30. Gerace L., Blum A., Blobel G. Immunochemical

localization of the major polypeptides of the nuclear pore

complex-lamina fractions. Interphase and mitotic distribu-

tion // J. Cell Biol. — 1978. — Vol. 79, ¹ 2. — P.

546–566.

31. Gruzdev A.D., Shurdov M.A. Topological state of

DNA in polytene chromosomes // Biochim. Biophys. Acta.

— 1992. — Vol. 1131. — P. 35–40.

32. Hartwig M. The size of independently super-

coiled domains in nuclear DNA from normal human and

leukemic lymphoblasts // Biochim. Biophys. Acta. —

1982. — Vol. 698, ¹ 2. — P. 214–217.

33. Honge L.D., Mancini P., Davis F.M., Heywood P.

Nuclear matrix of HeLa S3 cells. Polypeptide composition

32

№2/том5/2006 РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ



during adenovirus infection and in phases of the cell cycle

// J. Cell Biol. — 1977. — Vol. 72, ¹ 1. — P. 194–208.

34. Igo-Kemenes T., Horz W., Zachau H.G. Chromatin

// Ann. Rev. Biochem. — 1982. — Vol. 51. — P. 89–121.

35. Jupe E.R., Sinden R.R., Cartwright I.L.

Specialized chromatin structure domain boundary ele-

ments flanking a Drosophila heat shock gene locus are

under torsional strain in vivo // Biochemistry. — 1995. —

Vol. 34. — P. 2628–2633.

36. Kaufmann S.H. Induction of endonucleolytic

DNA cleaved in human acute myelogenous leukemia cells

by etoposide, camptothecin and other cytotoxic anticancer

drugs: a cautionary note // Cancer Res. — 1989. — Vol.

49. — Ð. 5870–5878.

37. Kaufmann S.H., Coffey D.S., Shaper J.H.

Considerations on the isolation of rat liver nuclear matrix,

nuclear envelope and pore complex-lamina // Exp. Cell

Res. — 1981. — Vol. 132, ¹ 1. — P. 105–123.

38. Keller W. Determination of the number of super-

helical turns in simian virus 40 DNA by gel electrophore-

sis // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. — 1975. — Vol. 72,

¹ 12. — P. 4876–4880.

39. Kåmð Ì. The Mona Lisa of modem science //

Nature. — 2003. — Vol. 421. — P. 419–420.

40. Kimura K., Hirano T. ATP-dependent positive

supercoiling of DNA by 13S condensing; a biochemical

implication for chromosome condensation // Cell. —

1997. — Vol. 90. — P. 625–634.

41. Kornberg R.D. Structure of chromatin // Ann.

Rev. Biochem. — 1977. — Vol. 46. — P. 931–954.

42. Kramer P.R., Sinden R.R. Measurement of unre-

strained negative supercoiling and topological domain size

in living human cells // Biochemistry. — 1997. — Vol. 18.

— P. 3151–3158.

43. Krohne G., Franke W.W., Scheer U. The major

polypeptides of the nuclear pore complex // Exp. Cell Res.

— 1978. — Vol. 116, ¹ 1. — P. 85–102.

44. Kuzmina S., Buldayeva T., Troitskaya L., Zbarsky

I. Characterization and fractionation of rat liver nuclear

matrix // Eur. J. Cell Biol. — 1981. — Vol. 25, ¹ 2. — P.

225–232.

45. Lima-de-Faria A. The relation between chromo-

meres, replicons, operons, transcription units, genes virus

and palindromes // Hereditas. — 1975. — Vol. 81. — P.

249–284.

46. Liu L.F., Wang J.C. Supercoiling of the DNA

template during transcription // Proc. Natl. Acad. Sci.

USA. — 1987. — Vol. 84. — P. 1353–1358.

47. Ljungman M., Hanawalt P.C. Presence of nega-

tive torsional tension in the promoter region of the tran-

scriptionally poised DHFR gene in vivo // Nucl. Acids

Res. — 1995. — Vol. 23. — P. 1782–1789.

48. McCready S.J., Akrigg A., Cook P.R. Electron-

microscopy of intact nuclear DNA from human cells // J.

cell Sci. — 1979. — Vol. 39, ¹ 1. — P. 53–62.

49. Miller T.E., Huang C.Y., Pogo A.O. Rat liver

nuclear skeleton and ribonucleoprotein complexes con-

taining hnRNA // J. Cell Biol. — 1978. — Vol. 76, ¹ 4.

— P. 675–691.

50. Muller M., Spiess E., Werner D. Fragmentation of

“nuclear matrix” on a mica target // Eur. J. Cell. Biol. —

1983. — Vol. 31. — P. 158–166.

51. Mullinger A.M., Johnson R.T. The organization

of supercoiled DNA from human chromosomes // J. Cell

Sci. — 1979. — Vol. 38. — P. 369–389.

52. Nakayasu H., Ueda K. Association of actin with

the nuclear matrix from bovine lymphocytes // Exp. Cell

Res. — 1983. — Vol. 143, ¹ 1. — P. 55–62.

53. Nowak W., Gawlowska M., Jarmolowski A.,

Augustyniak J. Effect of nuclear matrix attachment regions

on transgene expression in tobacco plants // Acta Biochim.

Polonica. — 2001. — Vol. 4, ¹ 3. — P. 637–646.

54. Razin S.V., Chernokhvostov V.V., Roodin A.V. et

al. Proteins tightly bound to DNA in the regions of DNA

attachment to the skeletal structures of interphase nuclei

and metaphase chromosomes // Cell. — 1981. — Vol. 27,

¹ 1. — P. 65–74.

55. Rich A., Nordheim A., Wang A.H.-J. The chem-

istry and biology of left-handed Z-DNA // Ann. Rev.

Biochem. — 1984. — Vol. 53. — P. 791–846.

56. Sekiguchi J.M., Swank R.A., Kmiek E.B.

Changes in DNA topology can modulate in vitro transcrip-

tion of sertain RNAP III genes // Mol. Cell. Biochem. —

1989. — Vol. 85. — P. 123–133.

57. Shelton K.R., Guthrie V.N., Cochran D.L. On the

variation of the major nuclear envelope (lamina) polypep-

tides // Biochem. Biophys. Res. Comms. — 1980. — Vol.

93, ¹ 3. — P. 867–872.

58. Smith H., Berezney R. DNA-polymerase-á is

tightly bound to the nuclear matrix of actively replicating

liver // Biochem. Biophys. Res. Comms. — 1980. — Vol.

97, ¹ 4. — P. 1541–1547.

59. Tatchell K., Van Holde K.E. Compact oligomers

and nucleosome phasing // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. —

1978. — Vol. 75, ¹ 8. — P. 3583–3587.

60. Vinograd J., Lebovitz J., Watson R. Early and late

helix-coil transition in closed circular DNA. The number

of superhelical turns in polyoma DNA // J. Mol. Biol. —

1968. — Vol. 33, ¹ 1. — P. 173–197.

61. Waring M. Binding of drugs to supercoiled circu-

lar DNA: evidence for and against intercalation // Progr.

Mol. Subcell. Biol. / Springer-Verlag-Berlin, Heidelberg,

New York, 1971. — ¹ 2. — P. 216–315.

62. Watson J.D., Crick F.H.C. A structure for

Deoxyribose Nucleic Acid // Nature. — 1953. — Vol. 171.

— P. 737–738.

63. Wunderlich F., Giese G. The nuclear matrix:

modulator of membrane fluidity? / In:”International Cell

Biology 1980-1981”/ H.G.Schweiger ed., Springer-

Verlag-Berlin, Heidelberg, 1981. — P. 205–213.

64. Wunderlich F., Herlan G. A reversibely contrac-

tile nuclear matrix. Its isolation, structure and composition

// J. Cell Biol. — 1977. — Vol. 73, ¹ 2. — P. 271–278.

65. Yuing C., Gorski J. DNA topology regulates rat

prolactine gene transcription // Mol. Cell. Endocrinol. —

1994. — Vol. 99. — P. 183–192.

Ïîñòóïèëà 09.06.2005.

33

№2/том5/2006 РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ



ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Óñïåõè â òåõíîëîãèè ïîëó÷åíèÿ ðåêîìáèíàíòíûõ

ÄÍÊ îòêðûëè âîçìîæíîñòü ñîçäàíèÿ íîâûõ ãåíîòèïîâ

ïóòåì ââåäåíèÿ, óäàëåíèÿ èëè èçìåíåíèÿ ãåíîìà æè-

âîòíîãî óæå â ïåðâîì ïîêîëåíèè. Âïåðâûå òðàíñãåíåç

ó ìëåêîïèòàþùèõ áûë äîñòèãíóò â íà÷àëå 1980-õ ãã.

íà ìûøàõ. J. Gordon et al. [24] ïîêàçàëè, ÷òî ýêçîãåí-

íàÿ ÄÍÊ ìîæåò áûòü èíòåãðèðîâàíà ïóòåì èíúåêöèè

â ïðîíóêëåóñ çèãîòû ìûøè. Òàêèå ìîäèôèöèðîâàííûå

æèâîòíûå áûëè íàçâàíû òðàíñãåííûìè. Äðóãèå èñ-

ñëåäîâàòåëè â êîðîòêèå ñðîêè ïîâòîðèëè äàííûå ýêñ-

ïåðèìåíòû, è ìåòîä ìèêðîèíúåêöèè äëèòåëüíîå âðåìÿ

èñïîëüçîâàëñÿ êàê åäèíñòâåííûé äëÿ ñîçäàíèÿ òðàíñ-

ãåííûõ ìûøåé, à çàòåì è äðóãèõ âèäîâ æèâîòíûõ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçëè÷íûå âèäû æèâîòíûõ

(è ðàñòåíèé), à èìåííî, àìôèáèè, êðóïíûé ðîãàòûé

ñêîò, ïòèöû, ðûáû, íàñåêîìûå, íåìàòîäû, ñâèíüè, êðî-

ëèêè, êîçû ïîäâåðãëèñü ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè.

Áëàãîäàðÿ ðàçâèòèþ ìåòîäîâ ââåäåíèÿ ÄÍÊ â õðîìî-

ñîìû çàðîäûøà ïîÿâèëàñü âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâà-

íèÿ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ â êà÷åñòâå ìîäåëåé äëÿ

ôóíäàìåíòàëüíûõ è ïðèêëàäíûõ íàó÷íûõ èññëåäîâà-

íèé èëè êàê íîâûõ èñòî÷íèêîâ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôàðìà-

öåâòè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ è îðãàíîâ äëÿ òðàíñïëàíòàöèè

÷åëîâåêó.

Îäíàêî ÷óæåðîäíàÿ ÄÍÊ âñòðàèâàåòñÿ ñëó÷àé-

íûì îáðàçîì, êàæäîå òðàíñãåííîå æèâîòíîå ÿâëÿåòñÿ

óíèêàëüíûì îáúåêòîì â îòíîøåíèè êàê ñâîåãî ãåíî-

ìà, òàê è õàðàêòåðà, è óðîâíÿ ýêñïðåññèè âñòðîåííîãî

ãåíà. Íåêîòîðàÿ ñòåïåíü îïðåäåëåííîñòè ôåíîòèïè÷å-

ñêîãî ïðîÿâëåíèÿ âñòðîåííîãî ãåíà â îðãàíèçìå æè-

âîòíîãî çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè

òåõíîëîãèè ïåðåíîñà ãåíà ïîñðåäñòâîì ãîìîëîãè÷íîé

ðåêîìáèíàöèè (gene targeting). Õîòÿ äàííàÿ òåõíîëî-

ãèÿ íå ïîçâîëÿåò îãðàíè÷èòü âëèÿíèå íà ýêñïðåññèþ

ýêçîãåííîãî ãåíà îêðóæàþùèõ åãî ýíäîãåííûõ ãåíîâ,

îäíàêî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âñå íåçàâèñèìî ïî-

ëó÷åííûå äðóã îò äðóãà òðàíñãåííûå æèâîòíûå áóäóò

èìåòü ïðèìåðíî îäèíàêîâûé è ïðåäñêàçóåìûé óðî-

âåíü ýêñïðåññèè, à èõ ïîòîìêè áóäóò ïåðåäàâàòü òîò

æå ñàìûé èçíà÷àëüíî âñòðîåííûé ãåí è â òîì æå ñà-

ìîì ìåñòå ãåíîìà [62].
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THE GENETIC AND EMBRYOLOGIC ASPECTS OF TRANSGENIC

ANIMALS GROWING
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ABSTRACT

Gene transfer technology provides the ability to genetically manipulate somatic and germ cells of domestic animals.

The further investigations are directed to study the transgene uptake efficiencies in generation, and to increase the effi-

cacy of these genes integration and expression. This could be achieved by improvements in transgene design and by

selection the genetically modified cells in terms of transfection.

Key words: transgenesis, integration, expression, transfection, domestic animals, genetic "knouck-out".

Í.Ì. Ñóðàåâà

ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÅ È ÝÌÁÐÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÅ ÀÑÏÅÊÒÛ

ÏÎËÓ×ÅÍÈß ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÛÕ ÆÈÂÎÒÍÛÕ

ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í.Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà

ÐÅÇÞÌÅ

Òåõíîëîãèÿ òðàíñãåíåçà ïîçâîëèëà èçìåíÿòü ãåíîòèï ñîìàòè÷åñêèõ è ïîëîâûõ êëåòîê äîìàøíèõ æèâîòíûõ.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ íàïðàâëåíû íà èçó÷åíèå õàðàêòåðà íàñëåäîâàíèÿ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ïîòîìñòâå, à

òàêæå íà ïîâûøåíèå ýôôåêòèâíîñòè èíòåãðàöèè è ýêñïðåññèè, ÷òî ìîæåò áûòü äîñòèãíóòî ïîäáîðîì

ðåãóëÿòîðíûõ ó÷àñòêîâ ãåííûõ êîíñòðóêöèé è ïðåäâàðèòåëüíîé ñåëåêöèåé òðàíñôåöèðîâàííûõ êëåòîê â

êóëüòóðå.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: òðàíñãåíåç, èíòåãðàöèÿ, ýêñïðåññèÿ, òðàíñôåêöèÿ, äîìàøíèé ñêîò, ãåíåòè÷åñêèé íîêàóò.
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1. ÈÍÒÅÃÐÀÖÈß ×ÓÆÅÐÎÄÍÛÕ 

ÃÅÍÎÂ Â ÃÅÍÎÌ ÆÈÂÎÒÍÛÕ

1.1. Èíôèöèðîâàíèå ýìáðèîíîâ æèâîòíûõ 

ðåòðîâèðóñíûìè âåêòîðàìè 

ñî âñòðîåííûìè ñòðóêòóðíûìè ãåíàìè

Èíòåãðàöèÿ ýêçîãåííîãî ãåíà ñ ïîìîùüþ ðåòðîâè-

ðóñíûõ âåêòîðîâ ïðîèñõîäèò ïóòåì èíôåêöèè,

ïðè ýòîì òîëüêî îäíà ïðîâèðóñíàÿ êîïèÿ âñòðàèâàåòñÿ

â îïðåäåëåííîå äëÿ âèðóñíîãî ãåíîìà ìåñòî â õðîìîñî-

ìå õîçÿèíà [64]. Ñ ïîìîùüþ äàííîé òåõíîëîãèè ìîæíî

èíôèöèðîâàòü ïóòåì äîáàâëåíèÿ â ñðåäó êóëüòèâèðîâà-

íèÿ ðåòðîâèðóñíîãî âåêòîðà îò 10 äî 50 % ýìáðèîíîâ.

Ïðè ýòîì ñòðóêòóðíûé ãåí èíòåãðèðóåòñÿ ñëó÷àéíûì

îáðàçîì ïî îòíîøåíèþ ê ãåíîìó õîçÿèíà, ÷òî ïðèâîäèò

ê íåêîíòðîëèðóåìîé ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíîãî ãåíà.

Êðîìå òîãî, ïðè ðåòðîâèðóñíîé èíòåãðàöèè âîçíèêàþò

è äðóãèå íåæåëàòåëüíûå ìîìåíòû, à èìåííî: âñòðàèâà-

íèå ïðîèñõîäèò ñðàçó â íåñêîëüêèõ ìåñòàõ õðîìîñîì-

íîé ÄÍÊ, è ïîýòîìó ó æèâîòíûõ óâåëè÷èâàåòñÿ âåðî-

ÿòíîñòü ãåíåòè÷åñêèõ íàðóøåíèé; â ñëó÷àå èíôåêöèè

ýìáðèîíîâ íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ (ìîðóëû

èëè áëàñòîöèñòû) èíòåãðàöèÿ ðåòðîâèðóñíûõ âåêòîðîâ

ïðîèñõîäèò íå âî âñåõ áëàñòîìåðàõ, ò. å. êëåòêè, ðàñïî-

ëîæåííûå âíóòðè ýìáðèîíîâ, îêàçûâàþòñÿ íåäîñòóï-

íûìè äëÿ âèðóñà, è æèâîòíûå ïîëó÷àþòñÿ ìîçàè÷íûìè

[7]; â ñâÿçè ñ òåì îáñòîÿòåëüñòâîì, ÷òî èíòåãðàöèÿ ðåò-

ðîâèðóñíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïî ñâîåé ïðèðîäå òÿ-

ãîòååò ê òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûì ó÷àñòêàì ãåíîìà,

÷àñòî â ìåñòàõ âñòðàèâàíèÿ âñòðå÷àþòñÿ ðàçëè÷íûå ïå-

ðåñòðîéêè, äåëåöèè, äóáëèêàöèè èëè òðàíñëîêàöèè ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ õîçÿèíà [48], êîòîðûå ìîãóò

ïðèâîäèòü ê ìóòàöèîííûì èçìåíåíèÿì è íàðóøàòü

ôóíêöèîíèðîâàíèå ýíäîãåííûõ ãåíîâ, õîòÿ áîëüøèí-

ñòâî òàêèõ ìóòàöèé, âûçâàííûõ èíôåêöèåé ýìáðèîíîâ

è ÅÊ-êëåòîê ðåòðîâèðóñàìè èëè ââåäåíèåì ðåêîìáè-

íàíòíîé ÄÍÊ â ïðîíóêëåóñû çèãîò, ðåöåññèâíû èëè

èìåþò ýìáðèîíàëüíûé ëåòàëüíûé ôåíîòèï [65]; îêàçà-

ëîñü, ÷òî ðåòðîâèðóñíûå âåêòîðû ìîãóò áûòü èñïîëü-

çîâàíû äëÿ ïåðåíîñà òîëüêî êîðîòêèõ ïîñëåäîâàòåëü-

íîñòåé òðàíñãåíà íå áîëåå 9–10 ò.í.ï. [34].

Áûëè òàêæå îïóáëèêîâàíû äàííûå îá ýïèñîìíîé

ðåïëèêàöèè ó ìûøåé è ïåðåäà÷å ïîòîìêàì ïëàçìèäû,

êîäèðóþùåé Ò-àíòèãåí âèðóñà ïîëèîìû. Ýòà ïëàçìèäà

öèðêóëèðîâàëà â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òêàíåé îðãàíèçìà

â âèäå àâòîíîìíûõ êîëüöåâûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, âñòðàèâà-

þùèõñÿ â õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ æèâîòíîãî òîëüêî âî

âðåìÿ ìåéîçà [45].

Êðîìå ýòîãî, áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ðåòðîâèðóñû

â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ ìîãóò òðàíñäóöèðîâàòü ïî-

òåíöèàëüíî îíêîãåííûå ãåíû êëåòêè-õîçÿèíà. Òàêèì

îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà òåõíè÷åñêóþ ïðîñòîòó ñàìîé

ïðîöåäóðû âñòðàèâàíèÿ òðàíñãåíà ñ ïîìîùüþ âèðóñ-

íûõ âåêòîðîâ, ðÿä óêàçàííûõ âûøå íåäîñòàòêîâ íå ïî-

çâîëÿþò øèðîêî èñïîëüçîâàòü äàííûé ìåòîä.

1.2. Èíòåãðàöèÿ íåâèðóñíûõ ïëàçìèä

1.2.1. Ìèêðîèíúåêöèÿ

Â îòëè÷èå îò ðåòðîâèðóñíîé èíòåãðàöèè, ïðè ìèê-

ðîèíúåêöèè ãåíà ÷èñëî âñòðîåííûõ êîïèé èíúåöèðî-

âàííîé ÄÍÊ ìîæåò çíà÷èòåëüíî ìåíÿòüñÿ îò åäèíèö äî

ñîòåí êîïèé íà êëåòêó [1; 60]. Îáû÷íî ìíîæåñòâåííûå

êîïèè ÄÍÊ ìîëåêóë ñòàáèëüíî èíòåãðèðóþòñÿ â ãåíîì

õîçÿèíà â âèäå òàíäåìà, îðèåíòèðóÿñü ïî îòíîøåíèþ

äðóã ê äðóãó ïî ïðèíöèïó ãîëîâà ê õâîñòó. Ïðåäïîëàãà-

åòñÿ, ÷òî èíúåöèðîâàííûå ìîëåêóëû ÄÍÊ àññîöèèðó-

þòñÿ ÷åðåç ãîìîëîãè÷íóþ ðåêîìáèíàöèþ äî èíòåãðà-

öèè, à çàòåì óæå âñòðàèâàþòñÿ â åäèíñòâåííîå ìåñòî

â õðîìîñîìå. Âåðîÿòíî, ìåñòîì èíòåãðàöèè ñëóæàò

ñëó÷àéíûå ðàçðûâû â õðîìîñîìå, êîòîðûå ìîãóò áûòü

âûçâàíû ðåïàðàöèîííûìè ôåðìåíòàìè â îòâåò íà

èíúåêöèþ ìîëåêóë ÄÍÊ ñî ñâîáîäíûìè êîíöàìè [10].

Îñîáàÿ ñèòóàöèÿ âîçíèêàåò â ñëó÷àå, êîãäà òðàíñ-

ãåííûå ðîäèòåëè îêàçûâàþòñÿ ìîçàè÷íûìè, òî åñòü èí-

òåãðèðîâàííûé ãåí ïðèñóòñòâóåò òîëüêî â ÷àñòè ïîëî-

âûõ (è ñîìàòè÷åñêèõ) êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî ìîçàèöèçì

âñòðå÷àåòñÿ ó 85 % òðàíñãåíîâ ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè

[78]. Òàê êàê èíòåãðàöèÿ ïðîèñõîäèò âî âðåìÿ ðåïëèêà-

öèè ÄÍÊ, òîëüêî îäíà èç äâóõ äåëÿùèõñÿ êëåòîê ìîæåò

ñîäåðæàòü èíúåöèðîâàííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, à åñ-

ëè âñòðàèâàíèå ïðîèçîéäåò íå íà ñòàäèè çèãîòû,

à ïîçäíåå, òî âåðîÿòíîñòü ïåðåäà÷è ïîòîìêàì ÷óæåðîä-

íûõ ãåíîâ ñòàíîâèòñÿ åùå íèæå [2; 59; 65; 73].

Òàê, ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè òèìèäèíêèíàçíîãî ãå-

íà ïîä êîíòðîëåì ÌÒ ïðîìîòîðà íåêîòîðûå òðàíñãåí-

íûå ìûøè ïåðåäàëè òîëüêî 6 % ñâîèì ïîòîìêàì èíòå-

ãðèðîâàííûé ãåí [60]. Ñàìè æå ïîòîìêè, òîëüêî ñàìêè,

ïåðåäàâàëè ãåí â ñîîòâåòñòâèè ñ Ìåíäåëåâñêèì ðàñ-

ïðåäåëåíèåì. Òðàíñãåííûå ñàìöû õîòÿ è áûëè ñïîñîá-

íû ê ðàçìíîæåíèþ, îäíàêî íèêîãäà íå ïåðåäàâàëè òè-

ìèäèíêèíàçíûé ãåí ñâîèì ïîòîìêàì. Ïðåäïîëàãàåòñÿ,

÷òî â ïðîöåññå ñïåðìàòîãåíåçà ïðîèñõîäèò ðàçðóøå-

íèå ââåäåííîãî ãåíà. Àíàëîãè÷íàÿ êàðòèíà íàáëþäà-

ëàñü è ïðè ìèêðîèíúåêöèè àëüôà-ôåòîïðîòåèíîâîãî

ãåíà [43]. Èç 1200 ðîäèâøèõñÿ ìûøåé îò 5 ñàìöîâ îä-

íîé òðàíñãåííîé ëèíèè òîëüêî ñàìêè îêàçàëèñü òðàíñ-

ãåííûìè.

Íåæåëàòåëüíûì ïîñëåäñòâèåì ïðîöåäóðû ìèêðî-

èíúåêöèè ÷óæåðîäíîãî ãåíà ÿâëÿåòñÿ òàêæå ãèáåëü ýì-

áðèîíîâ íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ. Ïðè èíúåê-

öèè ãåíà ãîðìîíà ðîñòà áûëè ïîëó÷åíû äâå ëèíèè

ìûøåé ñ ðåöåññèâíîé ëåòàëüíîé ìóòàöèåé, ïðîÿâëÿþ-

ùåéñÿ â ðàííèé ïîñòèìïëàíòàöèîííûé ïåðèîä [19],

à ïðè èíòåãðàöèè β-ãëîáèíîâîãî ãåíà êðîëèêà áûëà

âûÿâëåíà ëèíèÿ ìûøåé, â êîòîðîé ýìáðèîíàëüíûå ìó-

òàíòíûå ãîìîçèãîòû ïðèêðåïëÿëèñü ê ìàòêå, íî çàòåì

ïîãèáàëè [50].

Â îïûòàõ Ì.È. Ïðîêîôüåâà è ñîàâò. [3] 3 èç 4

òðàíñãåííûõ ëèíèé ñàìîê êðîëèêîâ ñ âñòðîåííûì ãå-

íîì ÷åëîâå÷åñêîãî ãðàíóëîöèòàðíîãî êîëîíèåñòèìó-

ëèðóþùåãî ôàêòîðà óòðàòèëè ñïîñîáíîñòü ê ðàçìíî-

æåíèþ. Áîëåå òîãî, â êîíöå áåðåìåííîñòè ïîãèáàëè íå

òîëüêî ïëîäû, íî è áåðåìåííûå êðîëü÷èõè. Âîçìîæíî,

â äàííîì ñëó÷àå íåãàòèâíîå âëèÿíèå íà òðàíñãåíîâ

îêàçûâàë ÷óæåðîäíûé áåëîê.

Î÷åâèäíî, ÷òî óïîìÿíóòûå âûøå ÿâëåíèÿ ñíèæà-

þò ýôôåêòèâíîñòü èíòåãðàöèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ãå-

íîì æèâîòíûõ, îñîáåííî åñëè ó÷åñòü, ÷òî ñóùåñòâóåò

îïðåäåëåííûé äåôèöèò ýìáðèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà
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ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ, õîòÿ â íàñòîÿùåå

âðåìÿ óæå èçâåñòíû ìåòîäû êîíòðîëÿ ïåðèîäà îâóëÿ-

öèè è ñîçðåâàíèÿ in vitro îîöèòîâ äîìàøíèõ æèâîòíûõ

[4; 8; 30; 63].

1.2.2. Ëèïîôåêöèÿ

Ëèïîñîìû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé èñêóññòâåííî ñî-

çäàííûå âåçèêóëû, êîòîðûå îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ

òðàíñïîðòèðîâàòü â êëåòêè æèâîòíûõ ÷óæåðîäíûå ãå-

íû, â òîì ÷èñëå è ïîëîâûå. Ëèïîñîìû ñîñòîÿò èç äâîé-

íîãî ñëîÿ ëèïèäîâ. Ðàçìåðû ëèïîñîì âàðüèðóþò îò

100 íì äî íåñêîëüêèõ ìêì. Îíè ìîãóò íåñòè îòðèöà-

òåëüíûé èëè ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä. Äëÿ òðàíñãåíåçà

îáû÷íî ñìåøèâàþò äâóõñëîéíûå ëèïîñîìû è âîäíûé

ðàñòâîð ÄÍÊ [23].

Ïðè êîíòàêòå ñ êëåòêîé-ìèøåíüþ ëèïîñîìû ìîãóò

âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé ðàçëè÷íû-

ìè ñïîñîáàìè: 

1) àáñîðáèðîâàòü íà êëåòî÷íîé ìåìáðàíå; 

2) ïðîíèêàòü ïóòåì ýíäîöèòîçà; 

3) âñòðàèâàòüñÿ â ìåìáðàíó [70]. 

Òðàíñãåííûå ìîëåêóëû ïðîíèêàþò â öèòîïëàçìó

òîëüêî â äâóõ ïîñëåäíèõ ñëó÷àÿõ. Íåäàâíî ñòàëè èñ-

ïîëüçîâàòü, â òîì ÷èñëå è äëÿ êîììåð÷åñêèõ öåëåé, ïî-

ëèêàòèîííûå ëèïèäû, íàïðèìåð, LipofectinTM,

LipofectinAMINETM, TransfectaceTM, DOTAP è äð. [14].

Ýòè ëèïèäû ñòàáèëüíû è îáëàäàþò âûñîêîé ýôôåêòèâ-

íîñòüþ òðàíñôåêöèè.

Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà ýôôåêòèâíûé ïåðåíîñ ñ ïî-

ìîùüþ ëèïîñîì òðàíñãåíà â öèòîïëàçìó ñîìàòè÷åñ-

êèõ êëåòîê, ëèøü â î÷åíü íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ÿäåð

÷óæåðîäíàÿ ÄÍÊ áóäåò âñòðîåíà, ïîýòîìó òðàíñãåííàÿ

ýêñïðåññèÿ ñî âðåìåíåì èñ÷åçàåò.

Ïðîâîäÿòñÿ èññëåäîâàíèÿ è ïî ïîëó÷åíèþ ïîëîâî-

ãî òðàíñãåíåçà ñ èñïîëüçîâàíèåì ëèïèäîâ [21; 58], îä-

íàêî èíòåãðàöèÿ òðàíñãåíà òàêæå îñòàåòñÿ íèçêîé

ó êóð, õîòÿ íåêîòîðûé óñïåõ áûë äîñòèãíóò ïðè ïåðå-

íîñå ëèïèäàìè òðàíñãåíà â ñïåðìàòîçîèäû [69].

Â ïåðñïåêòèâå, ñêîðåå âñåãî, óñèëèÿ ïî ýôôåêòèâíî-

ìó èñïîëüçîâàíèþ ëèïîôåêöèè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïîëîâûõ

òðàíñãåíîâ áóäóò íàïðàâëåíû íà âñòðàèâàíèå â ëèïîñî-

ìíûé ÄÍÊ-êîìïëåêñ áåëêîâ, ëîêàëèçîâàííûõ â ÿäðå [6],

÷òî ïîçâîëèò ïîâûñèòü óðîâåíü ýêñïðåññèè è óâåëè÷èòü

÷àñòîòó âñòðàèâàíèÿ â õðîìîñîìó. Òàêèå æå âîçìîæíîñ-

òè ìîãóò îòêðûòüñÿ, åñëè ñ ïîìîùüþ ëèïîñîì ïåðåíå-

ñòè áîëüøèå ìîëåêóëû ÄÍÊ (áîëåå 150 ò.í.ï.) [72],

à èìåííî, èñêóññòâåííûå ìèíèõðîìîñîìû c öåíòðîìå-

ðàìè, òåëîìåðàìè è îáëàñòÿìè ðåïëèêàöèè âäîáàâîê

ê ñòðóêòóðíûì ãåíàì, ïðîìîòîðàì è ýíõàíñåðàì.

1.2.3. Ýëåêòðîïîðàöèÿ

Ìåòîä ýëåêòðîïîðàöèè îñíîâàí íà ïðîöåññå âðå-

ìåííîé ïåðôîðàöèè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû ñ ïîìîùüþ

ìîùíîãî ýëåêòðè÷åñêîãî èìïóëüñà è ïðîíèêíîâåíèÿ

ìîëåêóë ÄÍÊ èç îêðóæàþùåé ñðåäû ÷åðåç êàê öèòî-

ïëàçìàòè÷åñêóþ, òàê è ÿäåðíóþ ìåìáðàíû [47]. Ýëåê-

òðîïîðàöèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áûñòðûé è íåäîðîãîé

ìåòîä ââåäåíèÿ ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ â êóëüòèâèðóåìûå

êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ è äðóãèõ æèâîòíûõ. Ïðè ýòîì,

êàê ïðàâèëî, íå ïðîèñõîäèò ìóòàöèé â ãåíîìå õîçÿèíà,

ìîæåò áûòü âñòðîåíî â îòëè÷èå îò ìèêðîèíúåêöèè îã-

ðàíè÷åííîå êîëè÷åñòâî êîïèé íà ãåíîì (îò 1 äî 20)

è ìîãóò áûòü ïåðåíåñåíû áîëüøèå ìîëåêóëû òðàíñãå-

íà (áîëåå 150 ò.í.ï.). Ê îãðàíè÷åíèÿì èñïîëüçîâàíèÿ

äàííîãî ìåòîäà îòíîñÿò: 

1) ïîòðåáíîñòü â ñïåöèàëüíîì îáîðóäîâàíèè äëÿ

ýëåêòðîïîðàöèè; 

2) íåáõîäèìîñòü ïîäáîðà îïòèìàëüíûõ óñëîâèé

äëÿ êàæäîãî òèïà êëåòîê; 

3) íèçêàÿ ýôôåêòèâíîñòü èíòåãðàöèè (îáû÷íî

òîëüêî ó 0,01 % îáðàáîòàííûõ êëåòîê óäàåòñÿ ïîëó-

÷èòü ãåíîìíóþ èíòåãðàöèþ òðàíñãåíà) [13].

Íàïðèìåð, íèçêàÿ ýôôåêòèâíîñòü èíòåãðàöèè íå

ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü äàííûé ìåòîä äëÿ ýëåêòðîïî-

ðàöèè çèãîò ìëåêîïèòàþùèõ, ò. ê. äëÿ ïîëó÷åíèÿ îäíî-

ãî òðàíñãåííîãî òåëåíêà èëè îâöû ïîòðåáóåòñÿ ïðèìåð-

íî 1000 æèâîòíûõ-äîíîðîâ. Áîëåå îïòèìèñòè÷åñêèå

ïðîãíîçû âûñêàçûâàþòñÿ â îòíîøåíèè òàêèõ âèäîâ

æèâîòíûõ, ó êîòîðûõ ìîæíî âûäåëèòü áîëüøîå êîëè-

÷åñòâî ïîëîâûõ êëåòîê, íàïðèìåð, ó ðûá èëè ïòèö [32].

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ýëåêòðîïîðàöèÿ ÿâëÿåòñÿ ýô-

ôåêòèâíûì ñïîñîáîì ââåäåíèÿ ýêçîãåííîé ÄÍÊ â ES

êëåòêè [16] è ïðè èñïîëüçîâàíèè òåõíîëîãèè êëîíèðî-

âàíèÿ â ñî÷åòàíèè ñ gene targeting [51].

1.3. Èíòåãðàöèÿ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ ïóòåì 

ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè (gene targeting)

Â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè âûøåîïè-

ñàííûõ ìåòîäîâ ââåäåíèÿ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ èíòåãðà-

öèÿ â õðîìîñîìó õîçÿèíà ïðîèñõîäèò ñëó÷àéíî, ýêñ-

ïðåññèÿ òðàíñãåíà îêàçûâàåòñÿ èëè íåâûñîêèé, èëè

âðåìåííîé, èëè ìîæåò ñîâñåì îòñóòñòâîâàòü. Ãëàâíîé

ïðè÷èíîé òàêèõ íàðóøåíèé ÿâëÿåòñÿ âëèÿíèå îêðó-

æàþùèõ ãåíîâ è ïðîìîòîðîâ íà ôóíêöèè âñòðîåííî-

ãî ãåíà, òàê íàçûâàåìûé ýôôåêò ïîëîæåíèÿ. Ïî-âèäè-

ìîìó, ðåøåíèåì ïðîáëåì òðàíñãåííîé ýêñïðåññèè

ìîãëî áû áûòü óñòðàíåíèå ýòîãî ýôôåêòà íà ýòàïå èí-

òåãðàöèè ýêçîãåííûõ ãåíîâ. È òàêîå ðåøåíèå áûëî

íàéäåíî ñ ïîìîùüþ èñïîëüçîâàíèÿ òåõíîëîãèè gene

targeting [17].

Áîëüøèíñòâî ñòðàòåãèé gene targeting îñíîâàíî íà

ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè. Ïðè ýòîì â âåêòîð îáû÷-

íî âêëþ÷àþò 2 îáëàñòè, êîìïëåìåíòàðíûå âûáðàííîé

ãåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè õîçÿèíà, ìåæäó êîòîðûìè

íàõîäÿòñÿ íåãîìîëîãè÷íûå ó÷àñòêè è ìàðêåð óñòîé÷è-

âîñòè ê àíòèáèîòèêàì. Âîçìîæíîñòè äàííîé òåõíîëî-

ãèè ïîçâîëÿþò âûêëþ÷àòü ýíäîãåííûé ãåí (gene

‘knockout’), ðåãóëèðîâàòü óðîâåíü ýêñïðåññèè ýíäî-

ãåííûõ ãåíîâ èëè çàìåíÿòü ýíäîãåííûé ãåí ãîìîëî-

ãè÷íûì äðóãîãî âèäà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äàííûé ïîäõîä ïðèìåíÿåòñÿ

â îòíîøåíèè ñòâîëîâûõ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê è ïðè

êëîíèðîâàíèè, íî íå ïðè ìèêðîèíúåêöèè, òàê êàê â ïî-

ñëåäíåì ñëó÷àå èñêëþ÷åíà âîçìîæíîñòü ñåëåêöèè êëå-

òîê ñ èíòåãðèðîâàííûì ãåíîì. Áîëåå òîãî, â îòëè÷èå îò

èíúåêöèè â ïðîíóêëåóñ, ïðè èñïîëüçîâàíèè òåõíîëîãèè

gene targeting èíòåãðèðîâàííûé ãåí îáû÷íî îêàçûâàåòñÿ

ðåöåññèâíûì. Ïîýòîìó äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôåíîòèïè÷åñêîãî
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ïðèçíàêà íåîáõîäèìî ñêðåùèâàíèå òðàíñãåííûõ æèâîò-

íûõ ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ îñîáåé ñ èçìåíåíèÿìè â îáåèõ

àëëåëÿõ. Òàêàÿ ñåëåêöèÿ íà ìûøàõ íå âûçûâàåò îñîáûõ

òåõíè÷åñêèõ òðóäíîñòåé, òîãäà êàê ïðè ðàáîòå ñ äîìàø-

íèìè æèâîòíûìè ìîãóò ïîòðåáîâàòüñÿ ãîäû, õîòÿ íåäàâ-

íî áûëî ïðåäëîæåíî ñ ïîìîùüþ êëîíèðîâàíèÿ ïîëó-

÷èòü òðàíñãåííûå ýìáðèîíû ñíà÷àëà ñ îäíîé àëëåëüþ,

à çàòåì òðàíñôåöèðîâàòü êëåòêè èç ýòèõ ýìáðèîíîâ äðó-

ãîé àëëåëüþ è ñíîâà ïðîâåñòè êëîíèðîâàíèå [44].

2. ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÂÑÒÐÎÅÍÍÛÕ 

ÃÅÍÎÂ Ó ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÛÕ ÆÈÂÎÒÍÛÕ

2.1. Ýêñïðåññèÿ òðàíñãåíà, èíòåãðèðîâàííîãî 

â ñîñòàâå ðåòðîâèðóñíûõ âåêòîðîâ

Ïåðâûå ýêñïåðèìåíòû ïî èíòåãðàöèè ðåòðîâèðóñ-

íûõ âåêòîðîâ â ãåíîì ìûøåé ïîêàçàëè, ÷òî îíè íå ñïî-

ñîáíû ê ýêñïðåññèè è ðåïëèêàöèè [35; 36]. Ïðè÷èíà

ýòèõ íåóäà÷ ñêðûâàëàñü â ñòðóêòóðå ñàìîãî ïðîâèðóñà.

Ïðîâèðóñ ñîñòîèò èç ñëåäóþùèõ ðåãóëÿòîðíûõ

è ñòðóêòóðíûõ ýëåìåíòîâ: íà îáîèõ êîíöàõ ïðîâèðóñà

ðàñïîëîæåíû äëèííûå òåðìèíàëüíûå ïîâòîðÿþùèåñÿ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (LTR), ñîäåðæàùèå ñèãíàëû äëÿ

èíèöèàöèè è òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè, ñëåäóþùèå

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íåîáõîäèìû äëÿ îáðàòíîé òðàí-

ñêðèïöèè è âèðóñíîé èíòåãðàöèè, çàòåì èäóò ó÷àñòêè

ÄÍÊ, êîäèðóþùèå áåëêè óïàêîâêè.

Îêàçàëîñü, ÷òî âèðóñíûå LTR â êëåòêàõ ðàííèõ

ýìáðèîíîâ ïðåïÿòñòâóþò âèðóñíîé ðåïëèêàöèè, òàê

êàê ñîäåðæàò âèðóñíûé ïðîìîòîð è ýëåìåíòû êîíòðî-

ëÿ òðàíñêðèïöèè, êîòîðûå íå ôóíêöèîíèðóþò íà ýòîé

ñòàäèè ðàçâèòèÿ. Âåðîÿòíî, ýòîò áåëîê ìîæíî óáðàòü

ïóòåì çàìåíû âèðóñíîãî LTR ïðîìîòîðà â ðåòðîâèðóñ-

íîì âåêòîðå ñîáñòâåííûì ïðîìîòîðîì ñòðóêòóðíîãî

ãåíà. Òàêèå ýêñïåðèìåíòû ïî ââåäåíèþ 2 ðåòðîâèðóñ-

íûõ âåêòîðîâ áûëè ïðîâåäåíû ñ β-ãëîáèíîâûì ãåíîì

ïîä êîíòðîëåì åãî ñîáñòâåííîãî ïðîìîòîðà è ïðîìîòî-

ðà òèìèäèíêèíàçíîãî ãåíà. Ïðè ýòîì ýêñïðåññèÿ áûëà

çàôèêñèðîâàíà â ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòêàõ è âî âñåõ

âèäàõ òêàíåé òðàíñãåííûõ ìûøåé, ñîîòâåòñòâåííî äëÿ

êàæäîãî ïðîìîòîðà [38].

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè èíôèöèðîâàííûõ ýìáðèî-

íàëüíûõ êëåòîê òàêæå íàáëþäàëàñü òðàíñêðèïöèîííàÿ

ïàññèâíîñòü, êîòîðàÿ áûëà ñâÿçàíà ñ òåì, ÷òî ïðîèñõî-

äèëî ìåòèëèðîâàíèå ïðîíóêëåóñîâ [41]; íå ôóíêöèî-

íèðîâàë âèðóñíûé ýíõàíñåð [77]; âîçìîæíî, ïðèñóò-

ñòâîâàëà ñóïðåññîðíàÿ àêòèâíîñòü èëè íå áûëî àêòè-

âèðóþùèõ ôàêòîðîâ [76] â ýìáðèîíàëüíûõ êëåòêàõ.

Âåðîÿòíî, àíàëîãè÷íûå ÿâëåíèÿ èìåþò ìåñòî è ïðè

èíòåãðàöèè ðåòðîâèðóñíûõ âåêòîðîâ â ãåíîì æèâîò-

íûõ. Íàïðèìåð, ïðè òðàíñôåêöèè ñ ïîìîùüþ ðåòðîâè-

ðóñîâ áàêòåðèàëüíîãî ãåíà gpt ïðåäûìïëàíòèðîâàí-

íûõ ýìáðèîíîâ ìûøåé áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïðîâè-

ðóñíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âûñîêî ìåòèëèðîâàíà è íå

ýêñïðåññèðóåòñÿ ó òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ [41]. Îäíà-

êî ïîñëå èíúåêöèè ýòèì æèâîòíûì 5-àçàöèòèäèíà áû-

ëà çàôèêñèðîâàíà òðàíñêðèïöèÿ (ìÐÍÊ) èíòåãðèðî-

âàííîãî ãåíà.

Èçâåñòíû òàêæå ïðîâèðóñû, êîòîðûå ïîñëå èíòå-

ãðàöèè â ãåíîì ìûøåé ýêñïðåññèðóþòñÿ â ñïåöèôè÷å-

ñêèõ òêàíÿõ [75] èëè íà îïðåäåëåííîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ

[37; 39]. Òàê, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè 8-êëåòî÷íûõ ýì-

áðèîíîâ ìûøè íà ìîíîñëîå êëåòîê, ïðîäóöèðóþùèõ

ðåêîìáèíàíòíûé ðåòðîâèðóñ, áûëè ïîëó÷åíû òðàíñ-

ãåííûå æèâîòíûå ñ ãåíîì âèðóñà ïîëèîìû. Òðàíñãåí-

íûå ìûøè áûëè ìîçàè÷íûìè è ýêñïðåññèðîâàëè âè-

ðóñíûå 35 ¾ è 21 ¾ ÐÍÊ òîëüêî â ñåëåçåíêå, 35 ¾ è 30 ¾

ÐÍÊ òîëüêî â ìîçãó [75].

Ïîñëå èíôåêöèè ýìáðèîíîâ ìûøåé âèðóñîì ëåé-

êåìèè ìûøåé Ìîëîíè èíòåãðèðîâàííûé ðåòðîâèðóñ

ýêñïðåññèðîâàëñÿ â ýìáðèîãåíåçå ïîñëå ðîæäåíèÿ

è â êîíöå îíòîãåíåçà [37]. Â ýòèõ ñëó÷àÿõ íà àêòèâ-

íîñòü âèðóñà, ïî-âèäèìîìó, îêàçûâàëî âëèÿíèå õðîìî-

ñîìíîå îêðóæåíèå â ìåñòå åãî èíòåãðàöèè.

×óæåðîäíûå ãåíû áûëè âïåðâûå óñïåøíî âíåäðå-

íû â çàðîäûøåâóþ ëèíèþ êóð ïðè èñïîëüçîâàíèè ðåï-

ëèêàòèâíî íîðìàëüíîãî âèðóñà ëåéêîçà ïòèö ALV èëè

âèðóñà ðåòèêóëîýíäîòåëèîçà (REV) [66; 67]. Âåêòîðû

áûëè èíúåöèðîâàíû â áëàñòîäåðìó èëè âíóòðèáðþ-

øèííî âûëóïèâøåìóñÿ öûïëåíêó, è áûëè ïîëó÷åíû

òðàíñãåííûå æèâîòíûå, êîòîðûå ïåðåäàâàëè ïîòîì-

ñòâó èíòåãðèðîâàííûé ïðîâèðóñ. Ïîñëåäóþùàÿ ïåðå-

äà÷à ïðîâèðóñà ïðîèñõîäèëà ïî çàêîíàì Ìåíäåëÿ, ÷òî

ñâèäåòåëüñòâîâàëî î âîçìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ òðàíñ-

ãåííûõ ïòèö ñ ïîìîùüþ âèðóñíûõ âåêòîðîâ.

Íåîáõîäèìîñòü ïîëó÷åíèÿ äîìàøíåé òðàíñãåííîé

ïòèöû ïðèâåëî ê ñîçäàíèþ ðåïëèêàòèâíî äåôåêòíûõ

âèðóñíûõ âåêòîðîâ. Òðàíñãåííûå öûïëÿòà áûëè ïîëó-

÷åíû ñ ïîìîùüþ ðåïëèêàòèâíî äåôåêòíîãî REV-âåê-

òîðà, èíúåöèðîâàííîãî ïîä áëàñòîäåðìó [5]. Îêîëî

8 % âûëóïèâøèõñÿ ñàìöîâ íåñëè ãåí óñòîé÷èâîñòè

ê íåîìèöèíó è ïåðåäàâàëè âåêòîð ïîòîìñòâó â 2–8 %

ñëó÷àåâ. Òîò æå REV-âåêòîð èñïîëüçîâàëñÿ äëÿ ïîñòî-

ÿííîé ýêñïðåññèè ãîðìîíà ðîñòà êóð â ýìáðèîíàõ.

Îêîëî 50 % ýìáðèîíîâ èìåëè ïîâûøåííûå êîíöåíòðà-

öèè ãîðìîíà ðîñòà, íî öûïëÿòà íå âûëóïèëèñü.

Òàêèì îáðàçîì, ýêñïðåññèÿ òðàíñãåíà, èíòåãðèðî-

âàííîãî ðåòðîâèðóñíûì âåêòîðîì, íåñòàáèëüíà è, ñêî-

ðå âñåãî, íåïðåäñêàçóåìà, ò. ê. âñòðàèâàíèå ÷óæåðîä-

íîé ÄÍÊ ïðîèñõîäèò ñëó÷àéíî [40].

Îäíàêî ñîâñåì íåäàâíî ïîÿâèëàñü ðàáîòà îá

óñïåøíîì èñïîëüçîâàíèè ðåïëèêàòèâíî-äåôåêòíîãî

ðåòðîâèðóñíîãî âåêòîðà â êà÷åñòâå ïåðåíîñ÷èêà ýêçî-

ãåííûõ ãåíîâ è ïîëó÷åíèè íåñêîëüêèõ ïîêîëåíèé

òðàíñãåííûõ ïòèö, ñòàáèëüíî ïåðåäàþùèõ ýêñïðåññè-

ðóþùèé ãåí áàêòåðèàëüíîé β-ãàëàêòîçèäàçû â ñîîòâåò-

ñòâèè ñ Ìåíäåëååâñêèì ðàñïðåäåëåíèåì [54]. Ðàíåå

áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äàííûé âåêòîð ìîæåò áûòü ïîëó÷åí

ñ âûñîêèì òèòðîì, îí íå ñïîñîáåí ê ðåïëèêàöèè, íå

èìååò âèðóñà-ïîìîùíèêà, ôóíêöèîíèðóåò â ðàçëè÷íûõ

ëèíèÿõ êëåòîê, ñïîñîáåí èíôèöèðîâàòü áîëüøîå êîëè-

÷åñòâî êëåòîê êóð, èíôåêöèÿ íå âëèÿåò íà êëåòî÷íóþ

ïðîëèôåðàöèþ, íî îáåñïå÷èâàåò ó âûëóïèâøèõñÿ öûï-

ëÿò ýêñïðåññèþ áàêòåðèàëüíîé β-ãàëàêòîçèäàçû [53].

2.2. Ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè òðàíñãåíà, 

èíòåãðèðîâàííîãî â ñîñòàâå íåâèðóñíûõ ïëàçìèä

Â ïåðâûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî ìèêðîèíúåêöèè áûëà

çàôèêñèðîâàíà òîëüêî ñëàáàÿ è î÷åíü èçìåí÷èâàÿ àê-
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òèâíîñòü âñòðîåííûõ ãåíîâ, êîòîðàÿ, ïî-âèäèìîìó, çà-

âèñåëà îò ìåñòà ýòèõ ãåíîâ â õðîìîñîìå. Âñêîðå âûÿñ-

íèëîñü, ÷òî ïðèñóòñòâèå â ñîñòàâå ââîäèìûõ ïëàçìèä

ïðîêàðèîòè÷åñêèõ âåêòîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé

îêàçûâàåò èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå íà ñîîòâåòñòâóþ-

ùóþ ýêñïðåññèþ íåêîòîðûõ ãåíîâ, òàêèõ, êàê β-ãëî-

áèí, α-àêòèí è α-ôåòîïðîòåèí [12; 38; 45]. Ïîýòîìó

â íàñòîÿùåå âðåìÿ èññëåäîâàòåëè óáèðàþò ïðîêàðèî-

òè÷åñêóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, èçáàâëÿÿñü òåì ñàìûì

îò âîçìîæíûõ íåæåëàòåëüíûõ âîçäåéñòâèé ýòèõ ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòåé íà ýêñïðåññèþ, è äîáàâëÿþò ðàç-

ëè÷íûå ðåãóëÿòîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ öåëüþ ïî-

ëó÷åíèÿ êîíòðîëèðóåìîé ýêñïðåññèè. Ñ äðóãîé ñòîðî-

íû, ãåíû, êîäèðóþùèå èììóíîãëîáóëèí, ýëàñòàçó

è êîëëàãåí, ïî-âèäèìîìó, ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíû ê ïðè-

ñóòñòâèþ ïðîêàðèîòè÷åñêèõ ÄÍÊ è ÷àñòî ýêñïðåññè-

ðóþòñÿ íåçàâèñèìî îò õðîìîñîìíîãî ïîëîæåíèÿ [29;

46; 56].

Ïîëó÷èòü ó òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ íàïðàâëåííóþ

è ñïåöèôè÷íóþ ýêñïðåññèþ íåâîçìîæíî áåç èçó÷åíèÿ

ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè ãåííîé àêòèâàöèè. Â ãåíàõ ìëå-

êîïèòàþùèõ íà 5’ êîíöàõ áûëè îáíàðóæåíû î÷åíü ïî-

õîæèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íàçâàííûå áëîêîì Goldber

Hogness. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îíè ÿâëÿþòñÿ ìåñòàìè

ñâÿçûâàíèÿ äëÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II, òî åñòü ìåñòàìè

èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè. Î÷åâèäíî, áëîê Goldber

Hogness ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì êîìïîíåíòîì ñîñòàâíî-

ãî ïðîìîòîðà, êîòîðûé ïîñòîÿííî íàõîäèòñÿ â àêòèâ-

íîì ñîñòîÿíèè, îáåñïå÷èâàÿ ó áîëüøèíñòâà ãåíîâ ìëå-

êîïèòàþùèõ î÷åíü íèçêèé áàçàëüíûé óðîâåíü òðàí-

ñêðèïöèè. Çàòåì áûëè îòêðûòû äðóãèå ñïåöèôè÷åñêèå

ðåãóëÿòîðíûå ýëåìåíòû. Ýòè ýëåìåíòû, íàçâàííûå ýí-

õàíñåðàìè, áûëè ñâÿçàíû ñî ñïåöèôè÷åñêèì óñèëåíè-

åì òðàíñêðèïöèè ãåíîâ âèðóñîâ è ìëåêîïèòàþùèõ

[22; 42]. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ýíõàíñåðû îáëåã÷àþò ñâÿçûâà-

íèå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II ñ áëîêîì Goldber Hogness

è òåì ñàìûì ïîâûøàþò ýôôåêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèè.

Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýíõàíñåðû îòâå÷àþò çà òêàíåñïå-

öèôè÷íóþ àêòèâíîñòü ñòðóêòóðíûõ ãåíîâ, òàê êàê ïðè

ââåäåíèè ýòèõ ýëåìåíòîâ â ïëàçìèäû ó òðàíñãåííûõ

æèâîòíûõ íàáëþäàëàñü òêàíåñïåöèôè÷íàÿ ýêñïðåññèÿ

èíòåãðèðîâàííûõ ãåíîâ [28].

Áûëî ïîêàçàíî äëÿ íåêîòîðûõ ãåíîâ, ÷òî ýíõàíñåð-

íûå ýëåìåíòû ðàñïîëîæåíû â 3’ è 5’ ôëàíêèðóþùèõ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ñòðóêòóðíîãî ãåíà, ïðè ýòîì íà

5’ êîíöå îíè èëè íåïîñðåäñòâåííî ñîåäèíÿëèñü ñ ïðî-

ìîòîðîì, èëè áûëè íà íåêîòîðîì ðàññòîÿíèè îò íåãî.

Íåêîòîðûå ýíõàíñåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èäåíòè-

ôèöèðîâàëèñü ñ ïîìîùüþ òðàíñãåííûõ ìûøåé, êîãäà

â èõ ýìáðèîíû ïîñëåäîâàòåëüíî ââîäèëè ÄÍÊ êîí-

ñòðóêöèè ñ ðàçëè÷íûìè äëèíàìè ôëàíêèðóþùèõ ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Òàê, èäåíòèôèêàöèÿ ýíõàíñåðíûõ ïîñëåäîâàòåëü-

íîñòåé ó ñåìåéñòâà β-ãëîáóëèíîâûõ ãåíîâ ïîçâîëèëà

äåòàëüíî ðàçîáðàòüñÿ â ìåõàíèçìå àêòèâàöèè ýòèõ ãå-

íîâ. Â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ îðãàíèçìà ðàçëè÷íûå ãëîáè-

íîâûå ãåíû — ýìáðèîíàëüíûå, çàðîäûøåâûå è âçðîñ-

ëûå, — ïîñëåäîâàòåëüíî ýêñïðåññèðóþòñÿ â ýðèòðîèä-

íûõ êëåòêàõ. Èíòåãðèðîâàííûå â íàñëåäñòâåííûå

ëèíèè ìûøåé 2-ãî òèïà, êëîíèðîâàííûõ ãëîáèíîâûõ

ãåíîâ ÷åëîâåêà — çàðîäûøåé è âçðîñëûõ îñîáåé, ýêñ-

ïðåññèðîâàëèñü òî÷íî â ñîîòâåòñòâóþùåé ñòàäèè ðàç-

âèòèÿ [12], à ñïåöèôè÷åñêàÿ àêòèâàöèÿ íà êàæäîé ñòà-

äèè çàâèñåëà îò ýíõàíñåðíûõ ýëåìåíòîâ, ðàñïîëîæåí-

íûõ êàê íà 3’, òàê è 5’ êîíöàõ. Ïðè ýòîì íà ýêñïðåññèþ

ýòèõ ãåíîâ, âåðîÿòíî, âëèÿëî õðîìîñîìíîå îêðóæåíèå

â ìåñòå èíòåãðàöèè, òàê êàê óðîâåíü ýêñïðåññèè íå çà-

âèñåë îò ÷èñëà êîïèé âñòðîåííîãî ãåíà, è òðàíñãåíû

íèêîãäà íå ñèíòåçèðîâàëè ÷óæåðîäíûé β-ãëîáèí â êîí-

öåíòðàöèÿõ, ñðàâíèìûõ ñ ýíäîãåííûì β-ãëîáèíîì. Êî-

ãäà æå ñ îáîèõ êîíöîâ ãåíà áûëè óäàëåíû íóêëåîòèä-

íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ðàñïîëîæåííûå íà ðàññòîÿ-

íèè îò 20 äî 50 ò.í.ï., òî èíúåöèðîâàííûé ãåí

β-ãëîáèíà ñòàë ýêñïðåññèðîâàòüñÿ íà òîì æå óðîâíå,

÷òî è ýíäîãåííûé, è äàæå âûøå, â ïðÿìîé çàâèñèìîñ-

òè îò ÷èñëà êîïèé [29]. Íà îñíîâå ýòèõ äàííûõ áûëî

ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî ýòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè

êîíòðîëèðóþò äîñòóïíîñòü ê β-ãëîáèíîâîìó ëîêóñó

àêòèâèðóþùèõ òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ èëè

îíè ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè ñâÿçûâàþùèìè ìåñòàìè

è ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ýíõàíñîðíûå ýëåìåíòû, êîòîðûå

ìîãóò âîçäåéñòâîâàòü íà ñòðóêòóðíûå ãåíû äàæå íà

çíà÷èòåëüíîì ðàññòîÿíèè.

2.2.1. Èñïîëüçîâàíèå òêàíåñïåöèôè÷íûõ 

ïðîìîòîðîâ

Ïî-âèäèìîìó, êàæäûé ãåí èìååò ñâîè ðåãóëÿòîð-

íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ïðîìîòîð è ýíõàíñåðû),

è îíè ðàñïîëîæåíû â ñïåöèôè÷åñêèõ ìåñòàõ ñòðóêòóð-

íîãî ãåíà. Â îïûòàõ, â êîòîðûõ ìèêðîèíúåöèðîâàëè

â ýìáðèîíû ìûøåé ïàðû ãåíîâ ñ èíòðîíàìè è áåç íèõ,

áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ðåãóëÿòîðíûå ïîñëå-

äîâàòåëüíîñòè, îïðåäåëÿþùèå óðîâåíü òðàíñêðèïöèè,

ðàñïîëîæåíû â èíòðîíàõ [11].

Òàê, ãåíû ýëàñòàçû [73], γ-êðèñòàëëèíà [26] è ïðî-

òàìèíà [61], èìåþò êîìïàêòíûé ïðîìîòîð ñ ýíõàíñåð-

íûìè ýëåìåíòàìè, ãäå âñÿ íåîáõîäèìàÿ èíôîðìàöèÿ

äëÿ òêàíåñïåöèôè÷íîé ãåííîé ýêñïðåññèè ñîäåðæèòñÿ

âíóòðè íåñêîëüêèõ ñîòåí íóêëåîòèäíûõ ïàð, ðàñïîëî-

æåííûõ â ìåñòå èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè. Ó äðóãèõ

ãåíîâ òêàíåñïåöèôè÷åñêèå ýíõàíñåðíûå ýëåìåíòû

óäàëåíû íà çíà÷èòåëüíûå ðàññòîÿíèÿ îò èõ ïðîìîòî-

ðîâ. Íàïðèìåð, ýëåìåíò, íàõîäÿùèéñÿ â 10 ò.í.ï.

îò àëüáóìèíîâîãî ïðîìîòîðà, íåîáõîäèì äëÿ ñïåöèôè-

÷åñêîé ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà â ïå÷åíè, à ýëåìåíò, óäà-

ëåííûé íà 5 ò.í.ï. îò 3’ êîíöà ãåíà Ò-êëåòî÷íîãî ðå-

öåïòîðà, êîíòðîëèðóåò ñïåöèôè÷åñêóþ ýêñïðåññèþ

â Ò-ëèìôîöèòàõ [74]. 3 ðàçëè÷íûõ ýíõàíñåðíûõ ýëå-

ìåíòà îòâåòñòâåííû çà òêàíåñïåöèôè÷íóþ ýêñïðåñ-

ñèþ ãåíà á-ôåòîïðîòåèíà, îíè ðàñïîëîæåíû â 7 ò.í.ï.

îò 5’ êîíöà ãåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè [43]. Òàê, èì-

ìóíîãëîáóëèíîâûé ýíõàíñåð îáåñïå÷èâàåò ýêñïðåñ-

ñèþ â Â-ëèìôîöèòàõ [71], à ýíõàíñåðû ãåíà SV 40

Ò-àíòèãåíà â ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ [9].

Èçâåñòíû íåñêîëüêî ãåíîâ, êîòîðûå ýêñïðåññèðó-

þòñÿ îäíîâðåìåííî â íåñêîëüêèõ òêàíÿõ. Ê íèì îòíî-

ñèòñÿ ÌÒ ãåí, ýêñïðåññèðóþùèéñÿ âî ìíîãèõ òêàíÿõ

êëåòîê ïðè èõ êîíòàêòå ñ òÿæåëûìè ìåòàëëàìè (òàêè-
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ìè, êàê öèíê èëè êàäìèé) è ãëèêîêîðòèêîèäàìè [20].

Èëè, íàïðèìåð, ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ãëàâíîãî êîìïëåêñà

ãèñòîñîâìåñòèìîñòè îáíàðóæåíà â áîëüøèíñòâå òêà-

íåé âçðîñëîãî îðãàíèçìà, òîãäà êàê íà ðàííèõ ýìáðèî-

ëîãè÷åñêèõ ñòàäèÿõ ýòè ãåíû íåàêòèâíû [57]. Åñëè

ðåãóëÿòîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òàêèõ ãåíîâ ñîåäè-

íèòü ñ êîäèðóþùèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè èíòåðå-

ñóþùèõ ãåíîâ è èíòåãðèðîâàòü â ãåíîì æèâîòíîãî, òî

ãåíû áóäóò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ â áîëüøèíñòâå òêàíåé

ïîëó÷åííûõ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ.

Âïåðâûå òàêèå ýêñïåðèìåíòû áûëè ïðîâåäåíû

ñ ÌÒ ãåíîì ïðè èíúåêöèè â ïðîíóêëåóñû çèãîò ìûøåé

ïëàçìèäû, ñîñòîÿùåé èç ïðîìîòîðà ãåíà ÌÒ è ãåíà

ãîðìîíà ðîñòà êðûñû. Â ðåçóëüòàòå áûëè ïîëó÷åíû

«ãèãàíòñêèå» òðàíñãåííûå ìûøè [59], ó êîòîðûõ ñèí-

òåç ñîìàòîòðîïèíà êðûñû îñóùåñòâëÿëñÿ íå â ñïåöèà-

ëèçèðîâàííîì äëÿ ïðîäóêöèé ýòîãî áåëêà îðãàíå (ãè-

ïîôèçå), à âî ìíîãèõ è áîëüøå âñåãî â ïå÷åíè. ×óæå-

ðîäíûé áåëîê íàðàáàòûâàëñÿ â î÷åíü âûñîêèõ

êîëè÷åñòâàõ è áûë áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûì, õîòÿ, êàê

îêàçàëîñü, äëÿ ïîëó÷åíèÿ æèâîòíûõ ñ ïîâûøåííîé

ìàññîé ñîâñåì íå òðåáóåòñÿ òàêèõ âûñîêèõ êîíöåíòðà-

öèé ãîðìîíà ðîñòà. Ñóïåðïðîäóêöèÿ ÷óæåðîäíîãî áåë-

êà îêàçûâàëà íåáëàãîïðèÿòíîå âîçäåéñòâèå è íà âåñü

îðãàíèçì òðàíñãåííîãî æèâîòíîãî, íàáëþäàëèñü ìîð-

ôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ êëåòîê ãèïîôèçà, à íåêîòî-

ðûå òðàíñãåííûå ìûøè áûëè áåñïëîäíû [31].

Î÷åâèäíî, ÷òî ïðè ïîëó÷åíèè òðàíñãåííûõ æèâîò-

íûõ ñ ïîâûøåííîé æèâîé ìàññîé áîëåå æåëàòåëüíîé

áûëà áû òêàíåñïåöèôè÷íàÿ ýêñïðåññèÿ ñîìàòîòðîïè-

íà, íàïðèìåð, â ïå÷åíè, è â íåâûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ,

à äëÿ ñóïåðïðîäóêöèè áèîëîãè÷åñêè öåííûõ ïðåïàðà-

òîâ ëó÷øå âñåãî èñïîëüçîâàòü ìîëî÷íûå æåëåçû, íà-

ïðèìåð, ó êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. Ðåãóëÿòîðíûå ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòè íåñêîëüêèõ ñïåöèôè÷íûõ ìîëî÷íûõ

ãåíîâ áûëè âûäåëåíû, îõàðàêòåðèçîâàíû è èñïîëüçî-

âàíû äëÿ ñïåöèôè÷åñêîé ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãå-

íîâ â ëàêòèðóþùèõ ìîëî÷íûõ æåëåçàõ ñíà÷àëà òðàíñ-

ãåííûõ ìûøåé [25], à çàòåì è äîìàøíèõ æèâîòíûõ.

Òàê áûëè ïðîâåäåíû ðàáîòû ñ èñïîëüçîâàíèåì îâå÷üå-

ãî β-ëàêòîãëîáóëèíîâîãî ãåíà, êðîëè÷üèõ WAP ãåíîâ,

α-ëàêòîàëüáóìèíîâîãî è α-s1-êàçåèíîâûõ ãåíîâ êðóï-

íîãî ðîãàòîãî ñêîòà [49].

2.2.2. Èñïîëüçîâàíèå ïðîìîòîðîâ, àêòèâèðóþ-

ùèõ ýêñïðåññèþ â îòâåò íà âíåøíèå ñòèìóëû

Â öåëÿõ ïðàêòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ òðàíñãåí-

íûõ æèâîòíûõ áûëî áû æåëàòåëüíî ìîäóëèðîâàòü ýêñ-

ïðåññèþ òðàíñãåíîâ ñ ïîìîùüþ îïðåäåëåííûõ âíåø-

íèõ ñòèìóëîâ. ÌÒ ïðîìîòîð, íàïðèìåð, èñïîëüçîâàëñÿ

ñî ìíîãèìè ñòðóêòóðíûìè ãåíàìè, òàê êàê ïîçâîëÿë

óïðàâëÿòü ýêñïðåññèåé ýòèõ ãåíîâ ïóòåì ââåäåíèÿ

â îðãàíèçì æèâîòíîãî òÿæåëûõ ìåòàëëîâ èëè ãëèêî-

êîðòèêîèäîâ. Õîòÿ âîçäåéñòâèå íà îðãàíèçì æèâîòíûõ

áîëüøèõ äîç ìåòàëëîâ ìîæåò îêàçàòü òîêñè÷íîå äåé-

ñòâèå, ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ñ ïîìîùüþ ãîðìîíîâ ÿâ-

ëÿåòñÿ åñòåñòâåííîé.

Èçâåñòíî, ÷òî ñòåðîèäíûå ãîðìîíû ó÷àñòâóþò

â ãåííîé ðåãóëÿöèè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äåòàëüíî èç-

ó÷åí ìåõàíèçì ãîðìîíàëüíîé ðåãóëÿöèè ãåííîé ýêñ-

ïðåññèè [55]. Ñòåðîèäíûå ãîðìîíû ñîåäèíÿþòñÿ

ñ áåëêîâûìè ðåöåïòîðàìè â öèòîïëàçìå ñïåöèàëüíûõ,

÷óâñòâèòåëüíûõ ê ãîðìîíàì êëåòîê, à çàòåì âåñü êîì-

ïëåêñ òðàíñïîðòèðóåòñÿ â ÿäðî. Â ÿäðå îáðàçîâàâøèé-

ñÿ êîìïëåêñ ãîðìîíà ñ ðåöåïòîðîì óçíàåò ñïåöèôè÷å-

ñêóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, îòâåòñòâåííóþ çà ãîð-

ìîíàëüíóþ ðåãóëÿöèþ, è ñîåäèíÿåòñÿ ñ íåé, òàêèì

îáðàçîì óñèëèâàÿ àêòèâíîñòü ýòèõ ãåíîâ. Òàê, ó òðàíñ-

ãåííûõ ìûøåé ïîñëå èíúåêöèè äåêñàìåòàçîíà

â 4–6 ðàç óâåëè÷èëñÿ â êðîâè óðîâåíü ÷óæåðîäíîãî

ãîðìîíà ðîñòà è â 4 ðàçà ïîâûøàëàñü êîíöåíòðàöèÿ

ìàòðè÷íîé ÐÍÊ ýòîãî áåëêà â ïå÷åíè æèâîòíûõ [20].

Ãîðìîíû îêàçûâàëè àêòèâèðóþùåå äåéñòâèå è íà

íåêîòîðûå äðóãèå ïðîìîòîðû LTR âèðóñà îïóõîëè ìî-

ëî÷íîé æåëåçû [15], ãåíà òðàíñôåðèíà [52]. Ýòè ðå-

çóëüòàòû âñåëÿþò íàäåæäû íà ïîëó÷åíèå ó òðàíñãåíîâ

ðåãóëèðóåìîé in vivo âíåøíèìè ñèãíàëàìè ýêñïðåññèè

èíòåãðèðîâàííûõ ãåíîâ.

Çíà÷èòåëüíûå óñïåõè â îñóùåñòâëåíèè êîíòðîëÿ

íàä ãåííîé ýêñïðåññèåé áûëè äîñòèãíóòû ñ èñïîëüçî-

âàíèåì òåòðàöèêëèíîâûõ ðåãóëÿòîðíûõ êîìïîíåíòîâ

[27]. Äëÿ ýòîé ñèñòåìû íåîáõîäèìî èìåòü 2 ðàçëè÷íûõ

òðàíñãåíà, îò êîòîðûõ ïðè ñêðåùèâàíèè ìîæíî ïîëó-

÷èòü ïîòîìêîâ, â òîì ÷èñëå è äâîéíûõ ãåòåðîçèãîò.

Ïåðâûé òðàíñãåí (òðàíñãåí 1) âêëþ÷àåò ñòðóêòóðíûé

ãåí, ïîä êîíòðîëåì tet îïåðàòîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñ-

òè è ìèíèìàëüíîé ïðîìîòîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,

äðóãîé òðàíñãåí (òðàíñãåí 2) ñîñòîèò èç ãèáðèäíîãî

òðàíñêðèïöèîííîãî ãåíà òðàíñàêòèâàòîðà è âèðóñíîãî

òåòðàöèêëèíîñâÿçàþøåãî äîìåíà, ñîåäèíåííîãî ñ ïîä-

õîäÿùèì òêàíåñïåöèôè÷åñêèì ïðîìîòîðîì. Ñèñòåìà

ìîæåò íàõîäèòüñÿ â 2 ðåæèìàõ: âêëþ÷åíà èëè âûêëþ-

÷åíà. Ýòè âàðèàíòû îñíîâûâàþòñÿ íà ïîî÷åðåäíîé àê-

òèâíîñòè ôóíêöèîíàëüíî ðàçëè÷íûõ òðàíñàêòèâàòî-

ðîâ. Ïðè ýòîì ýêñïðåñèÿ ñòðóêòóðíîãî ãåíà ìîæåò

áûòü âûêëþ÷åíà ïðè ââåäåíèè òåòðàöèêëèíà òðàíñ-

ãåííûì ìûøàì è âêëþ÷åíà ñ åãî óäàëåíèåì. Â ïîñëå-

äóþùèõ èññëåäîâàíèÿõ óäàëîñü ñîåäèíèòü îáà êîíò-

ðîëèðóþùèõ ýëåìåíòà â îäíîé ïëàçìèäå. Ïðè ýòîì

ïðè ïðåêðàùåíèè ââåäåíèÿ àíòèáèîòèêà óðîâåíü ýêñ-

ïðåññèè ðåïîðòåðíîãî ãåíà ó òðàíñãåííûõ ìûøåé âîç-

ðàñòàë â 800 ðàç [68].

2.2.3. Èñïîëüçîâàíèå gene targeting òåõíîëîãèè

Ðàçðàáîòàííàÿ â ïîñëåäíèå ãîäû òåõíîëîãèÿ ñî-

çäàíèÿ ïëàçìèä íà îñíîâå ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíà-

öèè [33] îòêðûëà ïðèíöèïèàëüíî íîâûé ïîäõîä ê ñî-

çäàíèþ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ. Âñòðàèâàíèå ýêçîãåí-

íîãî ãåíà â äàííîì ñëó÷àå íå ïðîèñõîäèò ïî ïðèíöèïó

ñëó÷àéíîé ìóòàöèè, à ÿâëÿåòñÿ íàïðàâëåííîé (íåñëó-

÷àéíîé) ìîäèôèêàöèåé îäíîãî èç ýíäîãåííûõ ãåíîâ.

Íàïðèìåð, â ìîëîêå òðàíñãåííûõ êîç èëè êîðîâ ïðîäó-

öèðóþòñÿ íå ñîáñòâåííûå áåëêè, à ÷åëîâåêà [17], èëè

îñóùåñòâëÿåòñÿ çàìåíà ñîáñòâåííîãî ïðîìîòîðà íî-

âûì, êîòîðûé ïîçâîëèò ìîäóëèðîâàòü ýêñïðåññèþ ýí-

äîãåííîãî ãåíà [18].

Îäíàêî òåõíîëîãèÿ gene targeting íå òîëüêî ðàñøè-

ðÿåò ìåòîäû êîíòðîëÿ è ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè âñòðî-
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åííûõ ãåíîâ, íî è ñîçäàåò íîâûå âîçìîæíîñòè â ýòîì

íàïðàâëåíèè. Òàê, íàïðèìåð, ýòà òåõíîëîãèÿ ïîçâîëÿåò

âûêëþ÷àòü ôóíêöèè ýíäîãåííûõ ãåíîâ (gene ‘knock-

outs’). Áëàãîäàðÿ gene targeting îòêðûâàåòñÿ îáøèðíàÿ

îáëàñòü ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ äëÿ ïåðåñàäêè

òðàíñãåííûõ îðãàíîâ îò æèâîòíûõ ÷åëîâåêó.

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Ýôôåêòèâíîñòü ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ

íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûìè â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìå-

òîäàìè ìèêðîèíúåêöèè è êëîíèðîâàíèÿ îñòàåòñÿ íèç-

êîé. Êðîìå òîãî, âî ìíîãèõ ýêñïåðèìåíòàõ òðàíñãåí-

íûå æèâîòíûå èìåëè ïîâûøåííûé âåñ ïðè ðîæäåíèè,

àíîìàëèè â ðàçâèòèè èëè âîâñå íå äîæèâàëè äî ïîëî-

âîçðåëîñòè. Ïîýòîìó, î÷åâèäíî, íåîáõîäèìî òùàòåëü-

íîå èçó÷åíèå è ïîäáîð êàê ñîñòàâà ãåííûõ êîíñòðóê-

öèé, òàê è ìåñò èíòåãðàöèè, òðàíñãåííîé ýêñïðåññèè

(èíòåðâàë, óðîâåíü, òêàíåñïåöèôè÷íîñòü) è, íàêîíåö,

õàðàêòåðèñòèêè ñàìîãî òðàíñãåííîãî ïðîäóêòà.
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Íåõîäæêèíñêàÿ ëèìôîìà (ÍÕË) — çëîêà÷åñòâåí-

íàÿ îïóõîëü ëèìôàòè÷åñêîé òêàíè, ïåðâè÷íî ðàçâèâà-

þùàÿñÿ â ïåðèôåðè÷åñêèõ ëèìôàòè÷åñêèõ îðãàíàõ.

ÍÕË ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ãðóïïó íîâîîáðàçîâàíèé, îò-

ëè÷àþùèõñÿ çíà÷èòåëüíûì ìîðôîëîãè÷åñêèì ðàçíî-

îáðàçèåì, êîòîðîå îïðåäåëÿåòñÿ ïðîèñõîæäåíèåì ðàç-

ëè÷íûõ òèïîâ ëèìôîì èç ðàçëè÷íûõ ëèìôàòè÷åñêèõ

êëåòîê. Âûäåëÿþò ÍÕË Â-êëåòî÷íîãî è Ò-êëåòî÷íîãî

ïðîèñõîæäåíèÿ, à òàêæå â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè

äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèöû è çëîêà-

÷åñòâåííîñòè êëèíè÷åñêîãî òå÷åíèÿ. Ïðåäëîæåíî íå-

ñêîëüêî êëàññèôèêàöèé, ïîñëåäíÿÿ èç êîòîðûõ —

êëàññèôèêàöèÿ ÂÎÇ, îïóáëèêîâàííàÿ â 2001 ã. [23].

Îäíàêî ÷àùå èñïîëüçóþòñÿ áîëåå óäîáíûå ïðàêòè÷åñ-

êè êëàññèôèêàöèè Ann Arbor è REAL [2].

Ýòèîëîãèÿ ëèìôîì, êàê è äðóãèõ íîâîîáðàçîâàíèé

èç ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê, îêîí÷àòåëüíî íå ðàñøèô-

ðîâàíà. Òîëüêî äëÿ îäíîé èç ðàçíîâèäíîñòåé ÍÕË —
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ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) is an important etiological factor of chronic hepatitis C, liver cirrhosis and hepatocellular

carcinoma. The question of association between HVC and B-cell non-Hodgkin's lymphoma (B-NHL) is widely dis-

cussed during last years. Epidemiological data show that chronically HCV-infected individuals are at risk of B-NHL

development approximately five times more than non-infected ones. According to the recent data HCV is not only hepa-

to- but lymphotropic virus able to reproduce in mononuclear cells of peripheral blood. Chronic viral stimulation of B-

cells may lead to increased proliferation and, finally, malignant transformation of these cells. Proposed literature review

is dedicated to molecular biology of lymphoprolipherative disorders in chronic HCV infection.

Key words: hepatitis C virus, non-Hodgkin's lymphoma.

Ê. Ä. Íèêèòèí

ÂÈÐÓÑ ÃÅÏÀÒÈÒÀ Ñ 

ÊÀÊ ÂÎÇÌÎÆÍÛÉ ÝÒÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÉ ÔÀÊÒÎÐ 

ÐÀÇÂÈÒÈß ÍÅÕÎÄÆÊÈÍÑÊÈÕ ËÈÌÔÎÌ

Ìîñêîâñêàÿ Ìåäèöèíñêàÿ Àêàäåìèÿ èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà

ÐÅÇÞÌÅ

Âèðóñ ãåïàòèòà Ñ (HCV) — âàæíåéøèé ýòèîëîãè÷åñêèé ôàêòîð ðàçâèòèÿ õðîíè÷åñêîãî ãåïàòèòà Ñ, öèððîçà

ïå÷åíè è ãåïàòîöåëëþëÿðíîé êàðöèíîìû. Â ïîñëåäíèå ãîäû áûëî ïðåäïîëîæåíî, ÷òî HCV òàêæå ìîæåò áûòü

ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ ÷àñòè ñëó÷àåâ Â-êëåòî÷íîé íåõîäæêèíñêîé ëèìôîìû (Â-ÍÕË): ýïèäåìèîëîãè÷åñêèå

èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðäèëè, ÷òî ëèöà, õðîíè÷åñêè èíôèöèðîâàííûå HCV, èìåþò ðèñê ðàçâèòèÿ Â-ÍÕË ïðèìåðíî

â 5 ðàç áîëüøèé, ÷åì íå èíôèöèðîâàííûå. Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, HCV ÿâëÿåòñÿ íå òîëüêî

ãåïàòî-, íî è ëèìôîòðîïíûì âèðóñîì, ñïîñîáíûì ðåïðîäóöèðîâàòüñÿ â ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòêàõ ïåðèôåðè÷åñêîé

êðîâè. Õðîíè÷åñêàÿ âèðóñíàÿ ñòèìóëÿöèÿ Â-ëèìôîöèòîâ âåäåò ê èõ ïðîëèôåðàöèè è ìîæåò îêàí÷èâàòüñÿ

çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèåé è ðàçâèòèåì Â-ÍÕË. Ïðåäëàãàåìûé îáçîð ëèòåðàòóðû ïîñâÿùåí ìîëåêóëÿðíî-

áèîëîãè÷åñêèì ìåõàíèçìàì ðàçâèòèÿ ëèìôîïðîëèôåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ïðè õðîíè÷åñêîé HCV-èíôåêöèè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: âèðóñ ãåïàòèòà Ñ, íåõîäæêèíñêàÿ ëèìôîìà.



ýíäåìè÷åñêîé ôîðìû ëèìôîìû Áåðêèòòà — äîêàçàíà

ýòèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü âèðóñà Ýïøòåéíà-Áàðð. Îáñóæäà-

åòñÿ ó÷àñòèå â ðàçâèòèè ÍÕË ÷åëîâå÷åñêîãî Ò-êëåòî÷-

íîãî ëèìôîòðîïíîãî âèðóñà I òèïà è ãåðïåñ-âèðóñà VI

òèïà. Ïîêàçàíî äîñòîâåðíîå (â 40–60 ðàç) óâåëè÷åíèå

÷àñòîòû ðàçâèòèÿ ÍÕË ñðåäè ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ

è áîëüíûõ ÑÏÈÄîì, íàðêîìàíîâ, áîëüíûõ ïåðâè÷íû-

ìè èììóíîäåôèöèòàìè (ñèíäðîìû Âèñêîòòà-Îëäðè÷à,

×åäèàêà-Õèãàøè, Êëàéíôåëüòåðà, àòàêñèè-òåëåàíãèýê-

òàçèè), áîëüíûõ, ïîëó÷àþùèõ èììóíîñóïðåññèâíóþ

òåðàïèþ (íàïðèìåð, îïèñàíû ñëó÷àè ðàçâèòèÿ ÍÕË

ó áîëüíûõ, ïîëó÷àþùèõ èììóíîñóïðåññèâíóþ òåðà-

ïèþ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè êîñòíîãî ìîçãà ïî ïîâîäó

äðóãèõ ãåìàòîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé) [3].

Â ïîñëåäíèå ãîäû óäåëÿåòñÿ çíà÷èòåëüíîå âíèìà-

íèå âèðóñó ãåïàòèòà Ñ (HCV) êàê âîçìîæíîìó ýòèîëî-

ãè÷åñêîìó ôàêòîðó ðàçâèòèÿ ÍÕË, î ÷åì ñâèäåòåëüñò-

âóåò áîëüøîå ÷èñëî ïóáëèêàöèé.

HCV ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ îñòðîãî ãåïàòè-

òà Ñ, â 70–85% ñëó÷àåâ ïåðåõîäÿùåãî â õðîíè÷åñêèé

ãåïàòèò Ñ è ïðîãðåññèðóþùåãî â öèððîç ïå÷åíè è ãå-

ïàòîöåëëþëÿðíóþ êàðöèíîìó. Âèðóñ îáëàäàåò ìíîæå-

ñòâîì îñîáåííîñòåé, êîòîðûå ïîìîãàþò åìó èçáåãàòü

óíè÷òîæåíèÿ íåéòðàëèçóþùèìè àíòèòåëàìè è èììóí-

íûìè êëåòêàìè. Ê ýòèì îñîáåííîñòÿì îòíîñÿòñÿ âûñî-

êàÿ ÷àñòîòà çàìåí àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â îïðåäå-

ëåííûõ ÷àñòÿõ âèðóñíûõ áåëêîâ, íàëè÷èå êâàçèâèäîâ

âèðóñà, ñïåöèôè÷åñêàÿ ôóíêöèÿ åãî áåëêîâ, íàïðàâ-

ëåííàÿ ïðîòèâ ïðîòèâîâèðóñíûõ ìåõàíèçìîâ îðãàíèç-

ìà õîçÿèíà. Àíàëèç ãåíîìà HCV ïîçâîëèë âûäåëèòü 6

îñíîâíûõ ãåíîòèïîâ âèðóñà, êàæäûé èç êîòîðûõ èìå-

åò îò 1 äî 3 ïîäòèïîâ [37]. Ñóùåñòâóþò ðàçëè÷èÿ âî

âñòðå÷àåìîñòè òîãî èëè èíîãî ãåíîòèïà â ðàçëè÷íûõ

ãåîãðàôè÷åñêèõ îáëàñòÿõ. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî

â ÑØÀ è Åâðîïå ïðåâàëèðóþò ãåíîòèïû 1à è 1b, â òî

âðåìÿ êàê ãåíîòèïû 2a, 2b, 3a, 4a âñòðå÷àþòñÿ ëèøü èç-

ðåäêà; ãåíîòèï 2, ïî âñåé âèäèìîñòè, ÿâëÿåòñÿ îäíèì

èç îñíîâíûõ âèäîâ âèðóñà â Àçèè, íî òàêæå ìîæåò

áûòü ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé âûÿâëåí â ñðåäèçåìíîìîð-

ñêèõ ñòðàíàõ è ñåâåðíîé Åâðîïå; ãåíîòèï 4à ðàñïðî-

ñòðàíåí íà Ñðåäíåì Âîñòîêå è â Ñåâåðíîé Àôðèêå [31;

35]. Â Ðîññèè, êàê è â Åâðîïå â öåëîì, äîìèíèðóåò ãå-

íîòèï 1b, îñîáåííî íà Äàëüíåì Âîñòîêå (äî 80–83 %),

â Öåíòðàëüíî-×åðíîçåìíîì è Âîëãî-Âÿòñêîì ðåãèî-

íàõ. Ãåíîòèï 1a âûÿâëÿåòñÿ â Öåíòðàëüíîì, Ñåâå-

ðî-Çàïàäíîì, Âîëãî-Âÿòñêîì ðåãèîíàõ (äî 20 %), â òî

âðåìÿ, êàê íà òåððèòîðèè Âîñòî÷íîé Ñèáèðè, Öåíò-

ðàëüíî-×åðíîçåìíîì ðàéîíå è Óðàëå ðàñïðîñòðàíåí-

íîñòü åãî äî 5 %. Ãåíîòèïû 3à, 2à è 2b â Ðîññèè âûÿâ-

ëÿþòñÿ ðåäêî.

Ïåðâîå ñîîáùåíèå, ïðèâëåêøåå âíèìàíèå ê àññî-

öèàöèè ìåæäó HCV è ëèìôîïðîëèôåðàòèâíûìè çàáî-

ëåâàíèÿìè, îïóáëèêîâàíî â 1991 ã. C. Ferri et al. [13].

Èññëåäîâàòåëè óñòàíîâèëè, ÷òî ñðåäè áîëüíûõ õðîíè-

÷åñêîé HCV-èíôåêöèåé ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé âñòðå÷àåò-

ñÿ äîáðîêà÷åñòâåííîå ëèìôîïðîëèôåðàòèâíîå çàáîëå-

âàíèå — ñìåøàííàÿ êðèîãëîáóëèíåìèÿ (ÑÊ). Êëèíè-

÷åñêè ÑÊ ïðîÿâëÿåòñÿ êðèîãëîáóëèíåìè÷åñêèì

ñèíäðîìîì: ïóðïóðîé, àðòðàëãèÿìè, ïîðàæåíèåì ðÿäà

îðãàíîâ è ñèñòåì (êðèîãëîáóëèíåìè÷åñêèé ãëîìåðóëî-

íåôðèò, ïåðèôåðè÷åñêàÿ íåéðîïàòèÿ, ñèíäðîì Ðåéíî)

[14; 18]. ÑÊ îòíîñèòñÿ ê II è III òèïàì êðèîãëîáóëèíå-

ìèé ïî êëàññèôèêàöèè J.-C. Brouet (1974). Ïðè ÑÊ òè-

ïà II êðèîãëîáóëèíû ïðåäñòàâëåíû êîìïëåêñàìè ïîëè-

êëîíàëüíûõ IgG è ìîíîêëîíàëüíûõ IgM ñ àêòèâíîñ-

òüþ ðåâìàòîèäíîãî ôàêòîðà, ïðè ÑÊ òèïà III —

êîìïëåêñàìè ïîëèêëîíàëüíûõ IgG è ïîëèêëîíàëüíûõ

IgM ñ àêòèâíîñòüþ ðåâìàòîèäíîãî ôàêòîðà. Â íàñòîÿ-

ùåå âðåìÿ ÑÊ ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ñïåöèôè÷åñêîå

ïðîÿâëåíèå õðîíè÷åñêîé HCV-èíôåêöèè. Òàê, â Ðîñ-

ñèè, ïî äàííûì Ò.Ì. Èãíàòîâîé è ñîàâò., ÷àñòîòà âûÿâ-

ëåíèÿ ÑÊ ñðåäè áîëüíûõ ñ óñòàíîâëåííûì äèàãíîçîì

õðîíè÷åñêîãî ãåïàòèòà Ñ ñîñòàâèëà 37 % [1]. Ïîêàçà-

íî, ÷òî ÑÊ ñ äîñòàòî÷íî âûñîêîé ÷àñòîòîé òðàíñôîð-

ìèðóåòñÿ â çëîêà÷åñòâåííóþ ëèìôîìó [7; 17; 19].

Äàëåå áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî àíòèòåëà ê HCV ñ âû-

ñîêîé ÷àñòîòîé îïðåäåëÿþòñÿ â êðîâè áîëüíûõ ÍÕË:

C. Ferri et al. â 1994 ã. îáñëåäîâàëè 50 ïàöèåíòîâ ñ ÍÕË

è îáíàðóæèëè ó 30 % èç íèõ àíòèòåëà ê HCV, ó 32 % —

âèðåìèþ HCV [15]. Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå ãðóïïû

çäîðîâûõ ëþäåé è áîëüíûõ ëèìôîãðàíóëåìàòîçîì ïî-

êàçàëî, ÷òî ó íèõ àíòèòåëà ê HÑV âñòðå÷àþòñÿ ëèøü

â 1–3 % è 3 % ñëó÷àåâ ñîîòâåòñòâåííî.

Â ïîñëåäóþùåì áûëè ïðîâåäåíû àíàëîãè÷íûå èñ-

ñëåäîâàíèÿ, íî ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îêàçàëèñü

êðàéíå ïðîòèâîðå÷èâûìè (ñì. òàáëèöó). Øèðîêèé ðàç-

áðîñ äàííûõ (îò 0 äî 37 %) ìîæåò áûòü îáóñëîâëåí

ìíîæåñòâîì ôàêòîðîâ. Íàèáîëåå ñóùåñòâåííûìè

ïðåäñòàâëÿþòñÿ íåîäèíàêîâàÿ ðàñïðîñòðàíåííîñòü

HCV â ðàçíûõ ðåãèîíàõ ìèðà è íåîäèíàêîâàÿ ïîäâåð-

æåííîñòü ðàçíûõ ýòíè÷åñêèõ ãðóïï èíôåêöèè HCV

(ðèñ. 1), äåòåðìèíèðîâàííàÿ íåèçâåñòíûìè ãåíåòè÷åñ-

êèìè ôàêòîðàìè.

Ðèñ. 1. Âñòðå÷àåìîñòü HCV-èíôåêöèè ñðåäè áîëü-

íûõ Â-ÍÕË â ñòðàíàõ ìèðà

Äëÿ îêîí÷àòåëüíîãî ðåøåíèÿ âîïðîñà î âèðóñå ãå-

ïàòèòà Ñ êàê ôàêòîðå ðèñêà ðàçâèòèÿ ÍÕË K. Matsuo et

al. [29] ïðîâåëè ìåòà-àíàëèç 23 èññëåäîâàíèé, ïîñâÿ-

ùåííûõ ýòîìó âîïðîñó. Â ìåòà-àíàëèç áûëè âêëþ÷åíû

äàííûå 23 ðàáîò, îáúåäèíèâøèõ â îáùåé ñëîæíîñòè

4049 áîëüíûõ ÍÕË è 1813480 ÷åëîâåê â êà÷åñòâå êîí-

òðîëüíîé ãðóïïû, ïðîâåäåííûå â 10 ñòðàíàõ ìèðà. Îò-

áîð èññëåäîâàíèé ïðîâîäèëñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòðî-

ãèìè êðèòåðèÿìè, ÷òî îáåñïå÷èëî âûñîêóþ ñòàòèñòè-

÷åñêóþ äîñòîâåðíîñòü ìåòà-àíàëèçà: íå ìåíåå 50

ïàöèåíòîâ â èññëåäóåìîé ãðóïïå, òîëüêî êîãîðòíûå
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èññëåäîâàíèÿ èëè èññëåäîâàíèÿ òèïà «ñëó÷àé-êîíò-

ðîëü», èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ãðóïïû ñðàâíåíèÿ

áîëüíûõ íåçëîêà÷åñòâåííûìè çàáîëåâàíèÿìè èëè çäî-

ðîâûõ ëþäåé, èñïîëüçîâàíèå äëÿ îïðåäåëåíèÿ èíôè-

öèðîâàííîñòè HCV äèàãíîñòè÷åñêèõ òåñòîâ 2-ãî è 3-

ãî ïîêîëåíèé. Âûÿâëåíà ñèëüíàÿ ïîëîæèòåëüíàÿ àñ-

ñîöèàöèÿ ìåæäó õðîíè÷åñêîé HCV-èíôåêöèåé

è Â-ÍÕË: èíôèöèðîâàííûå âèðóñîì ãåïàòèòà Ñ ëèöà

èìåþò ðèñê ðàçâèòèÿ Â-ÍÕË ïðèìåðíî â 5 ðàç áîëü-

øèé, ÷åì íå èíôèöèðîâàííûå. Îòìå÷åí ïîâûøåííûé

ðèñê ðàçâèòèÿ ó ëèö HCV-èíôèöèðîâàííûõ Ò-êëåòî÷-

íûõ ÍÕË.

Òàêèì îáðàçîì, óñòàíîâëåíî ó÷àñòèå âèðóñà ãåïà-

òèòà Ñ â ðàçâèòèè ÷àñòè ñëó÷àåâ ÍÕË. Óòî÷íÿþòñÿ ïà-

òîãåíåòè÷åñêèå ìåõàíèçìû ðàçâèòèÿ HÕË ïðè õðîíè-

÷åñêîé HCV-èíôåêöèè.

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, HCV ÿâëÿ-

åòñÿ ãåïàòî- è ëèìôîòðîïíûì âèðóñîì. A. L. Zignego et

al. [42] óáåäèòåëüíî ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ïðè õðî-

íè÷åñêîé HCV-èíôåêöèè âèðóñ îáíàðóæèâàåòñÿ â ïåðè-

ôåðè÷åñêèõ ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòêàõ êðîâè: Ò- è Â-

ëèìôîöèòàõ, ñïîñîáåí ðåïëèöèðîâàòüñÿ â ýòèõ êëåòêàõ.

Èìåííî ëèìôîòðîïíîñòüþ âèðóñà îáúÿñíÿþòñÿ ìíîãî-

÷èñëåííûå âíåïå÷åíî÷íûå ïðîÿâëåíèÿ õðîíè÷åñêîé

HCV-èíôåêöèè, â òîì ÷èñëå ÑÊ è Â-ÍÕË.

Ðàñøèôðîâûâàåòñÿ ïàòîãåíåòè÷åñêàÿ ñâÿçü ìåæäó

HCV è ïîðàæåíèåì èììóííîé ñèñòåìû, ïðèâîäÿùàÿ

ê àóòîèììóííûì è ëèìôîïðîëèôåðàòèâíûì ðàññòðîé-

ñòâàì. Îáñóæäàåòñÿ, ÷òî ïåðñèñòåíöèÿ HCV â ïåðèôå-

ðè÷åñêèõ ìîíîíóêëåàðàõ (ïðåèìóùåñòâåííî â Â-êëåò-

êàõ) ïðèâîäèò ê èõ õðîíè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè è ïîëè-

êëîíàëüíîé, à çàòåì è ìîíîêëîíàëüíîé ïðîëèôåðàöèè

êëåòîê, ïðîäóöèðóþùèõ IgMê c àêòèâíîñòüþ ðåâìàòî-

èäíîãî ôàêòîðà, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê çëîêà÷åñòâåí-

íîé òðàíñôîðìàöèè è Â-êëåòî÷íîé ëèìôîìå.

Â ïîñëåäíèå ãîäû áûë èäåíòèôèöèðîâàí ìåì-

áðàííûé ïðîòåèí CD81 êàê ðåöåïòîð Â-ëèìôîöèòîâ

äëÿ HCV. Ýòî îòêðûòèå ìîæåò îáúÿñíèòü, êàêèì îáðà-

çîì ïðîèñõîäèò èíôèöèðîâàíèå è/èëè àêòèâàöèÿ Â-

êëåòîê âèðóñîì, è óêàçûâàòü íà ïàòîãåíåòè÷åñêóþ

ñâÿçü ìåæäó HCV è ëèìôîïðîëèôåðàòèâíûìè çàáîëå-

âàíèÿìè. Íà ïîâåðõíîñòè Â-ëèìôîöèòîâ CD81 âõîäèò

â ñîñòàâ ñèãíàëüíîãî êîìïëåêñà, ñïåöèôè÷åñêîãî äëÿ

Â-êëåòîê, âêëþ÷àþùåãî â ñåáÿ òàêæå CD19, CD21

è èíòåðôåðîí-àêòèâèðóåìóþ ìîëåêóëó Leu-13 [27].

Â ýòîì êîìïëåêñå CD21 ñâÿçûâàåò êîìïëåìåíò (Ñ3d),

CD19 îïîñðåäóåò âíóòðèêëåòî÷íîå ñèãíàëèçèðîâàíèå.

Leu-13 âûñîêî ÷óâñòâèòåëåí ê èíòåðôåðîíàì è ìîæåò

ó÷àñòâîâàòü â îòâåòå íà âèðóñíóþ èíôåêöèþ. Ïðåäïî-

ëàãàåòñÿ, ÷òî CD81 ó÷àñòâóåò â çàïóñêå ïðîöåññîâ êëå-

òî÷íîé àäãåçèè è ïðîëèôåðàöèè.

Áûëî óñòàíîâëåíî [22; 32], ÷òî ýêñïðåññèðóþùà-

ÿñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè ìîëåêóëà CD81 ìîæåò

âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ãëèêîïðîòåèíîì îáîëî÷êè HCV,

èçâåñòíûì êàê Å2, ÷òî, ñîáñòâåííî, è ïðåäïîëàãàåò

åãî ðîëü êàê ðåöåïòîðà ê HCV. Êàê ìèíèìóì 1 èç 4

îñòàòêîâ àìèíîêèñëîò â ñîñòàâå âíåêëåòî÷íîé ïåòëè

CD81 íåîáõîäèì äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòêè ñ HCV

E2 [16; 20]. Èçâåñòíî, ÷òî ïåðåêðåñòíîå ñâÿçûâàíèå

CD19/CD21/CD81/Leu-13-êîìïëåêñà ñ èñïîëüçîâà-

íèåì àíòèòåë êàê ê CD19, òàê è ê CD21, ïðèâîäèò

ê ñíèæåíèþ ïîðîãà àêòèâàöèè Â-ëèìôîöèòîâ: êëåò-

êè ñòàíîâÿòñÿ ñïîñîáíûìè ê àêòèâàöèè ìåíüøèìè

êîíöåíòðàöèÿìè àíòèãåíîâ, ÷òî âåäåò â êîíå÷íîì

ñ÷åòå ê èõ ïîâûøåííîé ïðîëèôåðàöèè. Ïîäîáíûì

îáðàçîì ñâÿçûâàíèå ÷àñòèö HCV ñ CD81-ñîäåðæà-

ùèì êîìïëåêñîì ìîæåò ñîäåéñòâîâàòü Â-êëåòî÷íîé

àêòèâàöèè è îáúÿñíÿåò ñâÿçü HCV ñ ëèìôîïðîëèôå-

ðàòèâíûìè çàáîëåâàíèÿìè.

Íåäàâíî áûëà îáíàðóæåíà ïðîëèôåðàöèÿ CD5+-

ïîïóëÿöèè Â-ëèìôîöèòîâ ïðè õðîíè÷åñêîé HCV-èí-

ôåêöèè [11], êîòîðàÿ ìîæåò ïðèâîäèòü ê àóòîèììóí-

íûì ðàññòðîéñòâàì [43]. Ïî íåêîòîðûì äàííûì,

ÑD5+-ëèìôîöèòû ÿâëÿþòñÿ îñíîâíîé ìèøåíüþ âèðó-

ñà. M. P. Curry et al. [10] ïîêàçàëè ïðîëèôåðàöèþ

ÑD5+-ëèìôîöèòîâ â ïå÷åíè áîëüíûõ ñ ðàçëè÷íûìè

ñòàäèÿìè HCV-èíôåêöèè (õðîíè÷åñêèì ãåïàòèòîì

è öèððîçîì ïå÷åíè) è çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ýêñ-

ïðåññèè CD81 íà ïîâåðõíîñòè ýòèõ êëåòîê.

Èçó÷àëèñü íàðóøåíèÿ â ãåíàõ, ÿâëÿþùèõñÿ êëþ÷å-

âûìè â ìåõàíèçìå àïîïòîçà [41]. Â ãðóïïå 15 áîëüíûõ

ñ HCV-àññîöèèðîâàííîé ñìåøàííîé êðèîãëîáóëèíå-

ìèåé 86 % èç íèõ èìåëè JH/bcl-2 òðàíñëîêàöèþ, â òî

âðåìÿ êàê ó HCV-èíôèöèðîâàííûõ áîëüíûõ áåç ÑÊ

ïîäîáíîå íàðóøåíèå áûëî îáíàðóæåíî ëèøü â 16 %

ñëó÷àåâ, à ñðåäè ñòðàäàþùèõ õðîíè÷åñêèìè áîëåçíÿ-

ìè ïå÷åíè äðóãîé ýòèîëîãèè íå âñòðå÷àëîñü âîîáùå.

Äðóãèå èññëåäîâàòåëè èçó÷àëè âîçíèêíîâåíèå ðåà-

ðàíæèðîâîê ãåíà bcl-2 è ãåíîâ èììóíîãëîáóëèíîâ.

Â ãðóïïå 44 áîëüíûõ ñ HCV è ÑÊ bcl-2 òðàíñëîêàöèè

áûëè îáíàðóæåíû â 39 % èç íèõ, â òî âðåìÿ, êàê ó 59

ïàöèåíòîâ ñ õðîíè÷åñêîé HCV-èíôåêöèåé, íî áåç ÑÊ

bcl-2 òðàíñëîêàöèè áûëè îáíàðóæåíû ëèøü ó 12 % èç

íèõ, à ó 50 áîëüíûõ ñ õðîíè÷åñêîé ïàòîëîãèåé ïå÷åíè,
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íå ñâÿçàííîé ñ HCV, bcl-2 òðàíñëîêàöèè íå âûÿâëÿ-

ëèñü [44].

Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò âåðñèþ î ìíîãîñòóïåí-

÷àòîì ìåõàíèçìå ïàòîãåííîãî äåéñòâèÿ HCV, âêëþ÷à-

þùåì â ñåáÿ ñòèìóëÿöèþ êëîíàëüíîé ïðîëèôåðàöèè

Â-ëèìôîöèòîâ è áëîêèðîâàíèå àïîïòîçà, ÷òî âåäåò

ê ðàçâèòèþ ÍÕË (ðèñ. 2).

Ðèñ. 2. Ïàòîãåíåç ïîðàæåíèÿ ñèñòåìû êðîâè ïðè

õðîíè÷åñêîì ãåïàòèòå Ñ

Ïîêàçàíî, ÷òî áîëåå âûñîêàÿ ÷àñòîòà ðàçâèòèÿ

ÍÕË àññîöèèðîâàíà ñ îïðåäåëåííûì ãåíîòèïîì HCV

è HLA-àíòèãåíàìè. Silvestri et al. [36], âûÿâèâ ñðåäè

470 áîëüíûõ ÍÕË 42 áîëüíûõ ñ HCV-Ab, ïðîâåëè ãå-

íîòèïèðîâàíèå HCV-RNA ó 31 èç íèõ. Áûëî îáíàðóæå-

íî âûðàæåííîå ïðåâàëèðîâàíèå ãåíîòèïà 2àñ (48,4 %).

Â êîíòðîëüíîé ãðóïïå (çäîðîâûå äîíîðû êðîâè

è áîëüíûå õðîíè÷åñêèìè çàáîëåâàíèÿìè ïå÷åíè áåç

HCV-Ab) íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àëñÿ ãåíîòèï 1b

(64 %), ÷òî ñîâïàäàåò ñ àíàëîãè÷íûìè äàííûìè ïî

Èòàëèè â öåëîì (60 %) [31]. Îñòàëüíûå ãåíîòèïû ïðè

ýòîì âñòðå÷àëèñü ñ ÷àñòîòîé ìåíåå 10 % êàæäûé. Ýòî

ñâèäåòåëüñòâóåò, ÷òî HCV äåéñòâèòåëüíî ìîæåò ÿâ-

ëÿòüñÿ ôàêòîðîì èëè êîôàêòîðîì, âåäóùèì ê ðàçâè-

òèþ ÍÕË, è ðåàëèçóåòñÿ ýòî ÿâëåíèå íà óðîâíå âçà-

èìîäåéñòâèÿ ãåíîìîâ âèðóñà è èíôèöèðîâàííîãî ÷å-

ëîâåêà, ïðè÷åì íàèáîëåå îïàñåí ãåíîòèï 2àñ.

Èññëåäîâàíèå, ïðîâåäåííîå ãðóïïîé èòàëüÿíñêèõ

ñïåöèàëèñòîâ, âûÿâèëî çíà÷èòåëüíóþ ïðåäðàñïîëî-

æåííîñòü ê ðàçâèòèþ HCV-àññîöèèðîâàííûõ ÍÕË

ó áîëüíûõ ñ îïðåäåëåííûì íàáîðîì HLA-àíòèãåíîâ:

ðèñê ðàçâèòèÿ ÍÕË çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò ó HCV-

èíôèöèðîâàííûõ íîñèòåëåé àíòèãåíîâ HLA-B8

è HLA-DR3, áîëåå òîãî, áûëî ïîñ÷èòàíî, ÷òî ðèñê

ðàçâèòèÿ ÑÊ çàìåòíî âûøå ó íîñèòåëåé îáîèõ àíòèãå-

íîâ îäíîâðåìåííî [26]. Îñíîâûâàÿñü íà ýòèõ äàííûõ,

ìîæíî îáúÿñíèòü ñòîëü âûñîêóþ ÷àñòîòó HCV-àññî-

öèðîâàííûõ ÍÕË â îïðåäåëåííûõ ãåîãðàôè÷åñêèõ

ðåãèîíàõ (â ÷àñòíîñòè, Èòàëèè): î÷åâèäíî, ãåíîòèï

æèòåëåé èìåííî ýòèõ îáëàñòåé íàèáîëåå ïðåäðàñïî-

ëîæåí ê ðàçâèòèþ ÍÕË âñëåäñòâèå íåèçâåñòíûõ ôàê-

òîðîâ.

Ïðè õðîíè÷åñêîé HCV-èíôåêöèè èç âñåãî ìíîãî-

îáðàçèÿ çëîêà÷åñòâåííûõ ëèìôîì íàèáîëåå ÷àñòî ðàç-

âèâàåòñÿ îïðåäåëåííûé òèï îïóõîëè. Áîëåå 75 % ëèì-

ôîì ïðè HCV ïðîèñõîäÿò èç B-ëèìôîöèòîâ (Â-ÍÕË)

è îòíîñÿòñÿ ê ëèìôîìàì íèçêîé èëè ñðåäíåé ñòåïåíè

çëîêà÷åñòâåííîñòè. ×àùå ïðè õðîíè÷åñêîé HCV-èí-

ôåêöèè âñòðå÷àþòñÿ äèôôóçíûå êðóïíîêëåòî÷íûå 

Â-ÍÕË [25]. Èìåþòñÿ äàííûå, ÷òî íåêîòîðûå âèäû

ëèìôîì âñòðå÷àþòñÿ îñîáåííî ÷àñòî: ëèìôîïëàçìî-

öèòîèäíàÿ ëèìôîìà/èììóíîöèòîìà, ìîíîöèòîèäíàÿ

Â-êëåòî÷íàÿ ëèìôîìà, äèôôóçíàÿ êðóïíîêëåòî÷íàÿ

ëèìôîìà. Ïðåäïîëàãàåòñÿ ñâÿçü ìåæäó HCV è ëèìôî-

ìîé ìóêîçà-àññîöèèðîâàííîé ëèìôîèäíîé òêàíè

(MALT-ëèìôîìîé). Ðÿä èññëåäîâàíèé ñâèäåòåëüñòâó-

åò, ÷òî íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþùåéñÿ ïðè HCV-èí-

ôåêöèè ëèìôîìîé ÿâëÿåòñÿ ëèìôîïëàçìîöèòîäíàÿ

ëèìôîìà/èììóíîöèòîìà [36; 40].

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Ñîâðåìåííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñ âûñîêîé ñòåïå-

íüþ óâåðåííîñòè ãîâîðèòü î âèðóñå ãåïàòèòà Ñ êàê îá

îäíîì èç ýòèîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, ñïîñîáíûõ ïðèâî-

äèòü ê ðàçâèòèþ íåõîäæêèíñêèõ ëèìôîì. Ìíîãî÷èñ-

ëåííûå èññëåäîâàíèÿ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ðàñøèô-

ðîâàëè ïàòîãåíåç çëîêà÷åñòâåííîãî ïåðåðîæäåíèÿ

ëèìôîèäíîé òêàíè ïîä äåéñòâèåì HCV â ñâÿçè ñ òåì,

÷òî HCV ñïîñîáåí èíôèöèðîâàòü íå òîëüêî ãåïàòîöè-

òû, íî è ëèìôîöèòû. Õðîíè÷åñêàÿ âèðóñíàÿ ñòèìóëÿ-

öèÿ âåäåò ê ïðîëèôåðàöèè ëèìôîöèòîâ è ñèíòåçó

çàùèòíûõ àíòèòåë. Ñî âðåìåíåì çàùèòíàÿ ðåàêöèÿ ïå-

ðåõîäèò â ïàòîëîãè÷åñêóþ ñ ðàçâèòèåì äîáðîêà÷åñò-

âåííîãî ëèìôîïðîëèôåðàòèâíîãî çàáîëåâàíèÿ — ñìå-

øàííîé êðèîãëîáóëèíåìèè, êîòîðàÿ â äàëüíåéøåì ìî-

æåò ïåðåéòè â çëîêà÷åñòâåííîå, à èìåííî â ÍÕË.

Èñõîäÿ èç ýòèõ ïðåäñòàâëåíèé, öåëåñîîáðàçíûì

ìîæåò áûòü äîáàâëåíèå â ñõåìû ëå÷åíèÿ ÍÕË ó HCV-

èíôèöèðîâàííûõ áîëüíûõ ïðîòèâîâèðóñíûõ ïðåïàðà-

òîâ. Òåì íå ìåíåå íåîáõîäèìû äàëüíåéøèå, áîëåå

êðóïíûå èññëåäîâàíèÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ èñòèííîé ñïî-

ñîáíîñòè ÍCV âûçûâàòü ÍÕË. Áîëåå äåòàëüíîå èçó÷å-

íèå ïàòîãåíåçà ëèìôîïðîëèôåðàòèâíûõ ðàññòðîéñòâ

ïðè õðîíè÷åñêîé HCV-èíôåêöèè ïîçâîëèò ãëóáæå ïî-

íÿòü èíòèìíûå ìåõàíèçìû êàíöåðîãåíåçà è ïîâûñèòü

ýôôåêòèâíîñòü ëå÷åíèÿ ÍÕË.
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ABSTRACT

Prostate-specific antigen (PSA) is elevated in the blood of men with prostate cancer, so it is usable for early detection of

this cancer. The use of two PSA forms: total (PSAt) and free (PSAf) enhances specificity of PSA test. Biochip technology opens

up the new possibilities for this tumor marker application to cancer screening. So the goal of the investigation was the develop-

ment of the biochip-based test-system for simultaneous determination of two PSA forms (PSAt and PSAf) in human serum.

Gel-based microchips with immobilized monoclonal antibodies against two forms of tumor antigen were manufac-

tured in Biochip center of EIMB, RAS. PSAt and PSAf concentrations were determined in 'sandwich' immunoassay with

fluorescence detection.

Biochip-based test-system for PSAt and PSAf had reasonable analytical performance characteristics. Standard

curves obtained in different experiments for PSAt and PSAf had the good reproducibility, coefficients of variation (CV)

≤11 %. The lower limit of detection of the test-system for PSAt and PSAf was 0.1 ng/ml. "Recovery"-test demonstrat-

ed that difference of measured concentration from the design one was from 5 to 9 % for PSAt and from 2 to 9 % for

PSAf. No cross-reactivity was observed between PSA and the other tumor markers: alpha-fetoprotein, carcinoembrion-

ic antigen and cancer antigens CA 19-9, CA 15-3, CA 125.

New biochip-based test-system was examined with the use of clinical material, including sera of cancer patients and

healthy donors. It was found, that the levels of PSAt and PSAf in sera of healthy donors did not exceed the cut-off lev-

els: 4 ng/ml and 1.1 ng/ml, respectively. Correlation coefficients for concentrations of PSAt and PSAf in sera of patients

with prostate cancer determined in biochip-based test-system and in system Roche Diagnostics were ≥0.99 (p<0.001);

in biochip-based test-system and in system CanAg - ≥0.99 (p<0.01) also.

Thus the laboratory variant of the new biochip-based test-system for PSAt and PSAf was developed. In the future

the new system may be used for prostate cancer diagnostics in the group of high risk (men older than 50).

Key words: Protein biochip, cancer diagnostics, prostate cancer, PSA, PSAt, PSAf.
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ÐÅÇÞÌÅ

Ïðîñòàòè÷åñêèé ñïåöèôè÷åñêèé àíòèãåí (ÏÑÀ) îòíîñèòñÿ ê íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ìàðêåðàì ðàêà

ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. Ïðèìåíåíèå â äèàãíîñòèêå ÐÏÆ 2 ôîðì ýòîãî àíòèãåíà — îáùåé è ñâîáîäíîé (ÏÑÀîáù



ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Ýôôåêòèâíàÿ äèàãíîñòèêà — îäíà èç êëþ÷åâûõ

ïðîáëåì îíêîëîãèè è çàëîã óñïåøíîãî ëå÷åíèÿ ðàêà.

Ñîâðåìåííûå äîñòèæåíèÿ â èçó÷åíèè ìîëåêóëÿð-

íûõ ìåõàíèçìîâ ðàçâèòèÿ çëîêà÷åñòâåííîãî ïðîöåññà

ñïîñîáñòâîâàëè âîçíèêíîâåíèþ íîâûõ ïîäõîäîâ ê äèà-

ãíîñòèêå ðàêà è ñîçäàíèþ ïðèíöèïèàëüíî íîâûõ òåñò-

ñèñòåì [10]. Çàäà÷à äèàãíîñòèêè íîâîãî ïîêîëåíèÿ —

ó÷åò è òî÷íîå êîëè÷åñòâåííîå èçìåðåíèå øèðîêîãî

ñïåêòðà áèîìàðêåðîâ, ñèíòåçèðóþùèõñÿ â ïðîöåññå

ðàçâèòèÿ îïóõîëè. Ïîëíûé àíàëèç ýòîé èíôîðìàöèè

ïîçâîëèò ñ âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ äèàãíîñòèðî-

âàòü ðàííèå ñòàäèè îïóõîëåâîãî ïðîöåññà.

Íà ïðîòÿæåíèè ìíîãèõ ëåò â äèàãíîñòè÷åñêèõ öå-

ëÿõ øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ èììóíîõèìè÷åñêèå ìàðêåðû,

ñðåäè êîòîðûõ îñíîâíîå ìåñòî çàíèìàþò îïóõîëåàññî-

öèèðîâàííûå àíòèãåíû, îïðåäåëÿåìûå â ñûâîðîòêå êðî-

âè. Ýòè ìàðêåðû â îñíîâíîì èñïîëüçóþòñÿ â ïðîãíîñòè-

÷åñêèõ öåëÿõ, èõ ïðèìåíåíèå äëÿ äèàãíîñòèêè ðàííèõ

ñòàäèé îïóõîëåâîãî ïðîöåññà îãðàíè÷åíî. Ïîêàçàíî,

÷òî èñïîëüçîâàíèå êîìáèíàöèé îïóõîëåâûõ ìàðêåðîâ

ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè äèàãíîñòèêè

çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé [7; 8; 15; 16]. Íà ñå-

ãîäíÿøíèé äåíü îäíîâðåìåííîå îïðåäåëåíèå â îäíîì

îáðàçöå ñûâîðîòêè êðîâè íåñêîëüêèõ îíêîìàðêåðîâ

ñ ïîìîùüþ ñóùåñòâóþùèõ êîììåð÷åñêèõ äèàãíîñòèêó-

ìîâ ïðåäñòàâëÿåò çíà÷èòåëüíûå òðóäíîñòè.

Ðàçðàáîòêà ìíîæåñòâåííûõ (ìóëüòèïëåêñíûõ) äè-

àãíîñòè÷åñêèõ òåñò-ñèñòåì, âêëþ÷àþùèõ íåñêîëüêî

(â ïåðñïåêòèâå — ñîòíè è òûñÿ÷è) ïîòåíöèàëüíûõ

ìàðêåðîâ, — îñíîâíàÿ çàäà÷à äèàãíîñòèêè áóäóùåãî.

Èìåííî ýòó çàäà÷ó ïîìîãàåò ðåøèòü âîçíèêøàÿ íà ðó-

áåæå âåêîâ òåõíîëîãèÿ áèîëîãè÷åñêèõ ìèêðî÷èïîâ.

Ìèêðî÷èï — ýòî ìàññèâ èíäèâèäóàëüíûõ ìèêðî-

ÿ÷ååê, ñîäåðæàùèõ ðàçëè÷íûå çîíäû (ÄÍÊ, ÐÍÊ, áåë-

êè, àíòèòåëà è äð.) äëÿ ïðîâåäåíèÿ õèìè÷åñêèõ, èììó-

íîëîãè÷åñêèõ èëè ôåðìåíòàòèâíûõ ðåàêöèé. Îñíîâ-

íîå ïðåèìóùåñòâî ìèêðî÷èïà ïåðåä òðàäèöèîííûìè

ìåòîäàìè — âîçìîæíîñòü îäíîâðåìåííîãî àíàëèçà

îáðàçöà ïî ìíîãèì ïàðàìåòðàì ñ èñïîëüçîâàíèåì ìè-

íèìàëüíûõ êîëè÷åñòâ àíàëèçèðóåìîãî ìàòåðèàëà è äî-

ðîãîñòîÿùèõ ðåàãåíòîâ.

Íàèáîëåå øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ïîëó÷èëè

ÄÍÊ-ìèêðî÷èïû ñ èììîáèëèçîâàííûìè îëèãîíóêëåî-

òèäíûìè çîíäàìè [11], êîòîðûå óñïåøíî ïðèìåíÿþòñÿ

â ôóíäàìåíòàëüíîé íàóêå è ìåäèöèíå.

Ðàçðàáîòêà áåëêîâûõ ìèêðî÷èïîâ ïðåäñòàâëÿåò

ñîáîé âàæíóþ è ãîðàçäî áîëåå òðóäíî ðåøàåìóþ çà-

äà÷ó, ïîñêîëüêó áåëêè, ðåàëèçóþùèå âàæíåéøèå

ôóíêöèè êëåòêè, ÿâëÿþòñÿ áîëåå ñëîæíûìè è ëà-

áèëüíûìè ìîëåêóëàìè, ÷åì ÄÍÊ. Îñîáóþ ïðîáëåìó

ïðåäñòàâëÿåò ðàçðàáîòêà áåëêîâûõ ÷èïîâ íà îñíîâå

ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë äëÿ èììóíîìåòðè÷åñêîãî

àíàëèçà îïóõîëåâûõ ìàðêåðîâ. Îñíîâíàÿ òðóäíîñòü

ðåøåíèÿ ýòîé çàäà÷è ñîñòîèò â ïîäáîðå òàêèõ óñëî-

âèé ïðîâåäåíèÿ èììóíîàíàëèçà, êîòîðûå áûëè áû

îäèíàêîâî îïòèìàëüíû äëÿ âñåõ ìàðêåðîâ, îáúåäèíÿ-

åìûõ íà ÷èïå.

Â Èíñòèòóòå ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè èì. Â. À. Ýí-

ãåëüãàðäòà ÐÀÍ (ÈÌÁ ÐÀÍ) ðàçðàáîòàíà òåõíîëîãèÿ

ìèêðî÷èïîâ íà îñíîâå òðåõìåðíûõ ãåëåâûõ ýëåìåí-

òîâ, ñîäåðæàùèõ èììîáèëèçîâàííûå áåëêè [1; 3; 12;

13]. Òðåõìåðíàÿ ñòðóêòóðà ãåëÿ ïîâûøàåò åìêîñòü ÿ÷å-

åê ïî ñðàâíåíèþ ñ òðàäèöèîííî ïðèìåíÿåìûì â ÷èïàõ

äâóõìåðíûì ñëîåì, óâåëè÷èâàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü àíà-

ëèçà, à òàêæå îáåñïå÷èâàåò îêðóæåíèå èììîáèëèçî-

âàííûõ ñîåäèíåíèé, ïîçâîëÿþùåå ñîõðàíÿòü áåëêè

â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè.

Ñ âîçíèêíîâåíèåì îòå÷åñòâåííîé òåõíîëîãèè áåë-

êîâûõ ìèêðî÷èïîâ ïîÿâèëàñü âîçìîæíîñòü íà÷àòü ðàç-
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è ÏÑÀñâ) — çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò ñïåöèôè÷íîñòü ÏÑÀ-òåñòà. Òåõíîëîãèÿ áèî÷èïîâ îòêðûâàåò íîâûå

âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ýòîãî ìàðêåðà äëÿ ñêðèíèíãà ÐÏÆ. Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëà ðàçðàáîòêà òåñò-ñèñòåìû

íà îñíîâå áèî÷èïîâ (èçãîòîâëåíû â ÈÌÁ ÐÀÍ) äëÿ îäíîâðåìåííîãî êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ 2 ôîðì ÏÑÀ.

Òåñò-ñèñòåìà íà îñíîâå áèî÷èïà íà 2 ôîðìû ÏÑÀ èìåëà óäîâëåòâîðèòåëüíûå àíàëèòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè.

Êàëèáðîâî÷íûå êðèâûå íà ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ áûëè õîðîøî âîñïðîèçâîäèìû â ðàçëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàõ,

êîýôôèöèåíòû âàðèàöèè ≤11 %. Àíàëèòè÷åñêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü òåñò-ñèñòåìû êàê äëÿ ÏÑÀîáù, òàê è äëÿ

ÏÑÀñâ ñîñòàâëÿëà 0,1 íã/ìë. Òåñò íà "îòêðûòèå" ïîêàçàë, ÷òî îòëè÷èå èçìåðÿåìîé êîíöåíòðàöèè îò ðàñ÷åòíîé

ñîñòàâèëî îò 5 äî 9 % äëÿ ÏÑÀîáù è îò 2 äî 9 % äëÿ ÏÑÀñâ. Ïðîâåðêà òåñò-ñèñòåìû íà ñïåöèôè÷íîñòü ïîêàçàëà

îòñóòñòâèå ïåðåêðåñòíîé ðåàêòèâíîñòè ñ äðóãèìè îïóõîëåàññîöèèðîâàííûìè àíòèãåíàìè: ÀÔÏ, ÐÝÀ, è ðàêîâûìè

àíòèãåíàìè ÑÀ 19-9, ÑÀ 15-3 è ÑÀ 125.

Òåñò-ñèñòåìà íà áèî÷èïå áûëà àïðîáèðîâàíà íà êëèíè÷åñêîì ìàòåðèàëå, âêëþ÷àþùåì ñûâîðîòêè

îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ è çäîðîâûõ äîíîðîâ. Óðîâíè ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ â ñûâîðîòêàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ íå

ïðåâûøàëè îáùåïðèíÿòûõ ïîðîãîâûõ óðîâíåé: 4 è 1,1 íã/ìë ñîîòâåòñòâåííî. Êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè óðîâíåé

ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ â ñûâîðîòêàõ áîëüíûõ ÐÏÆ, èçìåðåííûõ íà áèî÷èïå è â òåñò-ñèñòåìå Roche Diagnostics,

ñîñòàâèëè ≥0,99, (ð<0,001); èçìåðåííûõ íà áèî÷èïå è â òåñò-ñèñòåìå CanAg — òàêæå ≥0,99, (ð< 0,01).

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàí ëàáîðàòîðíûé âàðèàíò íîâîé òåñò-ñèñòåìû â ôîðìàòå áèî÷èïà äëÿ îäíîâðåìåííîãî

îïðåäåëåíèÿ 2 ôîðì ÏÑÀ. Â áóäóùåì íîâàÿ òåñò-ñèñòåìà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ðàííåé äèàãíîñòèêè è

ñêðèíèíãà ÐÏÆ â ãðóïïàõ âûñîêîãî îíêîëîãè÷åñêîãî ðèñêà (ìóæ÷èíû ñòàðøå 50 ëåò).

Êëþ÷åâûå ñëîâà: áåëêîâûé ìèêðî÷èï, äèàãíîñòèêà ðàêà, ðàê ïðîñòàòû, ÏÑÀ, ÏÑÀîáù, ÏÑÀñâ.



ðàáîòêè äèàãíîñòè÷åñêîé òåñò-ñèñòåìû â ôîðìàòå

áèî÷èïà äëÿ îäíîâðåìåííîãî êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäå-

ëåíèÿ ñðàçó íåñêîëüêèõ îïóõîëåâûõ ìàðêåðîâ. Ñîçäà-

íèå òàêîé ñèñòåìû â ïåðñïåêòèâå ìîæåò ïðèâåñòè ê ñó-

ùåñòâåííûì èçìåíåíèÿì â äèàãíîñòèêå ðàêà ñ ïîìî-

ùüþ áåëêîâûõ ìàðêåðîâ.

Ïåðâûì ýòàïîì íà ïóòè ñîçäàíèÿ äèàãíîñòè÷åñêîé

òåñò-ñèñòåìû â ôîðìàòå áèî÷èïà íà íåñêîëüêî îïóõîëå-

âûõ ìàðêåðîâ áûëà ðàçðàáîòêà ñèñòåìû äëÿ îäíîâðå-

ìåííîãî êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà 2 ôîðì ïðîñòàòà-ñïå-

öèôè÷åñêîãî àíòèãåíà (ÏÑÀ) — ãëàâíîãî ìàðêåðà ðàêà

ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. ÏÑÀ øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ

â êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ íå òîëüêî äëÿ ìîíèòî-

ðèíãà òå÷åíèÿ çàáîëåâàíèÿ, îöåíêè ïðîâîäèìîãî ëå÷å-

íèÿ, ïðîãíîçèðîâàíèÿ îïóõîëåâîãî ïðîöåññà, íî è äëÿ

ðàííåé äèàãíîñòèêè è ñêðèíèíãà íà ðàê ïðåäñòàòåëüíîé

æåëåçû [2; 9]. Îäíîâðåìåííîå èñïîëüçîâàíèå 2 ôîðì

ÏÑÀ: îáùåé (ÏÑÀîáù) è ñâîáîäíîé (ÏÑÀñâ) óâåëè÷è-

âàåò ñïåöèôè÷íîñòü ÏÑÀ-òåñòà [9]. Òåõíîëîãèÿ áèî÷è-

ïîâ îòêðûâàåò íîâûå âîçìîæíîñòè äëÿ îäíîâðåìåííîãî

îïðåäåëåíèÿ 2 ôîðì ÏÑÀ (à â ïåðñïåêòèâå — è äðóãèõ

ìàðêåðîâ) äëÿ ðàííåé äèàãíîñòèêè ðàêà ïðîñòàòû.

Ðàíåå íàìè ïîêàçàíà ïðèíöèïèàëüíàÿ âîçìîæ-

íîñòü êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà îïóõîëåâûõ ìàðêåðîâ

â óñëîâèÿõ ãåëåâûõ ìèêðî÷èïîâ [1; 6].

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëà ðàçðàáîòêà

äèàãíîñòè÷åñêîé òåñò-ñèñòåìû â ôîðìàòå áèî÷èïà äëÿ

îäíîâðåìåííîãî êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ 2 ôîðì

ÏÑÀ (ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ) êàê ïåðâîãî ýòàïà íà ïóòè ñî-

çäàíèÿ áèî÷èïà äëÿ îïðåäåëåíèÿ íåñêîëüêèõ îïóõîëå-

âûõ ìàðêåðîâ.

ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄÛ

Òðåõìåðíûå ìèêðî÷èïû íà îñíîâå ãèäðîãåëåé

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ìèêðî÷èïû íà îñíîâå ãèä-

ðîãåëåé ñ èììîáèëèçîâàííûìè ìîíîêëîíàëüíûìè àí-

òèòåëàìè ê 2 ôîðìàì ÏÑÀ, ðàçðàáîòàííûå â ÈÌÁ

ÐÀÍ. Áèî÷èï ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìàòðèöó òðåõìåðíûõ

ïîëóñôåðè÷åñêèõ ãåëåâûõ ýëåìåíòîâ, îòäåëåííûõ

äðóã îò äðóãà ãèäðîôîáíîé ïîâåðõíîñòüþ ïðåäìåòíî-

ãî ñòåêëà (ðèñ. 1). Êàæäàÿ ÿ÷åéêà ìàòðèöû, ïðåäñòàâ-

ëÿþùàÿ ñîáîé èíäèâèäóàëüíûé ìèêðîêîíòåéíåð îáú-

åìîì 1 íàíîëèòð èëè ìåíåå, êîòîðóþ ìîæíî ðàññìàò-

ðèâàòü êàê ìèíèàòþðíóþ ïðîáèðêó èëè ëóíêó

ïëàíøåòà, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ïðîâåäåíèÿ

ðàçëè÷íûõ ðåàêöèé.

Àíòèãåíû, ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà 

è îáðàçöû ñûâîðîòîê

Àíòèãåíû: ÏÑÀ, ðàêîâîýìáðèîíàëüíûé àíòèãåí

(ÐÝÀ), àëüôà-ôåòîïðîòåèí (ÀÔÏ) è ðàêîâûå àíòèãåíû

ÑÀ 19-9, ÑÀ 15-3 è ÑÀ 125 ïîëó÷åíû íà ôèðìå Õå-

ìà-Ìåäèêà (Ðîññèÿ). Ãîòîâûå ðàñòâîðû ñòàíäàðòîâ

ÏÑÀ ïðèîáðåòåíû íà ôèðìå CanAg (Øâåöèÿ).

Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ñïåöèôè÷åñêèå

ê ÏÑÀ, ïðåäîñòàâëåíû Ëàáîðàòîðèåé ýêñïåðèìåíòàëü-

íîé äèàãíîñòèêè è áèîòåðàïèè îïóõîëåé ÃÓ Îíêîëî-

ãè÷åñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ

(ÐÎÍÖ ÐÀÌÍ) [4; 5] èëè ïðèîáðåòåíû íà ôèðìå

CanAg (Øâåöèÿ).

Äèàãíîñòè÷åñêèå íàáîðû äëÿ îïðåäåëåíèÿ îáùåé

èëè ñâîáîäíîé ôîðì ÏÑÀ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû äèà-

ãíîñòè÷åñêèå íàáîðû ôèðìû CanAg (Øâåöèÿ).

Âåðèôèöèðîâàííûå îáðàçöû ñûâîðîòîê ëþáåçíî

ïðåäîñòàâëåíû Ëàáîðàòîðèåé êëèíè÷åñêîé èììóíîëîãèè

è Óðîëîãè÷åñêèì îòäåëåíèåì ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëî-

õèíà ÐÀÌÍ. Êîíöåíòðàöèÿ àíòèãåíà â ñûâîðîòêàõ îï-

ðåäåëåíà ñ ïîìîùüþ àâòîìàòèçèðîâàííîé ýëåêòðîõå-

ìèëþìèíåñöåíòíîé òåñò-ñèñòåìû ELECSYS ôèðìû

Roche Diagnostics (Ãåðìàíèÿ).

Èììóíîàíàëèç íà áèî÷èïå

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàí äâóõñòàäèéíûé ñýíäâè÷-âà-

ðèàíò èììóíîàíàëèçà. Áûëè ïîëó÷åíû ìèêðî÷èïû

ñ èììîáèëèçîâàííûìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè,

ñïåöèôè÷íûìè ê ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ. Íà ìèêðî÷èïû íà-

íîñèëè ðàñòâîð àíòèãåíà èëè îáðàçåö ñûâîðîòêè êðîâè

è ïîñëå ýòîãî — âòîðûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà,

ñïåöèôè÷íûå ê ÏÑÀ, ìå÷åííûå ôëþîðåñöåíòíûì êðà-

ñèòåëåì (Cy 5). Ôëþîðåñöåíòíûå ñèãíàëû ðåãèñòðèðî-

âàëè ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà áèî÷èïîâ íà îñíîâå CCD

êàìåðû, ñîïðÿæåííîãî ñ êîìïüþòåðíîé ñèñòåìîé,

ñî ñïåöèàëüíûì ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì (Áèî÷èï

ÈÌÁ, Ðîññèÿ).
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Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðà áèî÷èïîâ íà îñíîâå ãèäðîãåëåé:

a — îáùèé âèä; 

á — ôîòî; 

â — óâåëè÷åííîå èçîáðàæåíèå

à

á

â



Êîíöåíòðàöèè 2 ôîðì ÏÑÀ â îáðàçöàõ ñûâîðîòêè îï-

ðåäåëÿëè ïî ñîîòâåòñòâóþùèì êàëèáðîâî÷íûì êðèâûì.

×óâñòâèòåëüíîñòü

Àíàëèòè÷åñêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü òåñò-ñèñòåìû

îïðåäåëÿëè êàê êîíöåíòðàöèþ àíòèãåíà, ñîîòâåòñòâó-

þùóþ ñðåäíåé (12-êðàòíî îïðåäåëåííîé) ôëþîðåñ-

öåíöèè íóëåâîãî ñòàíäàðòà ïëþñ 2 ñòàíäàðòíûõ îò-

êëîíåíèÿ (ñðåäíÿÿ âåëè÷èíà + 2SD).

Áèîëîãè÷åñêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü òåñò-ñèñòåìû

â ôîðìàòå áèî÷èïà îïðåäåëÿëè, èñïîëüçóÿ ñûâîðîòêè

êðîâè ìóæ÷èí ñ íèçêèìè êîíöåíòðàöèÿìè ÏÑÀ [14].

Áèîëîãè÷åñêèé ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ â èììóíîàíàëèçå

íà ìèêðî÷èïå áûë ðàññ÷èòàí êàê ïåðâîå ñðåäíåå çíà÷å-

íèå êîíöåíòðàöèè 3-êðàòíî èçìåðåííîãî îáðàçöà ñû-

âîðîòêè, ïðåâûøàþùåå íà 2SD äîâåðèòåëüíûé èíòåð-

âàë ìíîãîêðàòíî îïðåäåëåííîãî íóëåâîãî êàëèáðàòîðà

(p<0,05).

Ñïåöèôè÷íîñòü

Òåñò íà ñïåöèôè÷íîñòü ñòàâèëè â 2 âàðèàíòàõ.

Â ïåðâîì, íàðÿäó ñ ÏÑÀ â êîíöåíòðàöèè 30 íã/ìë,

íà ÷èïû íàíîñèëè è äðóãèå îïóõîëåâûå ìàðêåðû:

ÀÔÏ — 100 íã/ìë; ÐÝÀ — 64 íã/ìë; ðàêîâûå àíòèãå-

íû ÑA 19-9 — 240 åä/ìë; CA 15-3 — 240 åä/ìë; CA-

125 — 400 åä/ìë. Âî âòîðîì âàðèàíòå â òåñòå íà ñïåöè-

ôè÷íîñòü èñïîëüçîâàëè ñûâîðîòêè êðîâè æåíùèí

ñ ðàçëè÷íûìè îíêîëîãè÷åñêèìè çàáîëåâàíèÿìè ñ âû-

ñîêèìè óðîâíÿìè îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãå-

íîâ: ÐÝÀ, — 1340 íã/ìë; ÀÔÏ — 40 íã/ìë; è ðàêîâûõ

àíòèãåíîâ ÑÀ 19-9, — 604 åä/ìë; ÑÀ 15-3, —

58,7 åä/ìë è ÑÀ 125, — 658 åä/ìë, à òàêæå ñûâîðîòêó

êðîâè ìóæ÷èíû ñ óðîâíåì ÏÑÀ 21,2 íã/ìë.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Ïîñòðîåíèå êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ

Áûëà èçãîòîâëåíà ïàðòèÿ áèî÷èïîâ ñ èììîáèëèçî-

âàííûìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê îáùåé è ñâî-

áîäíîé ôîðìàì ÏÑÀ. Àíòèãåí ÏÑÀ áûë ðàñòèòðîâàí

â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé, è áûëè âûáðàíû

ó÷àñòêè êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ äëÿ ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ,

õàðàêòåðèçóþùèåñÿ ñòàáèëüíîé ëèíåéíîñòüþ. Ðàáî÷èå

äèàïàçîíû êîíöåíòðàöèé ñîñòàâèëè îò 0,3 äî 30 íã/ìë

äëÿ ÏÑÀîáù è îò 0,3 äî 10 íã/ìë äëÿ ÏÑÀñâ ñîîòâåò-

ñòâåííî. Òèïè÷íûå êàëèáðîâî÷íûå êðèâûå äëÿ ÏÑÀîáù

è ÏÑÀñâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Èç ðèñóíêîâ âèäíî, ÷òî

â óêàçàííûõ äèàïàçîíàõ êîíöåíòðàöèé îíè èìåþò õà-

ðàêòåð, áëèçêèé ê ëèíåéíîìó. Èçâåñòíûå èç ëèòåðàòóðû

âåðõíèå ãðàíèöû íîðìû äëÿ ÏÑÀîáù (4 íã/ìë) è ÏÑÀñâ

(1,1 íã/ìë) íàõîäÿòñÿ â ïðåäåëàõ ëèíåéíîãî äèàïàçîíà

êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ.

Àíàëèòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè òåñò-ñèñòåìû

â ôîðìàòå áèî÷èïà

Ïðîâåäåí àíàëèç âîñïðîèçâîäèìîñòè êàëèáðîâî÷-

íûõ êðèâûõ äëÿ ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ. Ïîêàçàíî, ÷òî êà-

ëèáðîâî÷íûå êðèâûå èìåþò óäîâëåòâîðèòåëüíóþ âîñ-

ïðîèçâîäèìîñòü: êîýôôèöèåíòû âàðèàöèè (ÊÂ)

äëÿ êàæäîé òî÷êè êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé êàê â ïðåäå-

ëàõ îäíîãî ýêñïåðèìåíòà (intra-assay), òàê è â òðåõ íå-

çàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòàõ (inter-assay) íå ïðåâûøàëè

11 %. Ðèñ. 3. èëëþñòðèðóåò êàê intra-assay, òàê è inter-

assay âîñïðîèçâîäèìîñòü êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ äëÿ

ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ.

Ñûâîðîòêè êðîâè ÷åëîâåêà èñïîëüçîâàëè äëÿ

îöåíêè òî÷íîñòè èçìåðåíèé â ïðåäåëàõ îäíîãî ýêñïå-

ðèìåíòà. Âèäíî (ðèñ. 4), ÷òî óðîâíè ÏÑÀîáù, ÏÑÀ ñâ

è %ÏÑÀñâ (îòíîøåíèå ÏÑÀñâ ê ÏÑÀîáù, âûðàæåí-

íîå â ïðîöåíòàõ) â ñûâîðîòêàõ èìåþò óäîâëåòâîðè-

òåëüíóþ âîñïðîèçâîäèìîñòü: ÊÂ äëÿ ÏÑÀîáù, ÏÑÀñâ

è %ÏÑÀñâ íå ïðåâûøàåò 8; 15 è 16 % ñîîòâåòñòâåííî.

×óâñòâèòåëüíîñòü — âàæíàÿ õàðàêòåðèñòèêà äè-

àãíîñòè÷åñêîé òåñò-ñèñòåìû. Àíàëèòè÷åñêàÿ ÷óâ-

ñòâèòåëüíîñòü (íèæíèé ïðåäåë îïðåäåëåíèÿ) òåñò-ñè-

ñòåìû â ôîðìàòå áèî÷èïà êàê äëÿ ÏÑÀîáù, òàê è äëÿ

ÏÑÀ ñâ ñîñòàâèëà 0,1 íã/ìë, à áèîëîãè÷åñêàÿ ÷óâ-

ñòâèòåëüíîñòü — 0,4 íã/ìë, ÷òî ñîèçìåðèìî ñ ÷óâ-

ñòâèòåëüíîñòüþ ðÿäà òðàäèöèîííûõ êîììåð÷åñêèõ

òåñò-ñèñòåì.

Íàäåæíîñòü òåñò-ñèñòåìû â ôîðìàòå ìèêðî÷èïà

îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ òåñòîâ íà ëèíåéíîñòü è «îò-

êðûòèå».
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Ðèñ. 2. Òèïè÷íûå êàëèáðîâî÷íûå êðèâûå äëÿ

ÏÑÀîáù (à) è ÏÑÀñâ (á)



Òåñò íà ðàçáàâëåíèå/ëèíåéíîñòü. Îáðàçåö ñûâî-

ðîòêè êðîâè áîëüíîãî ñ èçâåñòíûì ñîäåðæàíèåì

ÏÑÀ (50 íã/ìë) ïîñëåäîâàòåëüíî äâóêðàòíî ðàçáàâ-

ëÿëè ñ ïîìîùüþ ñûâîðîòêè, êîòîðàÿ áûëà ïðåäâàðè-

òåëüíî ïðîìåðåíà íà áèî÷èïå è íå ñîäåðæàëà

ÏÑÀ. Ðèñ. 5 ïîêàçûâàåò ëèíåéíûé õàðàêòåð êðèâîé,

ñîîòâåòñòâóþùåé ðàçâåäåíèÿì àíàëèçèðóåìîãî îá-

ðàçöà ñûâîðîòêè, è åå ïàðàëëåëèçì ïî îòíîøåíèþ

ê êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé â èíòåðâàëå êîíöåíòðàöèé

îò 0 äî 12,5 íã/ìë.

Òåñò íà «îòêðûòèå». Îáðàçöû äëÿ ïîñòàíîâêè

òåñòà áûëè ïîëó÷åíû ïóòåì äîáàâëåíèÿ ñûâîðîòîê

ñ ðàçëè÷íûìè êîíöåíòðàöèÿìè ÏÑÀîáù ê îáðàçöàì,

ñîäåðæàùèì èçâåñòíóþ êîíöåíòðàöèþ ÏÑÀîáù (òî

æå ñàìîå — äëÿ ÏÑÀñâ). Ñðàâíèâàëè îæèäàåìóþ

êîíöåíòðàöèþ, êîòîðàÿ äîëæíà áûëà ïîëó÷èòüñÿ

ïðè ñìåøåíèè ñûâîðîòîê ñ èçâåñòíûìè êîíöåíòðà-

öèÿìè ñ ðåàëüíî èçìåðåííîé íà ÷èïå. Îòíîøåíèå

èçìåðåííîé êîíöåíòðàöèè ê îæèäàåìîé, âûðàæåí-

íîå â ïðîöåíòàõ, — «ïðîöåíò îòêðûòèÿ» — äëÿ

ÏÑÀîáù ñîñòàâèë 91-105 %, äëÿ ÏÑÀñâ — 102-

109 % (òàáë. 1 è 2).

Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ òåñòîâ ñâèäåòåëüñòâóþò

î äîñòàòî÷íîé íàäåæíîñòè îïðåäåëåíèÿ àíòèãåíà

â òåñò-ñèñòåìå â ôîðìàòå áèî÷èïà.

Ñïåöèôè÷íîñòü òåñò-ñèñòåìû. Â îáîèõ âàðèàíòàõ

ïîñòàíîâêè òåñòà íà ñïåöèôè÷íîñòü íå íàáëþäàëîñü

ïåðåêðåñòíîé ðåàêòèâíîñòè ìåæäó ìîíîêëîíàëüíûìè

àíòèòåëàìè, ñïåöèôè÷íûìè ê ÏÑÀ, ñ òàêèìè îïóõîëå-

âûìè ìàðêåðàìè, êàê ÀÔÏ, ÐÝÀ, îïóõîëåâûìè àíòèãå-

íàìè ÑÀ 19-9, ÑÀ 15-3, ÑÀ 125. Ðèñ. 6. ïîêàçûâàåò îò-

ñóòñòâèå ïåðåêðåñòíîé ðåàêòèâíîñòè ïðè äîáàâëåíèè

ðàçëè÷íûõ ñûâîðîòîê, ñîäåðæàùèõ ïîâûøåííûå êîí-

öåíòðàöèè ýòèõ îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ,

â òåñò-ñèñòåìó â ôîðìàòå áèî÷èïà äëÿ àíàëèçà

ÏÑÀîáù. Çíà÷èòåëüíûé ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë íà-

áëþäàåòñÿ òîëüêî ïðè äîáàâëåíèè ñûâîðîòêè, ñîäåð-

æàùåé ÏÑÀ.

Îïðåäåëåíèå óðîâíåé ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ 

â ñûâîðîòêàõ êðîâè

Íîâàÿ òåñò-ñèñòåìà â ôîðìàòå áèî÷èïà äîëæíà áû-

ëà ïðîéòè àïðîáàöèþ íà êëèíè÷åñêîì ìàòåðèàëå,

âêëþ÷àþùåì ñûâîðîòêè êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ

è îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ.
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Ðèñ. 3. Âîñïðîèçâîäèìîñòü êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé äëÿ ÏÑÀîáù (à, á) è ÏÑÀñâ (â, ã): (à, â) â îäíîì

ýêñïåðèìåíòå (intra-assay) è (á, ã) â 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòàõ (inter-assay),  ïîñòàâëåííûõ â ïðåäåëàõ 3 íåä



Óðîâíè ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ â ñûâîðîòêàõ êðîâè çäî-

ðîâûõ äîíîðîâ, îïðåäåëåííûå ñ ïîìîùüþ áèî÷èïîâ

ïî êàëèáðîâî÷íûì êðèâûì, íå ïðåâûøàëè âåðõíèõ

ãðàíèö íîðìû, èçâåñòíûõ èç ëèòåðàòóðû: 4 è 1,1 íã/ìë

ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 7). Ñðåäíèå óðîâíè ÏÑÀîáù

è ÏÑÀñâ â ñûâîðîòêàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ (ìóæ÷èí) ñî-

ñòàâëÿëè 0,66 è 0,33 íã/ìë ñîîòâåòñòâåííî.

Ñëåäóþùèì ýòàïîì ðàáîòû áûëî îïðåäåëåíèå íà

áèî÷èïàõ óðîâíåé ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ â ñûâîðîòêàõ

êðîâè áîëüíûõ ðàêîì ïðîñòàòû è ñðàâíåíèå ñ èçâåñò-

íûìè è õîðîøî çàðåêîìåíäîâàâøèìè ñåáÿ ìåòîäàìè.

Â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè âåðèôèöèðîâàí-

íûå ñûâîðîòêè, óðîâíè ÏÑÀ â êîòîðûõ ïðåäâàðèòåëü-

íî áûëè îöåíåíû â òðàäèöèîííûõ êîììåð÷åñêèõ òåñò-

ñèñòåìàõ Roche Diagnostics è CanAg.
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Ðèñ. 4. Âîñïðîèçâîäèìîñòü  îïðåäåëåíèÿ óðîâíåé

ÏÑÀîáù (à), ÏÑÀñâ (á) è %ÏÑÀñâ (â) â ñûâîðîòêàõ

êðîâè ÷åëîâåêà â ïðåäåëàõ îäíîãî ýêñïåðèìåí

Ðèñ. 6. Ñïåöèôè÷íîñòü òåñò-ñèñòåìû íà ÏÑÀ 

â ôîðìàòå áèî÷èïà. Îáúÿñíåíèÿ â òåêñòå

Ðèñ. 5. Òåñò íà ëèíåéíîñòü äëÿ ÏÑÀîáù.

Êàëèáðîâî÷íàÿ êðèâàÿ è êðèâàÿ ðàçâåäåíèÿ îáðàçöà

ñûâîðîòêè

ю
ю



Íà ðèñ. 8. ïðåäñòàâëåíû ëèíèè ðåãðåññèè óðîâíåé

ÏÑÀîáù (à) è ÏÑÀñâ (á), èçìåðåííûõ íà ÷èïå è â ñèñ-

òåìå Roche Diagnostics. Âèäíî, ÷òî â îáîèõ ñëó÷àÿõ

òî÷êè ðàñïîëîæåíû âáëèçè ëèíèé ðåãðåññèè: âåëè÷èíà

äîñòîâåðíîñòè àïïðîêñèìàöèè (R2) ñîñòàâëÿåò 0,986

è 0,985 ñîîòâåòñòâåííî. Êîíöåíòðàöèè êàæäîé èç

ôîðì ÏÑÀ, ïîëó÷åííûå äëÿ îäíèõ è òåõ æå ñûâîðîòîê

â îáåèõ òåñò-ñèñòåìàõ, ñâÿçàíû óðàâíåíèÿìè ëèíåé-

íîé ðåãðåññèè, óêàçàííûìè íà ðèñ 8 (à, á). Êîýôôèöè-

åíòû êîððåëÿöèè óðîâíåé ÏÑÀîáù (ðèñ. 8à) è ÏÑÀ ñâ

(ðèñ. 8á) â ñûâîðîòêàõ áîëüíûõ ðàêîì ïðîñòàòû, îöå-
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Ðèñ. 7. Îïðåäåëåíèå óðîâíåé ÏÑÀîáù (à) è

ÏÑÀñâ (á) â ñûâîðîòêàõ êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ:

æèðíûìè ëèíèÿìè îáîçíà÷åíû âåðõíèå ãðàíèöû

íîðìû äëÿ ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ (4 íã/ìë è 1,1 íã/ìë

ñîîòâåòñòâåííî)

Ðèñ. 8. Ëèíèè ðåãðåññèè óðîâíåé ÏÑÀîáù (à) è

ÏÑÀ ñâ (á), îïðåäåëÿåìûõ â îáðàçöàõ ñûâîðîòîê

áîëüíûõ ðàêîì ïðîñòàòû â òåñò-ñèñòåìå Roche

Diagnostics è â òåñò-ñèñòåìå â ôîðìàòå áèî÷èïà

Òàáëèöà 1

ÏÑÀîáù. Òåñò íà «îòêðûòèå»

Òàáëèöà 2

ÏÑÀñâ. Òåñò íà «îòêðûòèå»



íåííûå â 2 òåñò-ñèñòåìàõ, ñîñòàâëÿþò 0,99 (p<0,001)

è 0,992 (p<0,01) ñîîòâåòñòâåííî.

Íà ðèñ. 9 ïðåäñòàâëåíû àíàëîãè÷íûå äàííûå

ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ðå-

ôåðåíòíîé ñèñòåìû êîììåð÷åñêîé òåñò-ñèñòåìû

CanAg (CanAg PSA EIA è CanAg Free PSA EIA). Óðîâ-

íè ÏÑÀîáù, îïðåäåëåííûå â 2 òåñò-ñèñòåìàõ, ñâÿçà-

íû óðàâíåíèåì ðåãðåññèè, óêàçàííûì íà ðèñ 9, à.

Äëÿ ÏÑÀñâ óðàâíåíèå ðåãðåññèè ïðèâåäåíî íà ðèñ. 9,

á. Êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè äëÿ ÏÑÀîáù ñîñòàâëÿåò

0,994 (ð<0,01), à äëÿ ÏÑÀñâ — 0,99 (ð<0,01).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò, ÷òî íî-

âàÿ òåñò-ñèñòåìà â ôîðìàòå áèî÷èïà äëÿ îäíîâðåìåí-

íîãî îïðåäåëåíèÿ ÏÑÀîáù è ÏÑÀñâ â îáðàçöàõ ñûâî-

ðîòîê áîëüíûõ ðàêîì ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ïîçâîëÿ-

åò ïîëó÷àòü ðåçóëüòàòû, ñðàâíèìûå ñ ðåçóëüòàòàìè,

ïîëó÷åííûìè â òàêèõ òåñò-ñèñòåìàõ, êàê Roche

Diagnostics è CanAg.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàí ëàáîðàòîðíûé âàðèàíò

äèàãíîñòè÷åñêîé òåñò-ñèñòåìû â ôîðìàòå áèî÷èïà äëÿ

îäíîâðåìåííîãî êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ îáùåé

è ñâîáîäíîé ôîðì ïðîñòàòà-ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèãåíà.

Íîâàÿ òåñò-ñèñòåìà èìååò óäîâëåòâîðèòåëüíûå àíàëè-

òè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè: àíàëèòè÷åñêóþ ÷óâñòâè-

òåëüíîñòü — 0,1 íã/ìë, áèîëîãè÷åñêóþ ÷óâñòâèòåëü-

íîñòü — 0,4 íã/ìë, õîðîøóþ âîñïðîèçâîäèìîñòü êàëè-

áðîâî÷íûõ êðèâûõ, îòñóòñòâèå ïåðåêðåñòíîé

ðåàêòèâíîñòè ñ ðÿäîì îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ ìàð-

êåðîâ è äîñòàòî÷íóþ íàäåæíîñòü, îöåíåííóþ â òåñòàõ

íà ëèíåéíîñòü è «îòêðûòèå».

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ

â îäíèõ è òåõ æå îáðàçöàõ ñûâîðîòîê êðîâè, íà áèî-

÷èïå è â äèàãíîñòè÷åñêèõ òåñò-ñèñòåìàõ Roche

Diagnostics è CanAg ïîêàçàë âûñîêóþ ñòåïåíü êîððå-

ëÿöèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ (r≥0,99; p<0,01) äëÿ îáå-

èõ ôîðì ÏÑÀ.

Òàêèì îáðàçîì, òåñò-ñèñòåìà íà îñíîâå áèî÷èïà

ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü îäíîâðåìåííîå êîëè÷åñòâåííîå

îïðåäåëåíèå 2 ôîðì îïóõîëåâîãî ìàðêåðà (ÏÑÀ) â ìè-

íèìàëüíûõ îáúåìàõ îáðàçöà (20 ìêë). Â ïåðñïåêòèâå

ýòà òåñò-ñèñòåìà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ðàííåé

äèàãíîñòèêè è ñêðèíèíãà íà ðàê ïðîñòàòû â ãðóïïå

âûñîêîãî ðèñêà (ìóæ÷èíû ñòàðøå 50 ëåò) è ðàñøèðåíà

çà ñ÷åò âêëþ÷åíèÿ íîâûõ ìàðêåðîâ.

Ðàíåå íàìè áûëà ïîêàçàíà [1] ïðèíöèïèàëüíàÿ âîç-

ìîæíîñòü îïðåäåëåíèÿ ñ ïîìîùüþ ãåëåâûõ ìèêðî÷è-

ïîâ è äðóãèõ îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ:

ÀÔÏ (ìàðêåðà ãåïàòîöåëëþëÿðíîãî ðàêà), ÐÝÀ (ìàðêå-

ðà êîëîðåêòàëüíîãî ðàêà), ðàêîâûõ àíòèãåíîâ ÑÀ 19-9,

(ìàðêåðà ðàêà ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû), ÑÀ 15-3 (ìàðêå-

ðà ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû), ÑÀ 125 (ìàðêåðà ðàêà ÿè÷-

íèêà). Òàêèì îáðàçîì, òåõíîëîãèÿ ìèêðî÷èïîâ îòêðû-

âàåò øèðîêèå âîçìîæíîñòè äëÿ îäíîâðåìåííîãî àíàëè-

çà îáðàçöîâ ñûâîðîòêè êðîâè îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ

ñðàçó íà íåñêîëüêî (â ïåðñïåêòèâå — íà ìíîæåñòâî)

áèîìàðêåðîâ, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê çíà÷èòåëüíîìó

óâåëè÷åíèþ ýôôåêòèâíîñòè äèàãíîñòèêè ðàêà.
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Ðèñ. 9. Ëèíèè ðåãðåññèè óðîâíåé ÏÑÀîáù (à) è

ÏÑÀñâ (á), îïðåäåëÿåìûõ â îáðàçöàõ ñûâîðîòîê

áîëüíûõ ðàêîì ïðîñòàòû â òåñò-ñèñòåìå CanAg è â

òåñò-ñèñòåìå â ôîðìàòå áèî÷èïà
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ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Ðàê ýíäîìåòðèÿ ñ ïîðàæåíèåì øåéêè ìàòêè âñòðå-

÷àåòñÿ îòíîñèòåëüíî ðåäêî è ïî äàííûì ðàçíûõ àâòî-

ðîâ ñîñòàâëÿåò îò 6,1 äî 16,8 % âñåõ ñëó÷àåâ íåîïëà-

çèè ýíäîìåòðèÿ [1; 2; 3; 4; 7; 18; 26].

Ñîãëàñíî ñèñòåìû ñòàäèðîâàíèÿ FIGO, ïðèíÿòîé

â 1988 ã., II ñòàäèÿ ðàêà ýíäîìåòðèÿ îïðåäåëÿåòñÿ íà

îñíîâàíèè ìîðôîëîãè÷åñêèõ äàííûõ î ðàñïðîñòðàíå-

íèè îïóõîëè íà øåéêó ìàòêè è ïîäðàçäåëÿåòñÿ íà IIÀ

ñòàäèþ — âîâëå÷åíèå òîëüêî ýíäîöåðâèêàëüíûõ æå-

ëåç, IIÂ ñòàäèþ — ïîðàæåíèå ñòðîìû øåéêè ìàòêè [6],

÷òî ñîîòâåòñòâóåò T2ÀN0M0 è T2ÂN0M0 ñòàäèè ïî

ñèñòåìå TNM (2003 ã.).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò îãðàíè÷åííîå êî-

ëè÷åñòâî ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ, îñîáåííî îòå÷åñòâåí-

íûõ, î áîëüíûõ ìîðôî-õèðóðãè÷åñêîé II ñòàäèåé ðàêà

ÐÒÌ. Âîçìîæíî, ýòî ïðîèñõîäèò èç-çà ðåäêîé âñòðå÷à-

åìîñòè ïàöèåíòîê íà äàííîé ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ,

â ñâÿçè ñ ÷åì àíàëèç ïîäîáíûõ ñëó÷àåâ îñíîâàí íà êî-

îïåðèðîâàííûõ èññëåäîâàíèÿõ ðÿäà êëèíèê.

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ìîðôî-õèðóðãè÷åñêàÿ êëàñ-

ñèôèêàöèÿ ñóùåñòâóåò ñ 1988 ã., â ëèòåðàòóðå òîëüêî

çà ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå ìîæíî ïðîñëåäèòü ðàçäåëå-

íèå II ñòàäèè ÐÒÌ íà IIÀ è IIÂ ñòàäèè. Ïî äàííûì

ðàçíûõ àâòîðîâ íàáëþäàþòñÿ áîëüøèå êîëåáàíèÿ

â ðàñïðåäåëåíèè áîëüíûõ ðàêîì ýíäîìåòðèÿ ïî ñòà-

äèÿì: IIÀ ñòàäèÿ 32-70 %, IIÂ ñòàäèÿ 30-68 % [7; 9;

14; 20; 22; 23].

Ïî äàííûì, îïóáëèêîâàííûì FIGO è äðóãèìè àâ-

òîðàìè, ïîêàçàíî, ÷òî ïåðåõîä îïóõîëè íà øåéêó ìàò-

êè óõóäøàåò ïðîãíîç â ñðàâíåíèè ñ çàáîëåâàíèåì, îã-

ðàíè÷åííûì òîëüêî òåëîì ìàòêè [12; 13; 15; 21].
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ABSTRACT

The research has comprised 109 patients suffering from rare endometrial carcinoma of stage ²², who were treated at

the Blokhin Russian Cancer Research Center from 1980 till 2000 year. Morphological signs of endometrial cancer with

spreading to cervix were studied and analysed. We examined morphological signs of endometrial cancer of stage IIA

and IIB which hadn't been studied before (the degree of anaplasia, the depth of neoplasma invasion into stroma of cervix,

the lymphovascular invasion into the miometrium and stroma of cervix, the microvessels density in the zone of the great-

est invasion, the presence of foci of necrosis in the tumor). Data obtained demonstrate that endometrial cancer of stage

II has a number of distinguishing morphological peculiarities characteristic for both IIA and IIB stages.

Key words: endometrial carcinoma, cervix, morphology.

Å. À. Ìóñòàôèíà, Ì. À. Øàáàíîâ, Â. Â. Áàðèíîâ, Ë. È. Áîêèíà, Â. Ï. Êîçà÷åíêî

ÌÎÐÔÎËÎÃÈ×ÅÑÊÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÐÀÊÀ

ÝÍÄÎÌÅÒÐÈß II ÑÒÀÄÈÈ

ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà

ÐÅÇÞÌÅ

Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïîñëóæèëè 109 áîëüíûõ ñ ðåäêî âñòðå÷àåìîé ²² ñòàäèåé ðàêà òåëà ìàòêè

(ÐÒÌ), ïðîõîäèâøèõ ëå÷åíèå â ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà ñ 1980 ïî 2000 ãã. Èçó÷åíû è ïðîàíàëèçèðîâàíû

ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè ðàêà ýíäîìåòðèÿ ñ ðàñïðîñòðàíåíèåì íà øåéêó ìàòêè. Ðàññìîòðåíû ðàíåå íå

èçó÷åííûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè ÐÒÌ IIÀ è IIÂ ñòàäèé (ñòåïåíü àíàïëàçèè îïóõîëè, ãëóáèíà èíâàçèè

îïóõîëè â ñòðîìó øåéêè ìàòêè, ëèìôîâàñêóëÿðíàÿ èíâàçèÿ â ìèîìåòðèé è ñòðîìó øåéêè ìàòêè, ïëîòíîñòü

ìèêðîñîñóäîâ â çîíå íàèáîëüøåé èíâàçèè, íàëè÷èå î÷àãîâ íåêðîçà â îïóõîëè). Ïîëó÷åííûå äàííûå

ñâèäåòåëüñòâóþò, ÷òî ÐÒÌ II ñòàäèè èìååò ðÿä îòëè÷èòåëüíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé, õàðàêòåðíûõ

êàê äëÿ IIÀ, òàê è äëÿ IIÂ ñòàäèé.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ðàê ýíäîìåòðèÿ, øåéêà ìàòêè, ìîðôîëîãèÿ.
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Õîòÿ ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì ïîêàçàòåëè

âûæèâàåìîñòè ïðè II ñòàäèè ÐÒÌ âàðüèðóþò îò 58 äî

93 %, ñóùåñòâóåò îòíîñèòåëüíî óñòîÿâøååñÿ óòâåðæäå-

íèå î áîëåå áëàãîïðèÿòíîì òå÷åíèè çàáîëåâàíèÿ ïðè

âîâëå÷åíèè òîëüêî ýíäîöåðâèêàëüíèõ æåëåç, ÷åì ïðè

ïîðàæåíèè ñòðîìû øåéêè ìàòêè [1; 2; 4; 5; 8; 9; 10; 11;

16; 17; 19; 22; 24; 25]. Â íåñêîëüêèõ ðàáîòàõ ñîîáùàåò-

ñÿ î âûñîêèõ ïîêàçàòåëÿõ ðåçóëüòàòîâ ëå÷åíèÿ çà ïî-

ñëåäíèå ãîäû [8; 9; 10; 17; 22]. Âîçìîæíî, ýòî îáúÿñíÿ-

åòñÿ, òåì, ÷òî â äàííûõ èññëåäîâàíèÿõ ó÷àñòâîâàëè

ñòðîãî îòîáðàííûå ãðóïïû áîëüíûõ, ïðîøåäøèõ ïåð-

âè÷íîå õèðóðãè÷åñêîå ñòàäèðîâàíèå (ðàñøèðåííàÿ ýêñ-

òèðïàöèÿ ìàòêè ñ ïðèäàòêàìè è öèòîëîãè÷åñêîå èññëå-

äîâàíèå ñìûâîâ èç áðþøíîé ïîëîñòè), êîòîðîå èñêëþ-

÷àåò íåòî÷íîñòè â îïðåäåëåíèè ðàñïðîñòðàíåííîñòè

îïóõîëåâîãî ïðîöåññà, ïðèñóùåå êëèíè÷åñêîìó ñòàäè-

ðîâàíèþ, ñóùåñòâîâàâøåìó äî 1988 ã.

Íåñìîòðÿ íà ðÿä ñîîáùåíèé î âûñîêèõ ðåçóëüòàòàõ

5-ëåòíåé âûæèâàåìîñòè áîëüíûõ ðàêîì ýíäîìåòðèÿ

ñ ïåðåõîäîì íà øåéêó ìàòêè, ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî

äàííûé ïîêàçàòåëü íå èìååò äîñòàòî÷íîé òåíäåíöèè

ê óëó÷øåíèþ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÷åòêî íå ñôîðìóëè-

ðîâàíû êëèíè÷åñêèå è ìîðôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè

ðàêà ýíäîìåòðèÿ ñ ðàñïðîñòðàíåíèåì íà øåéêó ìàòêè

ñ ó÷åòîì ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ (IIÀ è IIÂ) è èõ âëèÿíèå

íà îòäàëåííûå ðåçóëüòàòû ëå÷åíèÿ; òàêæå íåò åäèíîãî

ìíåíèÿ â îòíîøåíèè ïðèíöèïîâ òåðàïèè áîëüíûõ ÐÒÌ

²²À è ²²Â ñòàäèé, ÷òî ïîñëóæèëî ïîâîäîì äëÿ óãëóáëåí-

íîãî ðàññìîòðåíèÿ äàííîé ïðîáëåìû.

Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ïåðåõîä îïóõîëè íà øåéêó ìàòêè

ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì íåáëàãîïðèÿòíûõ ôàêòîðîâ, õà-

ðàêòåðèçóþùèõ ïåðâè÷íóþ îïóõîëü òåëà ìàòêè [15],

äà è ñàìî ðàñïðîñòðàíåíèå íåîïëàçèè íà øåéêó ìàòêè

âíîñèò ðÿä îñîáåííîñòåé â òå÷åíèå çàáîëåâàíèÿ, îä-

íîé èç ïåðâîñòåïåííûõ çàäà÷ ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ìîð-

ôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ðàêà ýíäîìåòðèÿ ñ ïîðà-

æåíèåì òîëüêî ýíäîöåðâèêàëüíûõ æåëåç è âðàñòàíèåì

â ñòðîìó øåéêè ìàòêè.

Â ñâÿçè ñ ýòèì âïåðâûå ïðîâåäåí äåòàëüíûé àíà-

ëèç ñðàâíèòåëüíî áîëüøîãî êîëè÷åñòâà áîëüíûõ IIÀ

è IIÂ ñòàäèÿìè ÐÒÌ, ñêîíöåíòðèðîâàííûõ â îäíîé

êëèíèêå.

ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄÛ

Íàìè èçó÷åíû è ïðîàíàëèçèðîâàíû ìîðôîëîãè÷å-

ñêèå ïðèçíàêè ÐÒÌ II ñòàäèè â öåëîì è êàæäîé ñòàäèè

â îòäåëüíîñòè (IIÀ è IIÂ). Ìîðôîëîãè÷åñêîå èññëåäî-

âàíèå ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ è âåðèôèêàöèÿ äè-

àãíîçà îñóùåñòâëåíû 109 áîëüíûì ÐÒÌ, íàõîäèâøèì-

ñÿ íà îáñëåäîâàíèè è ëå÷åíèè â îòäåëåíèè ãèíåêîëî-

ãèè ÍÈÈ ÊÎ ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ ñ 1980 ïî

2000 ãã. Äëÿ îáùåé ìîðôîëîãè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêè

îïóõîëåâîé è ïðèëåæàùèõ ê íåé íîðìàëüíûõ òêàíåé

èññëåäîâàëè ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû òêàíè òåëà è øåé-

êè ìàòêè ñ îïóõîëüþ.

Ñòàäèÿ ÐÒÌ îïðåäåëÿëàñü â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåæ-

äóíàðîäíîé êëàññèôèêàöèåé FIGO (1988 ã.) — IIÀ

è IIÂ ñòàäèè, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ïî ñèñòåìå TNM

(2003 ã.) T2ÀN0M0 è T2ÂN0M0 ñòàäèÿì.

Ðàññìîòðåíû ðàíåå íå èçó÷åííûå ìîðôîëîãè÷åñ-

êèå ïðèçíàêè ÐÒÌ IIÀ è IIÂ ñòàäèé (ñòåïåíü àíàïëàçèè

îïóõîëè, ãëóáèíà èíâàçèè îïóõîëè â ñòðîìó øåéêè

ìàòêè, ëèìôîâàñêóëÿðíàÿ èíâàçèÿ â ìèîìåòðèé è ñòðî-

ìó øåéêè ìàòêè, ïëîòíîñòü ìèêðîñîñóäîâ â çîíå íà-

èáîëüøåé èíâàçèè, íàëè÷èå î÷àãîâ íåêðîçà â îïóõîëè).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

ÐÒÌ ñ ðàñïðîñòðàíåíèåì òîëüêî íà ýíäîöåðâè-

êàëüíûå æåëåçû (IIÀ ñòàäèÿ) îïðåäåëÿëñÿ ïðàêòè÷åñêè

â 2 ðàçà ðåæå — ó 32 áîëüíûõ (29,4 %), ÷åì ñ ïîðàæå-

íèåì ñòðîìû (IIÂ ñòàäèÿ) øåéêè ìàòêè — ó 77 ïàöèåí-

òîê (70,6 %) (ð<0,05) (ðèñ. 1).

Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ÐÒÌ II ñòàäèè

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ãèñòîëîãè÷åñêîãî òèïà îïóõîëè

âñå àäåíîêàðöèíîìû ýíäîìåòðèÿ êëàññèôèöèðîâàëè

ñîãëàñíî ìåæäóíàðîäíîé ãèñòîëîãè÷åñêîé êëàññèôè-

êàöèè îïóõîëåé ìàòêè ÂÎÇ 2-ãî ïåðåñìîòðà (2003).

Â òàáë. 1 ïðåäñòàâëåíû äàííûå ðàñïðåäåëåíèÿ

áîëüíûõ ÐÒÌ ñ ïîðàæåíèåì øåéêè ìàòêè ñ ó÷åòîì ãè-

ñòîëîãè÷åñêîãî ñòðîåíèÿ îïóõîëè.

Ó 65 (59,7 %) áîëüíûõ ÐÒÌ II ñòàäèè áûëà äèàãíî-

ñòèðîâàíà ýíäîìåòðèîèäíàÿ àäåíîêàðöèíîìà ðàçëè÷-

íîé ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè, ó 26 ïàöèåíòîê

(23,8 %) ýíäîìåòðèîèäíàÿ àäåíîêàðöèíîìà ñ ïëîñêî-

êëåòî÷íîé ìåòàïëàçèåé è ó 18 (16,5 %) áîëüíûõ —

ðåäêèå ãèñòîëîãè÷åñêèå ôîðìû ÐÒÌ, êîòîðûå âêëþ÷à-

ëè: ñâåòëîêëåòî÷íóþ àäåíîêàðöèíîìó — 8 ïàöèåíòîê

(7,3 %), æåëåçèñòî-ïëîñêîêëåòî÷íûé ðàê — 7 ïàöèåí-

òîê (6,4 %), ñåðîçíóþ ïàïèëëÿðíóþ àäåíîêàðöèíî-

ìó — 2 ïàöèåíòêè (1,8 %), ìóöèíîçíóþ àäåíîêàðöè-

íîìó — 1 (0,9 %).

Ïðè àíàëèçå äàííûõ î ðàñïðåäåëåíèè áîëüíûõ

ÐÒÌ II ñòàäèè ñ ó÷åòîì ìîðôîëîãè÷åñêîé ñòðóêòóðû

óñòàíîâëåíà îòíîñèòåëüíî ÷àñòàÿ âñòðå÷àåìîñòü ðåä-

êèõ ãèñòîëîãè÷åñêèõ ôîðì (ñâåòëîêëåòî÷íàÿ, ñåðîçíî-

ïàïèëëÿðíàÿ, ìóöèíîçíàÿ àäåíîêàðöèíîìà, æåëåçèñ-
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Òàáëèöà 1

Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ÐÒÌ II ñòàäèè â çàâè-

ñèìîñòè îò ãèñòîëîãè÷åñêîãî ñòðîåíèÿ îïóõîëè



òî-ïëîñêîêëåòî÷íûé ðàê) ÐÒÌ (16,5 %), ïðè ýòîì îñî-

áåííî ïðè IIÂ ñòàäèè (18,2 %) è ðåæå — ïðè IIÀ ñòà-

äèè (12,5 %). Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå òàêæå òî,

÷òî ïðè ÐÒÌ ñ ïåðåõîäîì íà øåéêó ìàòêè ïî÷òè ó êàæ-

äîé 4-é ïàöèåíòêè (23,8 %) äèàãíîñòèðóåòñÿ ýíäîìåò-

ðèîèäíàÿ àäåíîêàðöèíîìà ñ ïëîñêîêëåòî÷íîé ìåòà-

ïëàçèåé. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äàííûé ãèñòîëîãè÷åñ-

êèé âàðèàíò íàáëþäàåòñÿ ïðè IIÂ ñòàäèè â 3 ðàçà ÷àùå

(29,8 %), ÷åì ïðè IIÀ ñòàäèè (9,4 %) (ñì. òàáë. 1).

Ïîìèìî îïðåäåëåíèÿ ãèñòîëîãè÷åñêîãî òèïà àäå-

íîêàðöèíîìû, â êàæäîì íàáëþäåíèè îïðåäåëÿëè ñòå-

ïåíü äèôôåðåíöèðîâêè, âûäåëÿÿ:

à) âûñîêîäèôôåðåíöèðîâàííóþ;

á) óìåðåííîäèôôåðåíöèðîâàííóþ;

â) íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííóþ.

Ìèêðîñêîïè÷åñêîå îïðåäåëåíèå ñòåïåíè äèôôå-

ðåíöèðîâêè ýíäîìåòðèàëüíîé àäåíîêàðöèíîìû îñó-

ùåñòâëÿëè ïî àðõèòåêòóðíûì è ÿäåðíûì ïðèçíàêàì.

Ãðàäàöèÿ àðõèòåêòóðíûõ ïðèçíàêîâ îñíîâûâàëàñü íà

ñîîòíîøåíèè æåëåçèñòûõ è ñîëèäíûõ ó÷àñòêîâ â îïó-

õîëè áåç ó÷åòà ìîðóëÿðíûõ ñòðóêòóð èëè ôîêóñîâ ïëî-

ñêîêëåòî÷íîé ìåòàïëàçèè.

Ýíäîìåòðèàëüíóþ àäåíîêàðöèíîìó 1 òèïà (ýíäî-

ìåòðèîèäíóþ è ìóöèíîçíóþ) îöåíèâàëè, èñõîäÿ èç

ñëåäóþùèõ êðèòåðèåâ:

– âûñîêîäèôôåðåíöèðîâàííàÿ àäåíîêàðöèíîìà —

ìåíåå èëè 5 % íåñêâàìîçíûõ, íåìîðóëÿðíûõ ñòðóêòóð

ñ ñîëèäíûì òèïîì ðîñòà;

– óìåðåííîäèôôåðåíöèðîâàííàÿ àäåíîêàðöèíî-

ìà — 6-50 % íåñêâàìîçíûõ, íåìîðóëÿðíûõ ñòðóêòóð

ñ ñîëèäíûì òèïîì ðîñòà;

– íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííàÿ àäåíîêàðöèíîìà —

áîëåå 50 % íåñêâàìîçíûõ, íåìîðóëÿðíûõ ñòðóêòóð

ñ ñîëèäíûì òèïîì ðîñòà.

Âûñîêîäèôôåðåíöèðîâàííàÿ ýíäîìåòðèîèäíàÿ

àäåíîêàðöèíîìà îòìå÷åíà ó 31 (47,7 %) áîëüíîé ÐÒÌ

II ñòàäèè, óìåðåííî- è íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííàÿ —

ó 21 (32,3 %) è 13 (20 %) ïàöèåíòîê ñîîòâåòñòâåííî

(òàáë. 2).

Ýíäîìåòðèîèäíàÿ àäåíîêàðöèíîìà âûñîêîé ñòåïå-

íè äèôôåðåíöèðîâêè íàáëþäàåòñÿ ÷àùå ïðè IIÀ ñòà-

äèè (56 %) â ñðàâíåíèè ñî IIÂ ñòàäèåé (42,5 %) è íà-

îáîðîò, óìåðåííî- è íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûå îïó-

õîëè äèàãíîñòèðîâàíû ðåæå ïðè IIÀ ñòàäèè (28 %

è 16 % ñîîòâåòñòâåííî), ÷åì ïðè IIÂ ñòàäèè (35 %

è 22,5 % ñîîòâåòñòâåííî) (ñì. òàáë. 2).

Íàìè ïðîâåäåíî îïðåäåëåíèå ñòåïåíè êëåòî÷íîãî

è ÿäåðíîãî ïîëèìîðôèçìà (àíàïëàçèè), ÷òî çàâèñåëî

îò âûðàæåííîñòè èçìåíåíèé ðàçìåðîâ, ôîðìû è ãè-

ïåðõðîìàçèè ÿäåð:

à) íèçêàÿ;

á) óìåðåííàÿ;

â) âûñîêàÿ.

Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ÐÒÌ II ñòàäèè â çàâèñè-

ìîñòè îò äàííîãî ìîðôîëîãè÷åñêîãî ïðèçíàêà ïðåä-

ñòàâëåíî íà ðèñ. 2.

Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ÐÒÌ II ñòàäèè â çà-

âèñèìîñòè îò ñòåïåíè êëåòî÷íîé è ÿäåðíîé àíàïëàçèè

îïóõîëè

Íèçêàÿ ñòåïåíü êëåòî÷íîé è ÿäåðíîé àíàïëàçèè ïðè

ÐÒÌ II ñòàäèè îòìå÷åíà ó 40 áîëüíûõ (36,7 %). Â áîëü-

øèíñòâå íàáëþäåíèé ó 55 ïàöèåíòîê (50,5 %) îïðåäåëÿ-

ëàñü óìåðåííàÿ ñòåïåíü àíàïëàçèè, à âûñîêàÿ ñòåïåíü

äèàãíîñòèðîâàëàñü òîëüêî ó 14 áîëüíûõ (12,8 %). Ïî-

äîáíàÿ êàðòèíà íàáëþäàëàñü è ïðè IIÂ ñòàäèè.

Îäíàêî ïðè IIÀ ñòàäèè íèçêàÿ ñòåïåíü êëåòî÷íîé

è ÿäåðíîé àíàïëàçèè âñòðå÷àëàñü ïî÷òè â 2 ðàçà ÷àùå,

÷åì óìåðåííàÿ (56,2 % è 34,4 % ñîîòâåòñòâåííî). Âû-

ñîêàÿ ñòåïåíü àíàïëàçèè îïðåäåëÿëàñü â 9,4 % ñëó÷àåâ.

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè ðàñïðåäåëåíèÿ áîëüíûõ ïî

äàííîìó ìîðôîëîãè÷åñêîìó ïðèçíàêó îáíàðóæåíî

âäâîå áîëüøå áîëüíûõ ñ íèçêîé ñòåïåíüþ è, íàîáîðîò,

ïî÷òè âäâîå ìåíüøå ïàöèåíòîê ñ óìåðåííîé ñòåïåíüþ

àíàïëàçèè ïðè IIÀ ñòàäèè â ñðàâíåíèè ñ IIÂ ñòàäèåé.

Îòìå÷àåòñÿ íåêîòîðîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà áîëüíûõ

ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ àíàïëàçèè ïðè IIÂ ñòàäèè, ÷åì

ïðè IIÀ ñòàäèè.

Ïîðàæåíèå ýíäîìåòðèàëüíîé àäåíîêàðöèíîìîé öåð-

âèêàëüíîãî êàíàëà ïðîèñõîäèëî íåñêîëüêèìè ïóòÿìè.

Ðàñïðîñòðàíåíèå òîëüêî â ïðåäåëàõ ñëèçèñòîé

îáîëî÷êè, áåç èíâàçèè â ïîäëåæàùóþ ñòðîìó øåéêè

ìàòêè îòìå÷åíî â 32 (29,4 %) íàáëþäåíèÿõ (IIÀ ñòà-

äèÿ) (ðèñ. 3). Ïðè ýòîì ðàñïðîñòðàíåíèå ïðîèñõîäèëî

ëèáî â âèäå ñïëîøíîãî ïëàñòà (ðèñ. 4) çà ïðåäåëû âíó-

òðåííåãî çåâà íà ñëèçèñòóþ ýíäîöåðâèêñà ðàçëè÷íîé

ïðîòÿæåííîñòè, âïëîòü äî íàðóæíîãî çåâà — ó 25

(78,2 %) ïàöèåíòîê; ëèáî îòäåëüíûõ îäèíî÷íûõ — ó 5

(15,6 %) áîëüíûõ èëè ìíîæåñòâåííûõ èìïëàíòàòîâ íà

ñëèçèñòîé, íåðåäêî ïîëèïîâèäíîé ôîðìû, — ó 2

(6,3 %) ïàöèåíòîê (ðèñ. 5).

Èíôèëüòðàöèÿ è ñëèçèñòîé, è ñòðîìû ýíäîöåðâèê-

ñà (IIÂ ñòàäèÿ ÐÒÌ) îòìå÷åíà ó 75 (68,8 %) áîëüíûõ

(ðèñ. 6).

Èíôèëüòðàöèÿ òîëüêî ñòðîìû ýíäîöåðâèêñà ïðè

íàëè÷èè èíòàêòíîé ñëèçèñòîé (IIÂ ñòàäèÿ ÐÒÌ) îòìå-

÷åíà ó 2 (1,8 %) ïàöèåíòîê (ðèñ. 7).
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Òàáëèöà 2

Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ÐÒÌ II ñòàäèè â çàâè-

ñèìîñòè îò ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè ýíäîìåòðèî-

èäíîé àäåíîêàðöèíîìû



Ñðåäè ìîðôîëîãè÷åñêèõ êðèòåðèåâ, õàðàêòåðèçó-

þùèõ îñîáåííîñòè èíâàçèè îïóõîëè â ïîäëåæàùèé

ìèîìåòðèé, âûäåëÿëè îòòåñíÿþùèé (íåèíôèëüòðàòèâ-

íûé) õàðàêòåð èíâàçèè, êîãäà îïóõîëü ïîãðóæàëàñü

â ïîäëåæàùèé ìèîìåòðèé â âèäå ÷åòêî îòãðàíè÷åííûõ

ÿçûêîâ èëè áóëàâîâèäíûõ ìàññèâîâ, ñäàâëèâàÿ è îò-

òåñíÿÿ ïîäëåæàùèé ìèîìåòðèé (ðèñ. 8), è èíôèëüòðà-

òèâíûé õàðàêòåð èíâàçèè, ïðè êîòîðîì êîìïëåêñû

îïóõîëåâûõ êëåòîê áåñïîðÿäî÷íî î÷àãîâî èëè äèôôóç-

íî âðàñòàëè â ïîäëåæàùèé ìèîìåòðèé ìåæäó ãëàäêî-

ìûøå÷íûìè âîëîêíàìè è ïî ëèìôî-âàñêóëÿðíûì ïðî-

ñâåòàì (ðèñ. 9). Îöåíèâàÿ õàðàêòåð èíâàçèè îïóõîëè

â ìèîìåòðèé ïðè ÐÒÌ II ñòàäèè, îáíàðóæèëè, ÷òî ïðå-
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Ðèñ. 3. Âûñîêîäèôôåðåíöèðîâàííàÿ ýíäîìåòðèî-

èäíàÿ àäåíîêàðöèíîìà ñ ðîñòîì ïî ïîâåðõíîñòè ñëè-

çèñòîé ýíäîöåðâèêñà. Íàáîòîâà êèñòà â ïîäëåæàùåé

ñòðîìå øåéêè (Á- 5101 /92). ×120. Îêðàñêà ãåìàòîêñè-

ëèíîì è ýîçèíîì

Ðèñ. 4. Ýíäîìåòðèîèäíàÿ àäåíîêàðöèíîìà ñ âðàñ-

òàíèåì â âèäå ïëàñòà â öåðâèêàëüíûé êàíàë äî íàðóæ-

íåãî çåâà áåç ïðèçíàêîâ èíâàçèè â ñòðîìó øåéêè (Á-

3428/91). ×80. Îêðàñêà Âàí-Ãèçîí

Ðèñ. 5. Ïîëèïîâèäíûé èìïëàíòàíò ýíäîìåòðèîèä-

íîé àäåíîêàðöèíîìû ñ ïëîñêîêëåòî÷íîé ìåòàïëàçèåé

íà ïîâåðõíîñòè ñëèçèñòîé ýíäîöåðâèêñà, áåç èíâàçèè

â ïîäëåæàùóþ ñòðîìó øåéêè. Âíèçó ñïðàâà — ôðàã-

ìåíò íîðìàëüíîé ñëèçèñòîé ýíäîöåðâèêñà (Á-

7564/91). ×120. Îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì

Ðèñ. 6. Ðàñïðîñòðàíåíèå ýíäîìåòðèîèäííîé àäå-

íîêàðöèíîìû ïî ïîâåðõíîñòè ñëèçèñòîé ýíäîöåðâèêñà

ñ íà÷àëîì èíâàçèè â ïîäëåæàùóþ ñòðîìó øåéêè ïî

ëèìôîâàñêóëÿðíûì ïðîñòðàíñòâàì. Ñëåâà âèäíà íîð-

ìàëüíàÿ æåëåçà ýíäîöåðâèêàëüíîé ñëèçèñòîé (Á-

7564/91). ×100. Îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì

Ðèñ. 7. Èíâàçèâíûé ðîñò ýíäîìåòðèîèäíîé àäåíî-

êàðöèíîìû ñ ïëîñêîêëåòî÷íîé ìåòàïëàçèåé â ñòðîìå

øåéêè (èíôèëüòðàòèâíûé õàðàêòåð èíâàçèè) áåç ïîðà-

æåíèÿ ñëèçèñòîé ýíäîöåðâèêñà. Êîìïëåêñû ðàêîâûõ

êëåòîê â ëèìôî-âàñêóëÿðíûõ ïðîñòðàíñòâàõ, âûñîêàÿ

ïëîòíîñòü ìèêðîñîñóäîâ è âîñïàëèòåëüíàÿ èíôèëüò-

ðàöèÿ â çîíå èíâàçèè (Á- 8312 /91). ×160. Îêðàñêà ãå-

ìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì

Ðèñ. 8. Ýíäîìåòðèîèäíàÿ àäåíîêàðöèíîìà, ýêñòåí-

ñèâíûé (îòòåñíÿþùèé) õàðàêòåð èíâàçèè â ìèîìåò-

ðèé, íèçêàÿ ïëîòíîñòü ìèêðîñîñóäîâ (Á-3428/91).

×120. Îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì

Ðèñ. 9. Ýíäîìåòðèîèäíàÿ àäåíîêàðöèíîìà, èí-

ôèëüòðàòèâíûé õàðàêòåð èíâàçèè â ìèîìåòðèé (Á-

16199/99). ×80. Îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì



âàëèðóåò èíôèëüòðàòèâíûé òèï ðàñïðîñòðàíåíèÿ

â ñðàâíåíèè ñ îòòåñíÿþùèì, ó 89 (81,7 %) è 20

(18,3 %) ïàöèåíòîê ñîîòâåòñòâåííî.

Òàê æå, êàê è â ìèîìåòðèè, âûäåëÿëè îòòåñíÿþ-

ùèé è èíôèëüòðàòèâíûé õàðàêòåð èíâàçèè îïóõîëè

â ñòðîìó øåéêè ìàòêè ïðè IIÂ ñòàäèè ÐÒÌ. Ñëåäóåò

îòìåòèòü, ÷òî ïðè àíàëèçå äàííîãî ìîðôîëîãè÷åñêîãî

ïðèçíàêà âûÿâëåíî ïðåîáëàäàíèå èíôèëüòðàòèâíîãî

òèïà âðàñòàíèÿ — ó 61 (79,2 %) áîëüíûõ (ñì. ðèñ. 7),

à îòòåñíÿþùèé õàðàêòåð èíâàçèè âñòðå÷àëñÿ ïî÷òè â 4

ðàçà ðåæå — ó 16 (20,8 %) ïàöèåíòîê (ðèñ. 10).

Âî âñåõ íàáëþäåíèÿõ èçìåðÿëè ãëóáèíó èíâàçèè

îïóõîëè â ñòðîìó øåéêè ìàòêè è â ìèîìåòðèé â ìì

ïðè ïîìîùè êîîðäèíàòíîãî ïðåäìåòíîãî ñòîëèêà ìèê-

ðîñêîïà ñ ïðåïàðàòîäåðæàòåëåì, ñíàáæåííûì ëèíåé-

êîé è ëèíåéíûì íîíèóñîì. Ïðè çàìåðå ãëóáèíû èíâà-

çèè îïðåäåëÿëè íå òîëùèíó îïóõîëè, à íåïîñðåäñòâåí-

íî ãëóáèíó ïðîðàñòàíèÿ åå â ïîäëåæàùóþ òêàíü

ìèîìåòðèÿ è/èëè ñòðîìó øåéêè ìàòêè, ïðèíèìàÿ çà

íà÷àëüíóþ òî÷êó îòñ÷åòà óðîâåíü ðàñïîëîæåíèÿ ïî-

âåðõíîñòè íîðìàëüíîé ñëèçèñòîé ýêòî- è ýíäîöåðâèê-

ñà, ò. å. íå ó÷èòûâàëñÿ ýêçîôèòíûé êîìïîíåíò îïóõî-

ëè, à ïðè çàìåðå ãëóáèíû èíâàçèè â ìèîìåòðèé çà íà-

÷àëüíóþ òî÷êó îòñ÷åòà ïðèíèìàëñÿ óðîâåíü ãðàíèöû

ìåæäó íîðìàëüíûì ýíäîìåòðèåì è ìèîìåòðèåì. Êî-

íå÷íîé òî÷êîé çàìåðà ãëóáèíû èíâàçèè ÿâëÿëèñü íà-

èáîëåå óäàëåííûå îò ïîâåðõíîñòè ñëèçèñòîé ôîêóñû

è êîìïëåêñû îïóõîëåâîé òêàíè, âêëþ÷àÿ ýìáîëû

â ïðîñâåòàõ êðîâåíîñíûõ è ëèìôàòè÷åñêèõ ñîñóäîâ

ñòðîìû øåéêè ìàòêè è òêàíè ìèîìåòðèÿ.

Ãëóáèíà èíâàçèè îïóõîëè â ìèîìåòðèé ïðè ÐÒÌ II

ñòàäèè âàðüèðîâàëà â øèðîêèõ ïðåäåëàõ: îò 0 ìì äî

26 ìì è â ñðåäíåì ñîñòàâëÿëà 8,4±0,54 ìì. Íàèáîëåå

ãëóáîêîé èíâàçèÿ áûëà â ñëó÷àÿõ ñ èíôèëüòðàòèâíûì

õàðàêòåðîì âðàñòàíèÿ â ìèîìåòðèé è ïðè âûñîêîé

ïëîòíîñòè ìèêðîñîñóäîâ â çîíå èíâàçèè.

Àíàëèçèðóÿ ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ÐÒÌ II ñòà-

äèè ñ ó÷åòîì ãëóáèíû èíâàçèè íåîïëàçèè â ìûøå÷íóþ

îáîëî÷êó ìàòêè, îáíàðóæèëè, ÷òî ðîñò îïóõîëè â ïðå-

äåëàõ ýíäîìåòðèÿ èìåë ìåñòî ó 7 (6 %) ïàöèåíòîê;

äî 0,5 ñì — ó 32 (29 %) áîëüíûõ; îò 0,5 äî 1 ñì — ó 39

(36 %); áîëåå 1 ñì — ó 28 (26 %) áîëüíûõ; ðàñïðîñòðà-

íåíèå äî ñåðîçíîé îáîëî÷êè òåëà ìàòêè — ó 3 (3 %)

ïàöèåíòîê. Ñëåäîâàòåëüíî, èíâàçèÿ â ìèîìåòðèé áî-

ëåå 0,5 ñì âñòðå÷àëàñü â 65 % ñëó÷àåâ. Â çàâèñèìîñòè

îò ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ áîëüíûå ðàñïðåäåëèëèñü ñî-

ãëàñíî òàáë. 3.

Ïðè ÐÒÌ ñ âîâëå÷åíèåì òîëüêî ýíäîöåðâèêàëü-

íûõ æåëåç (IIÀ ñòàäèÿ) îïóõîëü ðàñïîëàãàëàñü â ïðåäå-

ëàõ ýíäîìåòðèÿ ó 4 ïàöèåíòîê (13 %); äî 0,5 ñì — ó 10

(31 %); îò 0,5 äî 1 ñì — ó 11 (34 %); áîëåå 1 ñì — ó 7

(22 %); íè ó îäíîé áîëüíîé îïóõîëü íå ïðîðàñòàëà äî

ñåðîçû.

Ïðè ÐÒÌ ñ âðàñòàíèåì â ñòðîìó øåéêè ìàòêè (IIÂ

ñòàäèÿ) ó 3 (4 %) ïàöèåíòîê îïóõîëü ëîêàëèçîâàëàñü

â ïðåäåëàõ ýíäîìåòðèè; ó 22 (29 %) îïóõîëü ïðîðàñòà-

ëà íà ãëóáèíó äî 0,5 ñì; ó 28 (36 %) — îò 0,5 äî 1 ñì;

ó 21 (27 %) — áîëåå 1 ñì è ó 3 (4 %) ïàöèåíòîê îïó-

õîëü ðàñïðîñòðàíÿëàñü äî ñåðîçíîãî ïîêðîâà ìàòêè.

Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå ïîêàçàëî, ÷òî ïðè IIÀ

ñòàäèè ïðàêòè÷åñêè â 3 ðàçà áîëüøå áîëüíûõ ñ ðàñïî-

ëîæåíèåì îïóõîëè â ïðåäåëàõ ýíäîìåòðèÿ (13 %), ÷åì

ïðè IIÂ (4 %), à òàêæå ïàöèåíòîê ïðè IIÀ ñòàäèè ñ èí-

âàçèåé îïóõîëè äî ñåðîçû íå âûÿâëåíî.

Ïðè ìèêðîñêîïè÷åñêîì èññëåäîâàíèè óäàëåííîãî

ïðåïàðàòà îïðåäåëÿëè ãëóáèíó èíâàçèè îïóõîëè

â øåéêó ìàòêè. Îíà âàðüèðîâàëà â øèðîêèõ ïðåäåëàõ:

îò 0 ìì äî19 ìì è â ñðåäíåì ñîñòàâëÿëà 6,6±0,46 ìì.

Íàèáîëåå ãëóáîêîé èíâàçèÿ áûëà â ñëó÷àÿõ ñ èíôèëü-

òðàòèâíûì õàðàêòåðîì âðàñòàíèÿ è ïðè âûñîêîé ïëîò-

íîñòè ìèêðîñîñóäîâ â çîíå èíâàçèè.

Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ñ IIÂ ñòàäèåé ÐÒÌ â çàâè-

ñèìîñòè îò ãëóáèíû èíâàçèè â ñòðîìó øåéêè ìàòêè îò-

ðàæåíî íà ðèñ. 11.

Ïðè îöåíêå ãëóáèíû èíâàçèè îïóõîëè â ñòðîìó

øåéêè ìàòêè ïðè IIÂ ñòàäèè âûÿâëåíî, ÷òî â áîëüøèí-

ñòâå íàáëþäåíèé (44,2 %) äàííûé ïîêàçàòåëü îãðàíè-

÷èâàëñÿ 0,5 ñì. Âðàñòàíèå íà ãëóáèíó îò 0,5 äî 1 ñì
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ДИАГНОСТИКА

Ðèñ. 10. Ýíäîìåòðèîèäíàÿ àäåíîêàðöèíîìà ñ âðà-

ñòàíèåì â öåðâèêàëüíûé êàíàë, ýêñòåíñèâíûé (îòòåñ-

íÿþùèé) õàðàêòåð èíâàçèè â ñòðîìó øåéêè íå ãëóáæå

óðîâíÿ íîðìàëüíûõ ýíäîöåðâèêàëüíûõ æåëåç (âíèçó)

(Á-3428/91). ×100. Îêðàñêà Âàí-Ãèçîí

Òàáëèöà 3

Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ÐÒÌ II ñòàäèè â çàâè-

ñèìîñòè îò ãëóáèíû èíâàçèè îïóõîëè â ìèîìåòðèé

Ðèñ. 11. Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ÐÒÌ IIÂ ñòàäèè

â çàâèñèìîñòè îò ãëóáèíû èíâàçèè â ñòðîìó øåéêè

ìàòêè
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âñòðå÷àëîñü ó 27 ïàöèåíòîê (35 %), áîëåå 1 ñì — ó 13

(16,9 %), à ðàñïðîñòðàíåíèå ïîðàæåíèÿ äî ñåðîçíîé

îáîëî÷êè øåéêè ìàòêè — ó 3 (3,9 %).

Ïðè 2-ôàêòîðíîì àíàëèçå âûÿâëåíà âçàèìîñâÿçü

ìåæäó ãëóáèíîé èíâàçèè â ìèîìåòðèé è øåéêó ìàòêè

ó áîëüíûõ ðàêîì òåëà ìàòêè II ñòàäèè. Òàê, óâåëè÷åíèå

ãëóáèíû ïðîðàñòàíèÿ ìûøå÷íîé îáîëî÷êè òåëà ìàòêè

âëå÷åò çà ñîáîé áîëåå ãëóáîêîå ïîðàæåíèå îïóõîëüþ

ñòðîìû øåéêè ìàòêè (ðèñ. 12).

Ïðè ðàñïîëîæåíèè îïóõîëè â ïðåäåëàõ ýíäîìåò-

ðèÿ íàèáîëåå ÷àñòî (ó 13 %) âñòðå÷àåòñÿ ïîðàæåíèå

ýíäîöåðâèêàëüíûõ æåëåç. Ïðè ïðîðàñòàíèè ìèîìåò-

ðèÿ íà ãëóáèíó äî 0,5 ñì ó 1/3 áîëüíûõ (35,3 %) íàáëþ-

äàåòñÿ ïîðàæåíèå øåéêè ìàòêè òàêæå íà 0,5 ñì,

à ó êàæäîé 4-é (25 %) — áîëåå 0,5 ñì. Ïðè ãëóáèíå èí-

âàçèè ìûøå÷íîé îáîëî÷êè òåëà ìàòêè îò 0,5 äî 1 ñì

ïî÷òè ó ïîëîâèíû ïàöèåíòîê (44,1 %) èìååò ìåñòî ïî-

ðàæåíèå øåéêè ìàòêè äî 0,5 ñì, ó êàæäîé 3-é — âîâëå-

÷åíèå ýíäîöåðâèêàëüíûõ æåëåç (34 %) è ïðîðàñòàíèå

îò 0,5 äî 1 ñì øåéêè ìàòêè (33,3 %), à ó êàæäîé 4-îé

(25 %) — èíâàçèÿ áîëåå 1 ñì. Ó 40,7 % è 50 % áîëüíûõ

ñ èíâàçèåé øåéêè ìàòêè îò 0,5 äî 1 ñì è áîëåå 1 ñì ñî-

îòâåòñòâåííî íàáëþäàëàñü ãëóáèíà ïðîðàñòàíèÿ ìèî-

ìåòðèÿ áîëåå 1 ñì.

Âî âñåõ ñëó÷àÿõ âûÿâëÿëè íàëè÷èå èëè îòñóòñòâèå

èíâàçèè îïóõîëè â ëèìôàòè÷åñêèå è êðîâåíîñíûå ñî-

ñóäû êàê â ìèîìåòðèè, òàê è â ñòðîìå øåéêè ìàòêè —

ò. å. ñóùåñòâîâàíèå ïðîñòðàíñòâ, îòãðàíè÷åííûõ ýíäî-

òåëèåì è ñîäåðæàùèõ êîìïëåêñû ðàêîâûõ êëåòîê.

Ó 66 (60,6 %) áîëüíûõ ÐÒÌ II ñòàäèè áûëî äèà-

ãíîñòèðîâàíî íàëè÷èå ëèìôîâàñêóëÿðíîé èíâàçèè

â ìèîìåòðèè, à ñîîòâåòñòâåííî 43 (39,4 %) ïàöèåíòêè

íå èìåëè äàííîãî ìîðôîëîãè÷åñêîãî ïðèçíàêà.

Èç òàáë. 4 ñëåäóåò, ÷òî ïðè IIÀ ñòàäèè áîëüíûå

ðàñïðåäåëèëèñü â çàâèñèìîñòè îò íàëè÷èÿ ýòîãî ïðè-

çíàêà ïîðîâíó, à ïðè IIÂ ñòàäèè èíâàçèÿ â ëèìôîâàñêó-

ëÿðíûå ïðîñòðàíñòâà â ìèîìåòðèè îòñóòñòâîâàëà

òîëüêî ó 1/3 áîëüíûõ (33,8 %).

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè ñòàäèé ÐÒÌ îòìå÷åíî, ÷òî ïðè

IIÂ ñòàäèè íåñêîëüêî ÷àùå âñòðå÷àåòñÿ ëèìôîâàñêó-

ëÿðíàÿ èíâàçèÿ â ìèîìåòðèè (66,2 %) è ðåæå (50 %)

ïðè IIÀ ñòàäèè, è íàîáîðîò, ðåæå îòñóòñòâóåò äàííûé

ìîðôîëîãè÷åñêèé ïðèçíàê (33,8 %) ïðè IIÂ ñòàäèè

â ñðàâíåíèè ñ IIÀ ñòàäèåé (50 %).

Â çàâèñèìîñòè îò íàëè÷èÿ èëè îòñóòñòâèÿ èíâàçèè

â ïðîñâåòàõ ëèìôàòè÷åñêèõ è êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ

øåéêè ìàòêè ïðè IIÂ ñòàäèè ÐÒÌ (ñì. ðèñ. 8) áîëüíûå

ðàñïðåäåëèëèñü ïðèìåðíî ïîðîâíó (51,9 % è 48,1 %

ñîîòâåòñòâåííî).

Íàìè èçó÷àëàñü ïëîòíîñòü ìèêðîñîñóäîâ (íåîàí-

ãèîãåíåç) â çîíå íàèáîëüøåé èíâàçèè îïóõîëè ó áîëü-

íûõ ÐÒÌ II ñòàäèè (ðèñ. 13). Âûñîêàÿ ïëîòíîñòü ìèê-

ðîñîñóäîâ (îáèëèå ñîñóäîâ êàïèëëÿðíîãî òèïà) íàáëþ-

äàëàñü ó 43 (39,4 %) áîëüíûõ, à íèçêàÿ (îòñóòñòâèå

ñîñóäîâ êàïèëëÿðíîãî òèïà èëè åäèíè÷íûå) ó 66

(60,6 %) ïàöèåíòîê (òàáë. 5).

Áîëüíûå ÐÒÌ IIÂ ñòàäèè ñ ó÷åòîì äàííîãî ìîðôî-

ëîãè÷åñêîãî ïðèçíàêà ðàñïðåäåëèëèñü ïðèìåðíî ïî-

ðîâíó (46,8 % è 53 % ñîîòâåòñòâåííî). Ïðè ýòîì òîëü-

êî 4-ÿ ÷àñòü ïàöèåíòîê (21,8 %) ïðè IIÀ ñòàäèè èìåëà

âûñîêóþ ïëîòíîñòü ìèêðîñîñóäîâ, à ó áîëüøèíñòâà

áîëüíûõ (78,2 %) îïðåäåëÿëàñü íèçêàÿ ïëîòíîñòü.

Ñîïîñòàâëÿÿ äàííûå òàáë. 5, âûÿâèëè, ÷òî ïðè IIÀ

ñòàäèè âûñîêàÿ ïëîòíîñòü ìèêðîñîñóäîâ â çîíå íà-

èáîëüøåé èíâàçèè îïóõîëè âñòðå÷àåòñÿ â 2 ðàçà ðåæå

ДИАГНОСТИКА

Ðèñ. 12. Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ÐÒÌ ²² ñòàäèè

â çàâèñèìîñòè îò ãëóáèíû èíâàçèè â ìèîìåòðèé è ãëó-

áèíû èíâàçèè â øåéêó ìàòêè

Òàáëèöà 4

Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ÐÒÌ II ñòàäèè â çàâè-

ñèìîñòè îò íàëè÷èÿ ëèìôîâàñêóëÿðíîé èíâàçèè

â ìèîìåòðèè

-

Ðèñ. 13. Èíâàçèÿ ýíäîìåòðèîèäíîé àäåíîêàðöèíî-

ìû â ìèîìåòðèé (èíôèëüòðàòèâíûé òèï), âûñîêàÿ

ïëîòíîñòü ìèêðîñîñóäîâ è âîñïàëèòåëüíàÿ èíôèëüò-

ðàöèÿ â çîíå èíâàçèè (Á-15108 /91). ×100. Îêðàñêà ãå-

ìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì

Òàáëèöà 5

Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ÐÒÌ II ñòàäèè â çàâè-

ñèìîñòè îò ïëîòíîñòè ìèêðîñîñóäîâ â çîíå íà-

èáîëüøåé èíâàçèè îïóõîëè

63



(21,8 %), íåæåëè ïðè IIÂ ñòàäèè (46,8 %). Â òî æå âðå-

ìÿ íèçêàÿ ïëîòíîñòü íàáëþäàåòñÿ ÷àùå ïðè IIÀ â ñðàâ-

íåíèè ñ IIÂ ñòàäèåé (78,2 % è 53,2 % ñîîòâåòñòâåííî).

Îöåíèâàÿ äàííûå ðàñïðåäåëåíèÿ áîëüíûõ ÐÒÌ II

ñòàäèè â çàâèñèìîñòè îò íàëè÷èÿ î÷àãîâ íåêðîçà

â îïóõîëè, ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýòîò ìîðôîëîãè÷åñ-

êèé ïðèçíàê ïðèñóòñòâîâàë ó 1/3 (32,1 %) ïàöèåíòîê.

×àùå âñåãî çîíû íåêðîçà âñòðå÷àëèñü â íèçêîäèôôå-

ðåíöèðîâàííûõ àäåíîêàðöèíîìàõ ñ èíôèëüòðàòèâíûì

õàðàêòåðîì èíâàçèè (ðèñ. 14).

Ïðè ñðàâíåíèè äàííûõ ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 15,

îêàçàëîñü, ÷òî î÷àãè íåêðîçà â îïóõîëè âñòðå÷àþòñÿ

ó êàæäîé 3-é (36,4 %) áîëüíîé ïðè IIÂ ñòàäèè è òîëü-

êî ó êàæäîé 4-é (21,8 %) ïðè IIÀ ñòàäèè.

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóåò, ÷òî

ÐÒÌ II ñòàäèè èìååò ðÿä îòëè÷èòåëüíûõ ìîðôîëîãè-

÷åñêèõ îñîáåííîñòåé, õàðàêòåðíûõ êàê äëÿ IIÀ, òàê

è äëÿ IIÂ ñòàäèé.

Òàêèì îáðàçîì, õîòåëîñü áû âûðàçèòü ïîæåëàíèå

ìîðôîëîãàì î âêëþ÷åíèè â ãèñòîëîãè÷åñêîå çàêëþ÷å-

íèå öåëîãî ðÿäà âûøåîïèñàííûõ õàðàêòåðèñòèê êàê

ïåðâè÷íîé, òàê è îïóõîëè â øåéêè ìàòêè, ÷òî ìîæåò

ïðè ñîïîñòàâëåíèè ñ îòäàëåííûìè ðåçóëüòàòàìè ëå÷å-

íèÿ âûÿâèòü áëàãîïðèÿòíûå è íåáëàãîïðèÿòíûå ôàê-

òîðû ïðîãíîçà. Óëó÷øåíèå æå ïðîãíîçèðîâàíèÿ òå÷å-

íèÿ çàáîëåâàíèÿ ïîçâîëèò êëèíèöèñòàì ðàçðàáîòàòü

ïóòè ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ëå÷åíèÿ ãðóïï áîëü-

íûõ ñ íåáëàãîïðèÿòíûì ïðîãíîçîì ïðè ÐÒÌ II ñòà-

äèè. Ïîñëåäíåå íóæäàåòñÿ â äàëüíåéøåì óãëóáëåí-

íîì èçó÷åíèè.
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ABSTRACT

Contemporary understandings of cellular and molecular mechanisms of tumor invasion and metastatic dissemina-

tion validate a possibility for rational search of metastasis dissemination inhibitors with pathogenetic function. The

effectiveness of such work depends substantially on the adequate choice of model systems in vitro corresponding to the

integral process of metastatic dissemination in vivo. However, most of the methodologies in use are far from being per-

fect. We have improved the test system for assessment of tumor cell invasive activity based on the cell ability to pene-

trate through artificial basal membrane of connective tissue proteins. In particular, we developed conditions for model-

ing connective tissue barrier, determined the choice of optimal chemo-attractant and performed optimization of param-

eters for quantitative interpretation of data obtained. Based on modified methodology we have studied the anti-invasive

activity of agent Ilomastat. Our findings indicate that Ilomastat posses anti-invasive activity correlating with its activi-

ty in inhibiting metal-proteinase function. Therefore, the test system based on assessment of tumor cell invasive activi-

ty can be used for searching potential inhibitors of metastasis dissemination with pathogenetic function.
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ÐÅÇÞÌÅ

Ñîâðåìåííûå ïðåäñòàâëåíèÿ î êëåòî÷íûõ è ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìàõ èíâàçèè è ìåòàñòàçèðîâàíèÿ

çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé îáîñíîâûâàþò âîçìîæíîñòü ðàöèîíàëüíîãî ïîèñêà èíãèáèòîðîâ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ ñ

ïàòîãåíåòè÷åñêîé íàïðàâëåííîñòüþ äåéñòâèÿ. Ýôôåêòèâíîñòü ýòîé ðàáîòû â áîëüøîé ñòåïåíè çàâèñèò îò

ñòåïåíè àäåêâàòíîñòè ìîäåëüíûõ ñèñòåì in vitro èíòåãðàëüíîìó ïðîöåññó ìåòàñòàòè÷åñêîé äèññåìèíàöèè in

vivo. Îäíàêî áîëüøèíñòâî èñïîëüçóåìûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ê ðåøåíèþ ýòîé çàäà÷è

äàëåêè îò ñîâåðøåíñòâà. Íàìè óñîâåðøåíñòâîâàíà òåñò-ñèñòåìà äëÿ îöåíêè èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè îïóõîëåâûõ

êëåòîê, îñíîâàííàÿ íà èõ ñïîñîáíîñòè ïðîíèêàòü ÷åðåç èñêóññòâåííóþ áàçàëüíóþ ìåìáðàíó èç áåëêîâ

ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè. Â ÷àñòíîñòè, ðàçðàáîòàíû óñëîâèÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ñîåäèíèòåëüíîòêàííîãî áàðüåðà,

îñóùåñòâëåí âûáîð îïòèìàëüíîãî õåìîàòòðàêòàíòà, îïòèìèçèðîâàíû ïàðàìåòðû êîëè÷åñòâåííîé

èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ òåñòà. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîäèôèöèðîâàííîé ìåòîäèêè èçó÷åíà àíòèèíâàçèâíàÿ

àêòèâíîñòü ïðåïàðàòà èëîìàñòàò. Ïîëó÷åíû äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î íàëè÷èè àíòèèíâàçèâíîé àêòèâíîñòè

èëîìàñòàòà, êîððåëèðóþùèå ñ åãî ñïîñîáíîñòüþ ïîäàâëÿòü àêòèâíîñòü ìåòàëëîïðîòåèíàç. Òàêèì îáðàçîì, òåñò-

ñèñòåìà, îñíîâàííàÿ íà îöåíêå èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ïîèñêà

ïîòåíöèàëüíûõ èíãèáèòîðîâ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ ñ ïàòîãåíåòè÷åñêîé íàïðàâëåííîñòüþ äåéñòâèÿ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìåòàñòàçèðîâàíèå, èíâàçèâíûé òåñò, ìàòðèãåëü.



67

№2/том5/2006 РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîëó÷åíû âàæíûå íàó÷íûå äàí-

íûå, êîíêðåòèçèðóþùèå ïðåäñòàâëåíèÿ î êëåòî÷íûõ

è ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìàõ ìåòàñòàòè÷åñêîé äèññå-

ìèíàöèè çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé. Íà èõ îñ-

íîâå ðàçðàáàòûâàþòñÿ ñïîñîáû ñåëåêòèâíîãî âëèÿíèÿ

ïðåïàðàòîâ íà áèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû, ëåæàùèå â îñ-

íîâå ôåíîìåíà ìåòàñòàçèðîâàíèÿ. Ñðåäñòâà, îáëàäàþ-

ùèå ñïîñîáíîñòüþ èçáèðàòåëüíî ðåãóëèðîâàòü ýòè

ïðîöåññû, ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê ïîòåíöèàëüíûå èíãè-

áèòîðû ìåòàñòàçèðîâàíèÿ. Íà ïîñëåäóþùèõ ýòàïàõ

îíè èçó÷àþòñÿ íà ìîäåëÿõ ìåòàñòàçèðóþùèõ îïóõîëåé

in vivo, íî óæå íà ðàöèîíàëüíîé îñíîâå, ñ ó÷åòîì äàí-

íûõ î ìîëåêóëÿðíûõ àñïåêòàõ ìåõàíèçìà èõ äåéñòâèÿ.

Ñâåäåíèÿ, ïîëó÷àåìûå ñ èñïîëüçîâàíèåì òåñò-ñèñòåì

in vitro, íåîáõîäèìû äëÿ ïîñòðîåíèÿ ðàöèîíàëüíûõ

ñõåì ïðèìåíåíèÿ òåðàïåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâ ñ ïàòîãåíå-

òè÷åñêîé íàïðàâëåííîñòüþ äåéñòâèÿ ïðè ìîíîòåðàïèè,

à òàêæå â ðåæèìàõ ñî÷åòàííîãî ïðèìåíåíèÿ ñ òðàäèöè-

îííûìè ìåòîäàìè òåðàïèè çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðà-

çîâàíèé.

Ó÷èòûâàÿ êîìïëåêñíûé õàðàêòåð ïðîöåññà ìåòà-

ñòàçèðîâàíèÿ çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé,

ïðè îòáîðå àíòèìåòàñòàòè÷åñêèõ ñðåäñòâ íàèáîëåå îñ-

òðî âñòàåò âîïðîñ î âûáîðå àäåêâàòíîé ìîäåëüíîé ñè-

ñòåìû in vitro, íàèáîëåå ïîëíî îòðàæàþùåé áèîëîãè-

÷åñêèå ïðîöåññû, îïîñðåäóþùèå îñíîâíûå ýòàïû ìå-

òàñòàòè÷åñêîãî êàñêàäà in vivo.

Íåñìîòðÿ íà èíäèâèäóàëüíûå îñîáåííîñòè ìåòà-

ñòàçèðîâàíèÿ ðàçíûõ òèïîâ îïóõîëåé, ìîæíî âûäå-

ëèòü ñëåäóþùèå õàðàêòåðíûå ýòàïû ðàçâèòèÿ ìåòàñòà-

òè÷åñêîãî ïðîöåññà: ïîÿâëåíèå â ïîïóëÿöèè îïóõîëå-

âûõ êëåòîê ïåðâè÷íîãî î÷àãà êëåòîê ñ âûðàæåííûì

ìåòàñòàòè÷åñêèì ôåíîòèïîì, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ,

â ÷àñòíîñòè, âûñîêîé èíâàçèâíîé àêòèâíîñòüþ, ïðî-

íèêíîâåíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê â êðîâü è ëèìôó, çà-

äåðæêà îïóõîëåâûõ êëåòîê â êàïèëëÿðíîé ñåòè îðãà-

íà-ìèøåíè, ïðîíèêíîâåíèå â òêàíü îðãàíà è âîçíèê-

íîâåíèå âòîðè÷íûõ îïóõîëåâûõ îáðàçîâàíèé.

Ñïåöèôè÷åñêèå àäãåçèâíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæ-

äó îïóõîëåâûìè êëåòêàìè è êëåòêàìè ñòðîìû â ïåð-

âè÷íîì î÷àãå îïóõîëåâîãî ðîñòà ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè

çâåíüÿìè ïðîöåññà ìåòàñòàçèðîâàíèÿ. Ïðè ìåòàñòàòè-

÷åñêîé äèññåìèíàöèè õàðàêòåð àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ

îïóõîëåâûõ êëåòîê îáóñëîâëèâàåò îñîáåííîñòè èõ âçà-

èìîäåéñòâèÿ ñ ìèêðîîêðóæåíèåì çäîðîâîé òêàíè-ìè-

øåíè è îïðåäåëÿåò âåðîÿòíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ ìåòà-

ñòàòè÷åñêîãî óçëà.

Â ñâÿçè ñ ýòèì èçó÷åíèå âëèÿíèÿ òåñòèðóåìûõ ñî-

åäèíåíèé íà îñîáåííîñòè àäãåçèâíûõ âçàèìîäåéñòâèé

ìåæäó îïóõîëåâûìè êëåòêàìè, ñ îäíîé ñòîðîíû,

è îïóõîëåâûìè êëåòêàìè è êîìïîíåíòàìè ñîåäèíè-

òåëüíîé òêàíè, ñ äðóãîé, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå

÷àñòûõ ïðåäìåòîâ èññëåäîâàíèÿ â ñèñòåìå in vitro äëÿ

îöåíêè ïîòåíöèàëüíîé àíòèìåòàñòàòè÷åñêîé àêòèâíî-

ñòè ïðåïàðàòîâ. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ïðèìåíÿåìûõ

â íàñòîÿùåå âðåìÿ òàêèõ òåñò-ìåòîäîâ ìîæíî ïðèâåñ-

òè ñëåäóþùèå: àããðåãàöèîííûé òåñò, îñíîâàííûé íà

èçó÷åíèè äåéñòâèÿ ñîåäèíåíèé íà ôóíêöèîíàëüíóþ

àêòèâíîñòü — êàäãåðèí-êàòåíèíîâîãî êîìëåêñà, îïðå-

äåëÿþùåãî àäãåçèîííûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó îïó-

õîëåâûìè êëåòêàìè ýïèäåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ;

ìèãðàöèîííûé òåñò â êàìåðå Áîóäåíà, ïîçâîëÿþùèé

îöåíèòü äåéñòâèå ñîåäèíåíèé íà ìèãðàöèþ îïóõîëå-

âûõ êëåòîê ê õåìîàòòðàêòàíòó; àäãåçèâíûé òåñò, îñíî-

âàííûé íà èçó÷åíèè ñïîñîáíîñòè òåñòèðóåìûõ ñîåäè-

íåíèé âëèÿòü íà ïðîöåññ ïðèêðåïëåíèÿ îïóõîëåâûõ

êëåòîê ê ïîäëîæêå èç ïîëèìåðèçîâàííûõ áåëêîâ ñî-

åäèíèòåëüíîé òêàíè [7; 9; 13].

Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ìîäåëèðîâàíèå ñèñ-

òåì, ïîçâîëÿþùèõ ïðîâîäèòü èíòåãðàëüíóþ îöåíêó

òåñòèðóåìûõ ñîåäèíåíèé íà ñîâîêóïíîñòü áèîëîãè÷å-

ñêèõ ïðîöåññîâ, çàäåéñòâîâàííûõ â ìåòàñòàòè÷åñêîì

êàñêàäå. Ñ ýòèõ ïîçèöèé áîëåå àäåêâàòíîé ìîäåëüþ ÿâ-

ëÿåòñÿ èíâàçèâíûé òåñò, çàêëþ÷àþùèéñÿ â îöåíêå âëè-

ÿíèÿ òåñòèðóåìûõ ñîåäèíåíèé íà ñïîñîáíîñòü îïóõî-

ëåâûõ êëåòîê ïðîíèêàòü ÷åðåç áàðüåð èç áåëêîâ ñîåäè-

íèòåëüíîé òêàíè.

Ïðàâîìî÷íîñòü ïðèìåíåíèÿ èíâàçèâíîãî òåñòà

äëÿ ïîèñêà è îòáîðà èíãèáèòîðîâ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ

ñ ïàòîãåíåòè÷åñêîé íàïðàâëåííîñòüþ äåéñòâèÿ îáóñ-

ëîâëåíà ðÿäîì ïðè÷èí. Âî-ïåðâûõ, ñïîñîáíîñòü îïó-

õîëåâûõ êëåòîê ê èíâàçèâíîìó ðîñòó ÿâëÿåòñÿ îäíèì

èç êëþ÷åâûõ ñâîéñòâ êëåòîê çëîêà÷åñòâåííîé îïóõî-

ëè, îáóñëîâëèâàþùèõ ðàñïðîñòðàíåíèå îïóõîëåâûõ

êëåòîê â ïðèëåæàùèå íîðìàëüíûå òêàíè, ñîïðîâîæ-

äàþùååñÿ ðàçðóøåíèåì è çàìåùåíèåì èõ îïóõîëüþ.

Âî-âòîðûõ, ïðîöåññ èíâàçèè ÿâëÿåòñÿ êîìïëåêñíûì

ñîáûòèåì, âêëþ÷àþùèì àäãåçèþ êëåòîê ê ñóáñòðàòó,

ëîêàëüíûé ïðîòåîëèç ñîåäèíèòåëüíîòêàííîãî ìàò-

ðèêñà è ìèãðàöèþ êëåòîê ïî ãðàäèåíòó êîíöåíòðà-

öèè õåìîàòòðàêòàíòà. Ýòî ïîçâîëÿåò, êàê îòìå÷àëîñü

âûøå, ïðîâåñòè èíòåãðàëüíóþ îöåíêó àêòèâíîñòè

ñîåäèíåíèé â îòíîøåíèè ñîâîêóïíîñòè áèîëîãè÷åñ-

êèõ ïðîöåññîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîöåññå ìåòàñòàçè-

ðîâàíèÿ [1].

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ìîäèôèöèêàöèÿ òåñò-

ñèñòåìû äëÿ îöåíêè èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè îïóõîëå-

âûõ êëåòîê è îòáîðà íà åå îñíîâå ïîòåíöèàëüíûõ èí-

ãèáèòîðîâ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ ñ ïàòîãåíåòè÷åñêîé íà-

ïðàâëåííîñòüþ äåéñòâèÿ.

ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄÛ

Êëåòî÷íûå ëèíèè è óñëîâèÿ èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû êëåòî÷íûå ëèíèè ôèáðî-

ñàðêîìû ÷åëîâåêà HT1080 è ôèáðîáëàñòîâ ìûøè 3T3.

Êëåòêè ôèáðîñàðêîìû ÷åëîâåêà HT1080 è ôèáðî-

áëàñòîâ ìûøè 3T3 êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM, ñî-

äåðæàùåé 10% ÒÝÑ (Eurobio), L-ãëóòàìèí (1ìÌ), ïå-

íèöèëëèí (100 åä/ìë), ñòðåïòîìèöèí (100ìêã/ìë), ïè-

ðóâàò è êîìïëåêñ àìèíîêèñëîò è âèòàìèíîâ (Eurobio).

Ïîäãîòîâêà îïóõîëåâûõ êëåòîê äëÿ ïðîâåäåíèÿ

èíâàçèâíîãî òåñòà

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè äî äîñòèæåíèÿ 50-60 % ìî-

íîñëîÿ è òðèïñèíèçèðîâàëè (0,05%-íûì ðàñòâîðîì

òðèïñèí-âåðñåíà). Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè

ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ Òðèïàíîâîãî ñèíåãî (0,1%-íûé

ðàñòâîð òðèïàíîâîãî ñèíåãî â ÔÑÁ). Äëÿ ïðîâåäåíèÿ
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èíâàçèâíîãî òåñòà óðîâåíü æèçíåñïîñîáíîñòè êóëüòó-

ðû äîëæåí ñîñòàâëÿòü íå ìåíåå 95 %. Êëåòêè ñ÷èòàëè

â êàìåðå Ãîðÿåâà è âûñåâàëè íà ïðåäâàðèòåëüíî ïîäãî-

òîâëåííóþ ìåìáðàíó ñ ìàòðèãåëåì.

Ïðèãîòîâëåíèå êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû

ôèáðîáëàñòîâ ìûøè 3T3

Êëåòêè ðàñòèëè äî äîñòèæåíèÿ íåïëîòíîãî ìîíî-

ñëîÿ â êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíàõ (162 ñì2), óäàëÿëè ðî-

ñòîâóþ ñðåäó, ïðîìûâàëè äâàæäû ôîñôàòíî-ñîëåâûì

áóôåðîì è ïðåäûíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 4 ÷ â 30 ìë

áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäû. Ïîñëå ýòîãî ìåíÿëè íîâóþ

ïîðöèþ áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäû (30 ìë) è èíêóáèðîâà-

ëè â òå÷åíèå 72 ÷. Ñðåäó öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1500 g

â òå÷åíèå 10 ìèí, ñóïåðíàòàíò îòáèðàëè è çàìîðàæè-

âàëè äî –20
°
Ñ.

Èíâàçèâíûé òåñò

Ïîñòàíîâêó òåñòà îñóùåñòâëÿëè â 24-ëóíî÷íûõ

ïëàíøåòàõ ñî âñòàâî÷íûìè ÿ÷åéêàìè, ðàçäåëÿþùèìè

ëóíêó íà 2 ÷àñòè ïîëóïðîíèöàåìîé ïîëèìåðíîé ìåì-

áðàíîé ñ äèàìåòðîì ïîð 8 ìêì. Äëÿ ïîêðûòèÿ ìåìáðàí

èñïîëüçîâàëè ìàòðèãåëü (Matrigel GFR, Becton

Dickinson) [11]. Âñòàâî÷íûå ÿ÷åéêè ïîìåùàëè â 24-ëó-

íî÷íûé ïëàíøåò, çàïîëíåííûé êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé

áåç ñûâîðîòêè è âàêóóìèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí äëÿ

óäàëåíèÿ âîçäóõà èç ïîð ìåìáàíû. Ìàòðèãåëü

(10ìã/ìë) ðàçáàâëÿëè íà õîëîäó ÒÐÈÑ- áóôåðîì è íà-

íîñèëè íà ïîëóïðîíèöàåìóþ ìåìáðàíó. ß÷åéêè ñ íà-

íåñåííûì ñëîåì ìàòðèãåëÿ èíêóáèðîâàëè â òåðìîñòà-

òå ïðè 37 
°
Ñ â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 40–60 % âëàæíîñòè (äëÿ

àããðåãàöèè ñîåäèíèòåëüíîòêàííûõ áåëêîâ íà ìåìáðà-

íå) ñ ïîñëåäóþùèì âûñóøèâàíèåì ìåìáðàí â òå÷åíèå

ñóò ïðè 30 
°
Ñ è 50 % âëàæíîñòè. Ïåðåä íåïîñðåäñòâå-

íûì ïðîâåäåíèåì èíâàçèâíîãî òåñòà ïðîâîäèëè ðåãè-

äðàòàöèþ ïîëèìåðèçîâàííîãî íà ìåìáðàíå ìàòðèãåëÿ.

Äëÿ ýòîãî âñòàâî÷íûå ÿ÷åéêè ñ íàíåñåííûì ìàòðèãå-

ëåì ïîìåùàëè â 24-ëóíî÷íûé ïëàíøåò, çàïîëíÿëè áåñ-

ñûâîðîòî÷íîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé (DMEM, 0,1 %

ÁÑÀ) è èíêóáèðîâàëè â ÑO
2

— òåðìîñòàòå ïðè 37 
°
Ñ

â òå÷åíèå 2 ÷. Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ïðîâåäåíèåì òå-

ñòà íèæíþþ êàìåðó çàïîëíÿëè õåìîàòòðàêòàíòîì.

Êëåòêè âûñåâàëè íà ìåìáðàíó ñ ìàòðèãåëåì è èíêó-

áèðîâàëè â Ñ0
2
- èíêóáàòîðå (5 % Ñ0

2, 
37 

°
Ñ) â òå÷åíèå

âðåìåíè, ïîäîáðàííîãî ýêñïåðèìåíòàëüíî. Îïûò ïðî-

âîäèëè â 3 ïàðàëëåëÿõ.

Êîëè÷åñòâåííàÿ èíòåðïðåòàöèÿ ðåçóëüòàòîâ

èíâàçèâíîãî òåñòà

Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèîííîãî ïåðèîäà êëåòêè, íå

ïðîøåäøèå ÷åðåç áàðüåð, ñíèìàëè ñ âíåøíåé ïîâåðõ-

íîñòè ìåìáðàíû âàòíîé ïàëî÷êîé, ñìî÷åííîé êóëüòó-

ðàëüíîé ñðåäîé. Îïåðàöèþ ïðîâîäèëè äâàæäû äëÿ ýô-

ôåêòèâíîãî óäàëåíèÿ êëåòîê.

Âñòàâî÷íûå ÿ÷åéêè ïîî÷åðåäíî ïîìåùàëè â ëóí-

êè ñ ðàñòâîðîì Ëåéøìàíà íà 5 ìèí äëÿ ôèêñàöèè

êëåòîê ñ äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé äëÿ îòìûâêè ôèê-

ñèðóþùåãî ðàñòâîðà è ðàñòîâîðîì àçóð-ýîçèíà (ïî

Ðîìàíîâñêîìó) äëÿ îêðàøèâàíèÿ êëåòîê. Îêðàñêó

ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30 ìèí. Êëåòêè ñ÷èòàëè â 5 ðàí-

äîìèçèðîâàííûõ ïîëÿõ ïëîùàäüþ 1ìì2 â êàæäîé èç

3 ïàðàëëåëüíûõ ëóíîê.

Îöåíêà èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê

Èíâàçèâíóþ àêòèâíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê îöå-

íèâàëè ïî ôîðìóëå:

Ê
èíâàçèè

= È/M*100%,

ãäå Ê
èíâàçèè

— êîýôôèöèåíò èíâàçèè;

È — êîëè÷åñòâî îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïðîøåäøèõ

÷åðåç ìåìáðàíó, ïîêðûòóþ ìàòðèãåëåì;

Ì — êîëè÷åñòâî îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïðîøåäøèõ

÷åðåç ìåìáðàíó, íå ïîêðûòóþ ìàòðèãåëåì [15].

Îöåíêà àíòèèíâàçèâíîãî ýôôåêòà òåñòèðóåìûõ

ñîåäèíåíèé

Ýôôåêòèâíîñòü òåñòèðóåìîãî ñîåäèíåíèÿ îöåíè-

âàëè ïî ñòåïåíè èíãèáèðîâàíèÿ èíâàçèè îïóõîëåâûõ

êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, êîòîðûì ÿâëÿþòñÿ

êëåòêè, êóëüòèâèðîâàííûå áåç äîáàâëåíèÿ ïðåïàðàòà.

Êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó èíãèáèðîâàíèÿ èíâàçèè òåñ-

òèðóåìûìè ñîåäèíåíèÿìè ïðîâîäèëè ïî ôîðìóëå:

KÈ* = ((A-B)/A)*100 %,

ãäå À — êîëè÷åñòâî îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïðîøåä-

øèõ ÷åðåç ìåìáðàíó, ïîêðûòóþ ìàòðèãåëåì, áåç äî-

áàâëåíèÿ òåñòèðóåìîãî ñîåäèíåíèÿ;

Â — êîëè÷åñòâî îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïðîøåäøèõ ÷å-

ðåç áàðüåð ñ äîáàâëåíèåì òåñòèðóåìîãî ñîåäèíåíèÿ [12].

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè

ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Origin 6.0.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Â ëèòåðàòóðå âñòðå÷àþòñÿ ðàçëè÷íûå âàðèàíòû

ïðîâåäåíèÿ èíâàçèâíîãî òåñòà, â áîëüøèíñòâå ñâîåì

ðàçëè÷àþùèåñÿ ñîñòàâîì ïîëèìåðíîé ìàòðèöû, ôîð-

ìèðóþùåé èñêóññòâåííûé áàðüåð. Â êà÷åñòâå îñíîâ-

íîãî êîìïîíåíòà äëÿ åãî ôîðìèðîâàíèÿ èñïîëüçóþò

ðàçëè÷íûå áåëêè, âõîäÿùèå â ñîñòàâ ýêñòðàöåëëþëÿð-

íîãî ìàòðèêñà: êîëëàãåí I, IV-òèïà, ôèáðîíåêòèí, ëà-

ìèíèí è äð. [3; 5; 12]. Âûáîð áåëêîâîãî êîìïîíåíòà,

èñïîëüçóåìîãî äëÿ ïîêðûòèÿ ìåìáðàí, îáóñëîâëåí õà-

ðàêòåðîì èññëåäóåìûõ ñîåäèíåíèé. Â íåêîòîðûõ ðàáî-

òàõ äëÿ ñîçäàíèÿ óñëîâèé, íàèáîëåå ïðèáëèæåííûõ

ê ñèñòåìå in vivo, ïðè ìîäåëèðîâàíèè ñîåäèíèòåëüíî-

òêàííîãî áàðüåðà èñïîëüçóþò ýêñòðàêòû èç ðàçëè÷íûõ

òêàíåé: àìíèîíà, õîðèîàëëàíòîèñíîé ìåìáðàíû, ñòåí-

êè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ è äð. [10; 14].

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ ïîêðûòèÿ ïîëèìåðíûõ

ìåìáðàí áûë èñïîëüçîâàí êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò —

ìàòðèãåëü, ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé ñòàíäàðòèçîâàí-

íóþ ñìåñü èç áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà: ëàìèíè-

íà, êîëëàãåíà IV òèïà, ãåïàðàíñóëüôàòïðîòåîãëèêàíîâ,

ýíòàêòèíà è íèäîãåíà, ïîëó÷àåìóþ èç ýêñòðàêòà ìû-

øèíîé ñàðêîìû EHS, îáîãàùåííóþ áåëêàìè ñîåäèíè-

òåëüíîé òêàíè. Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò òîò ôàêò,

÷òî ïðè ïîëèìåðèçàöèè ìàòðèãåëÿ â ñîîòâåòñòâóþùèõ

óñëîâèÿõ ôîðìèðóåòñÿ ñòðóêòóðà, ñõîäíàÿ ïî ñîñòàâó

è ñâîéñòâàì ñ áàçàëüíîé ìåìáðàíîé [2]. Âûïîëíÿþ-

ùàÿ îïîðíóþ, ðàçãðàíè÷èòåëüíóþ è áàðüåðíóþ ôóíê-

öèè, îíà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òîíêîôèáðèëëÿðíóþ

ïîðèñòóþ ïîëóïðîíèöàåìóþ ìåìáðàíó òîëùèíîé

30–35 íì, â ñîñòàâ êîòîðîé âõîäÿò êîëëàãåí IV è V òè-

ïîâ, ãëèêîïðîòåèíû, à òàêæå ôèáðîíåêòèí, ëàìèíèí

è ñóëüôîñîäåðæàùèå ïðîòåîãëèêàíû. Îäíèì èç êëþ-
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÷åâûõ ìîìåíòîâ ìåõàíèçìà ìåòàñòàçèðîâàíèÿ ÿâëÿåò-

ñÿ ïðåîäîëåíèå îïóõîëåâûìè êëåòêàìè áàðüåðà — áà-

çàëüíîé ìåìáðàíû. Òàêèì îáðàçîì, ïðèìåíåíèå ìàò-

ðèãåëÿ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ñîåäè-

íèòåëüíîòêàííîãî áàðüåðà â òåñòå íà îöåíêó

èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ

íàèáîëåå îïðàâäàííûì.

Ïðîäàæíûé ìàòðèãåëü âñòðå÷àåòñÿ â 2 âàðèàíòàõ,

ðàçëè÷àþùèõñÿ ñîäåðæàíèåì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ

(bFGF, EGF, IGF-1, PDGF, NGF, TGF-b). Äëÿ ïîêðûòèÿ

ìåìáðàí ìû èñïîëüçîâàëè ìàòðèãåëü ñ ïîíèæåííûì

ñîäåðæàíèåì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ (Matrigel GFR,

Becton Dickinson). Ïîäîáíûé âûáîð îáóñëîâëåí òåì,

÷òî ñîäåðæàíèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ â ìàòðèãåëå ìîæåò

çíà÷èòåëüíî âëèÿòü íà õåìîòàêñè÷åñêèå ñâîéñòâà îïó-

õîëåâûõ êëåòîê (óìåíüøàòü èõ) è ïðèâîäèòü ê íèçêîé

ýôôåêòèâíîñòè èíâàçèè îïóõîëåâûõ êëåòîê â íàïðàâ-

ëåíèè õåìîàòòðàêòàíòà. Ê òîìó æå íåêîòîðûå ðîñòî-

âûå ôàêòîðû ìîãóò ñóùåñòâåííûì îáðàçîì âëèÿòü íà

ïðîëèôåðàòèâíóþ (bFGF, EGF, IGF-1) è ìèãðàöèîí-

íóþ (PDGF, TGF-b) àêòèâíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê

â ïðîöåññå ýêñïåðèìåíòà è òåì ñàìûì âíîñèòü äîïîë-

íèòåëüíûå òðóäíîñòè â òðàêòîâêó ðåçóëüòàòîâ òåñòà.

Îïòèìèçàöèÿ ìåòîäèêè ïîêðûòèÿ ïîëóïðîíè-

öàåìîé ìåìáðàíû ìàòðèãåëåì

Êëþ÷åâûì ìîìåíòîì òåñò-ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ ñòàí-

äàðòíî-âîñïðîèçâîäèìîå ìîäåëèðîâàíèå èñêóññòâåí-

íîãî áàðüåðà èç áåëêîâ ýêñòðàöåëëþëÿðíîãî ìàòðèêñà,

êîòîðîå çàêëþ÷àåòñÿ â ðàâíîìåðíîì ðàñïðåäåëåíèè

ïîëèìåðèçîâàííûõ ñîåäèíèòåëüíîòêàííûõ áåëêîâ íà

ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû è â åå ïîðàõ.

Ïåðåä íåïîñðåäñòâåííûì íàíåñåíèåì ìàòðèãåëÿ

ïðîâîäèëè ïðåäâàðèòåëüíóþ ïîäãîòîâêó ìåìáðàíû.

Äëÿ ýòîãî âñòàâî÷íûå ÿ÷åéêè â 24-ëóíî÷íîì ïëàíøå-

òå, çàïîëíåííîì äèñòèëèðîâàííîé âîäîé, ïîìåùàëè

â ýêñèêàòîð è âàêóóìèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí. Ýòà

îïåðàöèÿ ïîçâîëÿåò óäàëèòü âîçäóõ èç âíóòðåííèõ ïîð

ìåìáðàíû, îáåñïå÷èâàÿ ýôôåêòèâíóþ ñìà÷èâàåìîñòü

âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè ïîð è áîëåå ýôôåêòèâíîå çà-

ïîëíåíèå èõ ðàñòâîðîì ìàòðèãåëÿ.

Îáû÷íî â êà÷åñòâå áóôåðíîé ñèñòåìû äëÿ ïðèãî-

òîâëåíèÿ ðàáî÷åé êîíöåíòðàöèè ìàòðèãåëÿ èñïîëüçó-

þò ñðåäó äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê. Îä-

íàêî, êàê ïîêàçàëè íàøè èññëåäîâàíèÿ, ðàñïðåäåëåíèå

ìàòðèãåëÿ íà ìåìáðàíå â äàííîì ñëó÷àå íîñèò î÷àãî-

âûé õàðàêòåð ñ ôîðìèðîâàíèåì îáëàñòåé, íå ïîêðûòûõ

áåëêîì. Ïîäîáíîå íàáëþäåíèå ìîæíî îáúÿñíèòü íå-

ðàâíîìåðíîé êðèñòàëëèçàöèåé ñîëåé, ñîäåðæàùèõñÿ

â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ïðè âûñóøèâàíèè ìåìáðàíû.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðà ìàòðèãåëÿ ìû èñ-

ïîëüçîâàëè áóôåðíóþ ñèñòåìó íà îñíîâå òðè-(ãèäðî-

êñèìåòèë)-àìèíîìåòàíà (ÒÐÈÑ), ñîäåðæàùóþ â êà÷åñ-

òâå äîïîëíèòåëüíûõ êîìïîíåíòîâ ñàõàðîçó è õëîðèä

íàòðèÿ. Âûáîð êîìïîíåíòîâ áóôåðà ðàçâåäåíèÿ îáóñ-

ëîâëåí ñëåäóþùèìè ïðè÷èíàìè. Äëÿ ðàâíîìåðíîé ïî-

ëèìåðèçàöèè ìàòðèãåëÿ íà ìåìáðàíå íåîáõîäèìî

îáåñïå÷èòü îïòèìàëüíóþ ñêîðîñòü àããðåãàöèè áåëêà

äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ îáðàçîâàíèÿ áåëêîâûõ êîíãëîìå-

ðàòîâ íà ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû. Èçâåñòíî, ÷òî íà àã-

ãðåãàöèþ ìàòðèãåëÿ ñóùåñòâåííî âëèÿåò êèñëîòíîñòü

ñðåäû. Äàííûé ïðîöåññ ïðîõîäèò ïðåèìóùåñòâåííî

â ùåëî÷íîé îáëàñòè pH. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ ïðèãîòîâ-

ëåíèÿ ðàñòâîðà ìàòðèãåëÿ íàìè áûëà âûáðàíà áóôåð-

íàÿ ñèñòåìà íà îñíîâå Òðèñ ñîëè (pH=8,0). Äëÿ ïðåäîò-

âðàùåíèÿ ñïîíòàííîé àããðåãàöèè áåëêîâ â ïðîöåññå

ïîëèìåðèçàöèè â ðàñòâîð íàíåñåíèÿ áûë äîáàâëåí

õëîðèä íàòðèÿ. Äëÿ ðàâíîìåðíîé êðèñòàëëèçàöèè ñî-

ëåé â ïðîöåññå âûñóøèâàíèÿ ìåìáðàíû áûëà äîáàâëå-

íà ñàõàðîçà. Äëÿ êîíòðîëÿ ðàâíîìåðíîñòè ðàñïðåäåëå-

íèÿ àããðåãèðîâàííîãî ìàòðèãåëÿ íà ïîâåðõíîñòè ìåì-

áðàíû åå îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì êðàñèòåëÿ Êóìàññè

(0,25ã êóìàññè R-250, 10 ìë ìåòàíîëà, 30 ìë óêñóñíîé

êèñëîòû). Èñïîëüçîâàíèå âûøåóêàçàííîãî áóôåðà äëÿ

ðàçâåäåíèÿ ìàòðèãåëÿ ïîçâîëÿåò äîáèòüñÿ ðàâíîìåð-

íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ìàòðèãåëÿ â âèäå îäíîðîäíîé

ïëåíêè ïî âñåé ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû.

Îïðåäåëåíèå îïòèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà ìàòðèãåëÿ

äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ñîåäèíèòåëüíîòêàííîãî áàðüåðà

Îñíîâíûìè êðèòåðèÿìè, êîòîðûìè ìû ðóêîâîä-

ñòâîâàëèñü ïðè âûáîðå êîëè÷åñòâà ìàòðèãåëÿ, íàíîñè-

ìîãî íà ìåìáðàíó, ÿâëÿëèñü ýôôåêòèâíîñòü ôîðìèðîâà-

íèÿ ñîåäèíèòåëüíîòêàííîãî áàðüåðà, èñêëþ÷àþùåãî

ïðÿìóþ ìèãðàöèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê â íàïðàâëåíèè

õåìîàòòðàêòàíòà, à òàêæå äëèòåëüíîñòü ïîñòàíîâêè èí-

âàçèâíîãî òåñòà.

Âûáîð îïòèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ìàòðèãåëÿ îï-

ðåäåëÿëè ýêñïåðèìåíòàëüíî, èçó÷àÿ èíâàçèþ êëåòîê

ôèáðîñàðêîìû ÷åëîâåêà HT1080. Îïóõîëåâûå êëåòêè

äàííîé ëèíèè îòëè÷àþòñÿ âûñîêîé ñòåïåíüþ áèîëîãè-

÷åñêîé àãðåññèâíîñòè è øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ òå-

ñòèðîâàíèÿ ñîåäèíåíèé íà àíòèèíâàçèâíóþ àêòèâ-

íîñòü [16]. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ äëÿ

îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ôîðìèðîâàíèÿ ñîåäèíèòåëü-

íîòêàííîãî áàðüåðà èñïîëüçîâàëè èììîðòàëèçîâàííûå

ôèáðîáëàñòû ìûøè 3T3.

Ìàòðèãåëü (èñõîäíûé ðàñòâîð 10ìã/ìë) ðàçáàâëÿ-

ëè íà õîëîäå ìîäèôèöèðîâàííûì áóôåðîì äëÿ ïîñàä-

êè äî êîíöåíòðàöèè 1 ìã/ìë. Ñíèæàòü ðàáî÷óþ êîí-

öåíòðàöèþ ìàòðèãåëÿ íå ðåêîìåíäóåòñÿ, ïîñêîëüêó

ýòî ìîæåò óõóäøèòü ñïîñîáíîñòü ìàòðèãåëÿ ê àããðåãà-

öèè è ïîëèìåðèçàöèè. Àáñîëþòíîå êîëè÷åñòâî ìàòðè-

ãåëÿ âàðüèðîâàëè ïóòåì èçìåíåíèÿ îáúåìà íàíåñåíèÿ

â äèàïàçîíå — 20 äî 150ìêë.

Ïðè íèçêèõ îáúåìàõ íàíåñåíèÿ — 20 è 30 ìêë

ïðîèñõîäèò ïðåèìóùåñòâåííîå êîíöåíòðèðîâàíèå

áåëêà íà ïåðèôåðèè ìåìáðàíû, ÷òî ïðèâîäèò ê íåðàâ-

íîìåðíîìó ðàñïðåäåëåíèþ ìàòðèãåëÿ íà ïîâåðõíîñòè

ìåìáðàíû è ôîðìèðîâàíèþ ÷àñòè÷íî ïîêðûòûõ áåë-

êîì öåíòðàëüíûõ çîí, ÷òî íå èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòè

ïðîíèêíîâåíèÿ êëåòîê ÷åðåç ïîðû ïî ìåõàíèçìó ïðÿ-

ìîé ìèãðàöèè ê õåìîàòòðàêòàíòó (ðèñ. 1). Äîêàçàòåëü-

ñòâîì ýòîìó ñëóæàò îòñóòñòâèå ñóùåñòâåííûõ ðàçëè-

÷èé ìåæäó èíâàçèâíîé àêòèâíîñòüþ èññëåäóåìûõ êëå-

òî÷íûõ ëèíèé.

Ïðè îáúåìå íàíåñåíèÿ 50 ìêë ìàòðèãåëü ïîêðûâà-

åò ìåìáðàíó ðàâíîìåðíûì ñëîåì. Ïðè ýòîì âûÿâëÿþò-

ñÿ ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â ñïîñîáíîñòè êëåòîê èñ-

ñëåäóåìûõ ëèíèé ïðîíèêàòü ÷åðåç ñîåäèíèòåëüíî-
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òêàííûé áàðüåð, õàðàêòåðèçóþùèå ðàçëè÷èÿ â èõ èí-

âàçèâíîé àêòèâíîñòè (ñì. ðèñ. 1).

Ïðè îáúåìàõ íàíåñåíèÿ ìàòðèãåëÿ â äèàïàçîíå îò

50 äî 150 ìêë âûÿâëåííàÿ òåíäåíöèÿ ñîõðàíÿåòñÿ, îä-

íàêî ïðè ýòîì ñóùåñòâåííî âîçðàñòàåò âðåìÿ ïðîâåäå-

íèÿ ýêñïåðèìåíòà (ðèñ. 2).

Èçó÷åíèå âðåìåííîãî èíòåðâàëà, çà êîòîðûé Ê
èíâ

äëÿ êëåòîê ôèáðîñàðêîìû ÷åëîâåêà HT1080 äîñòèãàåò

çíà÷èìîãî óðîâíÿ — 30%, ïîêàçàëî, ÷òî îïòèìàëüíûé

îáúåì íàíåñåíèÿ ìàòðèãåëÿ ñîñòàâëÿåò 50 ìêë

(154 ìêã áåëêà/ ñì2).

Âûáîð õåìîàòòðàêòàíòà

Äëÿ îïòèìèçàöèè óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ èíâàçèâíî-

ãî òåñòà èññëåäîâàëè âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ õåìîàòòðàê-

òàíòîâ íà âðåìåííûå õàðàêòåðèñòèêè ïðîöåññà èíâà-

çèè îïóõîëåâûõ êëåòîê ëèíèè HT1080. Â êà÷åñòâå õå-

ìîàòòðàêòàíòîâ áûëè èñïîëüçîâàíû êóëüòóðàëüíàÿ

ñðåäà DMEM ñ äîáàâëåíèåì ñìåñè áåëêîâûõ ôàêòîðîâ

(èíñóëèí-ñåëåíèò-òðàíñôåððèí, 100ìêã ÈÑÒ íà 1 ìë

ñðåäû), êóëüòóðàëüíàÿ ñðåäà RPMI-1640 c äîáàâëåíè-

åì 10 % ÒÝÑ, 20 % ÒÝÑ, êîíäèöèîíèðîâàííàÿ ñðåäà

ôèáðîáëàñòîâ ìûøè (3T3). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðèìåíåíèå

ñðåäû DMEM, 20 % ÒÝÑ è êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðå-

äû ôèáðîáëàñòîâ 3T3 ïîçâîëÿåò íà 25–30 % ñíèçèòü

âðåìÿ ïðîâåäåíèÿ èíâàçèâíîãî òåñòà (ðèñ. 3).

Îäíàêî íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì, ïî íàøåìó

ìíåíèþ, ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå õåìîàò-

òðàêòàíòà äëÿ ïðîâåäåíèÿ èíâàçèâíîãî òåñòà êóëüòó-

ðàëüíîé ñðåäû ñ 20 % ñûâîðîòêîé âñëåäñòâèå ñòàíäàð-

òèçàöèè åå êîìïîíåíòîâ.

Îöåíêà àíòèèíâàçèâíîé àêòèâíîñòè ïðåïàðàòà

Èëîìàñòàò

Íà îñíîâå ðàçðàáîòàííûõ óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ èí-

âàçèâíîãî òåñòà áûëà èçó÷åíà àíòèèíâàçèâíàÿ àêòèâ-

íîñòü ïðåïàðàòà èëîìàñòàò. Èëîìàñòàò (ãàëàðäèí) ÿâ-

ëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì êîëëàãåíàç. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî

äàííûé ïðåïàðàò ïðîÿâëÿåò âûðàæåííóþ àêòèâíîñòü

â îòíîøåíèè èíãèáèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè ñ ðÿäà ìàò-

ðè÷íûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ-1, ÌÌÏ-2, ÌÌÏ-3,

ÌÌÏ-8, ÌÌÏ-9) — ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ, èã-

ðàþùèõ âàæíóþ ðîëü â ïðîöåññå îïóõîëåâîé èíâàçèè

[8]. Âûÿâëåííàÿ èññëåäîâàòåëÿìè àêòèâíîñòü èëîìàñ-

òàòà îáîñíîâûâàåò öåëåñîîáðàçíîñòü åãî èçó÷åíèÿ íà

ïðåäìåò âûÿâëåíèÿ àíòèèíâàçèâíîé àêòèâíîñòè â ýêñ-

ïåðèìåíòå.

Òåñòèðîâàëè àíòèèíâàçèâíóþ àêòèâíîñòü èëîìàñ-

òàòà íà îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ôèáðîñàðêîìû HT1080.

Îäíîé èç îñîáåííîñòåé äàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè, îï-

ðåäåëÿþùåé åå âûñîêèé èíâàçèâíûé ïîòåíöèàë, ÿâëÿ-

åòñÿ âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìàòðè÷íûõ ìåòàëëî-

ïðîòåèíàç MMP-2 è MMP-9 [4; 6]

Äèàïàçîí ðàáî÷èõ êîíöåíòðàöèé äëÿ òåñòèðîâàíèÿ

àíòèèíâàçèâíîé àêòèâíîñòè âûáèðàëè íà îñíîâå ëèòå-

ðàòóðíûõ äàííûõ ïî äîçîçàâèñèìîìó èíãèáèðîâàíèþ

àêòèâíîñòè ìåòàëëîïðîòåèíàç [8].

Âàæíóþ ðîëü ïðè îöåíêå àíòèèíâàçèâíîé àêòèâ-

íîñòè èãðàþò âðåìåííûå ïàðàìåòðû èíêóáàöèè êëå-
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå êîëè÷åñòâà íàíîñèìîãî íà ìåì-

áðàíó ìàòðèãåëÿ íà ýôôåêòèâíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ ñî-

åäèíèòåëüíîòêàííîãî áàðüåðà

Ðèñ. 2. Âðåìåííàÿ çàâèñèìîñòü ïðîâåäåíèÿ òåñòà

îò êîëè÷åñòâà íàíîñèìîãî íà ìåìáðàíó ìàòðèãåëÿ

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå õåìîàòòðàêòàíòà íà âðåìåííûå õà-

ðàêòåðèñòèêè ïðîâåäåíèÿ òåñòà (ÈÒÑ- èíñóëèí-òðàíñ-

ôåððèí-ñåëåíèò)

`

`
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òîê ñ òåñòèðóåìûì ñîåäèíåíèåì. Ïðèíöèïèàëüíî âîç-

ìîæíû 2 ñõåìû. 1-ÿ ïðåäïîëàãàåò ïðåäâàðèòåëüíóþ

èíêóáàöèþ êëåòîê ñ òåñòèðóåìûì ñîåäèíåíèåì.

Ïðè 2-é èçó÷àåìûå âåùåñòâà äîáàâëÿþò íåïîñðåä-

ñòâåííî â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó êëåòîê â ìîìåíò ïî-

ñòàíîâêè èíâàçèâíîãî òåñòà.

Îäíèì èç íåäîñòàòêîâ 2-é ñõåìû ÿâëÿåòñÿ íåâîç-

ìîæíîñòü ïîääåðæàíèÿ ïîñòîÿííîé êîíöåíòðàöèè

ïðåïàðàòà â ïðîöåññå ïðîâåäåíèÿ òåñòà âñëåäñòâèå èõ

äèôôóçèè ÷åðåç ìåìáðàíó ñ ìàòðèãåëåì. Ó÷èòûâàÿ,

÷òî àíòèèíâàçèâíàÿ àêòèâíîñòü òåñòèðóåìîãî ñîåäè-

íåíèÿ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà ðàçëè÷íûìè ìåõàíèç-

ìàìè, òðåáóþùèìè äëÿ ðåàëèçàöèè îæèäàåìîãî ýô-

ôåêòà îïðåäåëåííîãî âðåìåíè èíêóáàöèè, íàìè áûëà

âûáðàíà 1-ÿ ñõåìà, ïðåäïîëàãàþùàÿ 24-÷ ïðåäûíêóáà-

öèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê ñ òåñòèðóåìûì ñîåäèíåíèåì.

Ðåçóëüòàòû èíâàçèâíîãî òåñòà ïîêàçàëè, ÷òî èëî-

ìàñòàò â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò 5 äî 25 ìêÌ äîçî-

çàâèñèìî èíãèáèðóåò èíâàçèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê

ôèáðîñàðêîìû (ðèñ. 4 è 5). Íàèáîëüøèé àíòèèíâàçèâ-

íûé ýôôåêò èëîìàñòàòà ñîñòàâèë 57 % ïðè êîíöåíòðà-

öèè 25ìêÌ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû êîððåëèðóþò

ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè, ñâèäåòåëüñòâóþùèìè

î ñïîñîáíîñòè èëîìàñòàòà ê äîçîçàâèñèìîìó èíãèáè-

ðîâàíèþ àêòèâíîñòè ìåòàëëîïðîòåèíàç.

ÂÛÂÎÄÛ

1. Óñîâåðøåíñòâîâàíà òåñò-ñèñòåìà äëÿ îöåíêè

èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê, îñíîâàí-

íàÿ íà èõ ñïîñîáíîñòè ïðîíèêàòü ÷åðåç èññêóñòâåí-

íóþ áàçàëüíóþ ìåìáðàíó èç áåëêîâ ñîåäèíèòåëüíîé

òêàíè.

2. Ñ ïðèìåíåíèåì ìîäèôèöèðîâàííîé òåñò-ñèñ-

òåìû èçó÷åíà àíòèèíâàçèâíàÿ àêòèâíîñòü ïðåïàðàòà

èëîìàñòàò. Âûÿâëåíà ïðÿìàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó ñïî-

ñîáíîñòüþ èëîìàñòàòà ïîäàâëÿòü ïðîöåññ èíâàçèè

îïóõîëåâûõ êëåòîê è èíãèáèðóþùåé àêòèâíîñòüþ

äàííîãî ñîåäèíåíèÿ â îòíîøåíèè ìåòàëëîïðîòåè-

íàç — ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ, èãðàþùèõ âàæ-

íóþ ðîëü â ïðîöåññå îïóõîëåâîé èíâàçèè.

3. Òåñò-ñèñòåìà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ðà-

öèîíàëüíîãî ïîèñêà íîâûõ ïîòåíöèàëüíûõ èíãèáèòî-

ðîâ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ ñ ïàòîãåíåòè÷åñêîé íàïðàâëåí-

íîñòüþ äåéñòâèÿ. Êðîìå òîãî, äàííûå, ïîëó÷åííûå

ñ ïðèìåíåíèåì èíâàçèâíîãî òåñòà, ìîãóò áûòü ïîëåçíû

äëÿ êîððåêòèðîâêè òåðàïåâòè÷åñêèõ ñõåì ïðèìåíåíèÿ

ïðåïàðàòîâ â êà÷åñòâå èíãèáèòîðîâ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ.

ËÈÒÅÐÀÒÓÐÀ

1. Albini A., Iwamoto Y., Kleinman H. K. et al. A

rapid in vitro assay for quantitating the invasive potential

of tumor cells // Cancer Res. — 1987. — Vol. 47. —

P.3239–3245.

2. Albini A. Tumor and endothelial cell invasion of

basement membranes. The matrigel chemoinvasion assay

as a tool for dissecting molecular mechanisms // Pathol

Oncol Res. — 1998. — Vol. 4. — P. 230–241.

3. Armstrong P. B., Armstrong M. T. Intercellular

invasion and the organizational stability of tissues: a role

Ðèñ. 4. Èíãèáèðîâàíèå èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè

êëåòîê ôèáðîñàðêîìû ÷åëîâåêà èëîìàñòàòîì. Èíâà-

çèâíûé òåñò, 72 ÷

Ðèñ. 5. Ìèêðîôîòîãðàôèè îïóõîëåâûõ êëåòîê ôè-

áðîñàðêîìû ÷åëîâåêà íà âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè ïî-

ëóïðîíèöàåìîé ìåìáðàíû ïîñëå ïðîâåäåíèÿ èíâàçèâ-

íîãî òåñòà: À-êîíòðîëü; Â-êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå

ñ èëîìàñòàòîì (25 ìêÌ)

à

á



72

№2/том5/2006 РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ

for fibronectin // Biochim Biophys Acta. — 2000. — Vol.

27. — P. 9–20.

4. Atkinson S. J., English J. L., Holway N.,

Murphy G. Cellular cholesterol regulates MT1 MMP

dependent activation of MMP 2 via MEK-1 in HT1080

fibrosarcoma cells // FEBS Lett. — 2004. — Vol. 21. —

P. 65–70.

5. Berndt A., Hyckel P., Konneker A. et al. Oral

squamous cell carcinoma invasion is associated with a

laminin-5 matrix reorganization but independent of base-

ment membrane and hemidesmosome formation. clues

from an in vitro invasion model // Invasion Metastasis. —

1997. — Vol. 17. — P. 251–258.

6. Cha H.J., Bae S.K., Lee H.Y. et al. Anti-invasive

activity of ursolic acid correlates with the reduced expres-

sion of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) in HT1080

human fibrosarcoma cells // Cancer Res. — 1996. — Vol.

15. — P. 2281–2284.

7. Erdel M., Speiss E., Trifz G. et al. Cell interac-

tions and motility in human lung tumor cell lines HS-24

and SB-3 under the influence of extracellular matrix com-

ponents and protease inhibitors // Anticancer Res. —

1992. — Vol. 12. — P. 349–360.

8. Galardy R. E., Cassabonne M. E., Giese C. et al.

Low molecular weight inhibitors in corneal ulceration //

Ann. NY. Acad. Sci. — 1994. — Vol. 732. — P. 315–323.

9. Grotendorst G. Spectrophotometric assay for the

quantitation of cell migration in the Boyden chamber

chemotaxis assay // Methods Enthymol. — 1987. — Vol.

147. — P. 144–152.

10. Hendrix M. J. C., Seftor E. A., Seftor R. E. B. et

al. Comparison of tumor cell invasion assay: human

amnion verus reconstituted basement membrane barrier //

Invasion Metastasis. — 1989. — Vol. 9. — P. 278–297.

11. Kleinman H. K., McGarvey M. L., Hassell J. R. et

al. Basement membranes complexes with biological activ-

ity // Biochemistry. — 1986. — Vol. 25. — P. 312–318.

12. Nabeshima K., Kataoka H., Koita H. et al. A new

long-term in vitro invasion assay using fibrous connective

tissue matrices maintaining architectural characteristics of

connective tissue // Invasion Metastasis. — 1988. — Vol.

8. — P. 301–316.

13. Noe V., Willems J., Vandekerckhove J. et al.

Inhibition of adhesion and induction of epithelial cell

invasion by HAV-containing E-cadherin containing pep-

tides // J. Cell. Sci. — 1999. — Vol. 112. — P. 127–135.

14. Poste G., Fidler I. J. The pathogenesis of cancer

metastasis // Nature. — 1980. — Vol. 283. — P. 139–146.

15. Sieuwerts A. M., Klijn J. G., Foekens J. A.

Assessment of the invasive potential of human gynecolog-

ical tumor cell lines with the in vitro Boyden chamber

assay: influences of the ability of cells to migrate through

the filter membrane // Clin Exp Metastasis. — 1997. –Vol.

15. — P. 53–62.

16. Yan C., Han R. Effects of genistein on invasion

and matrix metalloproteinase activities of HT1080 human

fibrosarcoma cells // Chin Med Sci J. — 1999. — Vol. 14.

— P. 129–133.

Ïîñòóïèëà 20.02.2006.

ДИАГНОСТИКА



ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Âàæíåéøåé õàðàêòåðèñòèêîé ôîòîñåíñèáèëèçàòî-

ðîâ (ÔÑ) íàðÿäó ñ âûñîêîé ôîòîäèíàìè÷åñêîé ýôôåê-

òèâíîñòüþ è ôëþîðåñöåíòíîé ñïîñîáíîñòüþ ÿâëÿåòñÿ

ñïåêòðàëüíûé äèàïàçîí îïòè÷åñêîãî ïîãëîùåíèÿ.

Ïðåæäå âñåãî, ÷åì áîëüøå ãëóáèíà ïðîíèêíîâåíèÿ

â áèîëîãè÷åñêóþ òêàíü ñâåòà ñ äëèíîé âîëíû, ñîîòâåò-

ñòâóþùåé ñïåêòðàëüíîìó ìàêñèìóìó ïîãëîùåíèÿ ôî-

òîñåíñèáèëèçàòîðà â òêàíè, òåì áîëüøåé ìîæåò áûòü

ãëóáèíà ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ. Íàèáîëüøóþ

ãëóáèíó ìîãóò îáåñïå÷èòü ôîòîñåíñèáèëèçàòîðû ñ äëè-

íîé âîëíû ñïåêòðàëüíîãî ìàêñèìóìà â äèàïàçîíå

720–850 íì [3], â êîòîðîì ñîáñòâåííîå ïîãëîùåíèå íå-

ñåíñèáèëèçèðîâàííîé òêàíè ìèíèìàëüíî. Ýòîò æå äèà-

ïàçîí èìååò ïðåèìóùåñòâî ïðè ÔÄÒ ïèãìåíòèðîâàí-

íûõ íîâîîáðàçîâàíèé, â ÷àñòíîñòè, ìåëàíîìû. Íåìàëî-
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ABSTRACT

The article presents the results of preliminary investigations of some derivatives of bacteriochlorin p as potential pho-

tosensitizers for photodynamic therapy. It is shown that these photosensitizers possess considerable absorption in the range

of minimum intrinsic absorption of biological tissue, quickly clear from skin and show high photodynamic activity.
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ÐÅÇÞÌÅ

Ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû ïðåäâàðèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé íåêîòîðûõ ïðîèçâîäíûõ áàêòåðèîõëîðèíà p â

êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ ôîòîñåíñèáèëèçàòîðîâ äëÿ ôîòîäèíàìè÷åñêîé òåðàïèè. Ïîêàçàíî, ÷òî ýòè

ôîòîñåíñèáèëèçàòîðû îáëàäàþò èíòåíñèâíûì ïîãëîùåíèåì â îáëàñòè ìàêñèìàëüíîé ïðîçðà÷íîñòè

áèîëîãè÷åñêîé òêàíè, áûñòðûì âûâåäåíèåì èç êîæè è âûñîêîé ôîòîäèíàìè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ôîòîñåíñèáèëèçàòîð, áàêòåðèîõëîðèí, ïîãëîùåíèå, ôëþîðåñöåíöèÿ, ôîòîäèíàìè÷åñêàÿ

òåðàïèÿ.



âàæíî è òî, ÷òî â ýòîì äèàïàçîíå åñòü äîñòóïíûå è íå-

äîðîãèå èñòî÷íèêè ñâåòà, â ïåðâóþ î÷åðåäü, ïîëóïðî-

âîäíèêîâûå ëàçåðíûå äèîäû.

Ïåðñïåêòèâíûì êëàññîì ñîåäèíåíèé äëÿ ñîçäàíèÿ

ôîòîñåíñèáèëèçàòîðîâ áëèæíåãî èíôðàêðàñíîãî äèàïà-

çîíà ÿâëÿþòñÿ ïðîèçâîäíûå áàêòåðèîõëîðîôèëëîâ [1-7].

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëè ïðåäâàðèòåëüíûå

èññëåäîâàíèÿ in vivo îòå÷åñòâåííûõ ôîòîñåíñèáèëèçà-

òîðîâ íà îñíîâå ïðîèçâîäíûõ ñîåäèíåíèé áàêòåðèî-

õëîðèíà p, êîòîðûå ïðè èññëåäîâàíèÿõ in vitro ïîêàçà-

ëè âûñîêóþ ôîòîäèíàìè÷åñêóþ àêòèâíîñòü [4; 7].

ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄÛ

Â ðàáîòå ïðîâîäèëèñü èññëåäîâàíèÿ in vivo òðèíàò-

ðèåâîé ñîëè áàêòåðèîõëîðèíà p (Bchlp), ìåòèëîâîãî

ýôèðà îêñèìà N-ìåòîêñèöèêëîèìèäà áàêòåðèîõëîðèíà

p (BchlpOx-OMe) è òðèíàòðèåâîé ñîëè 3-äåàöåòèë-3-

(α-ãèäðîêñèýòèë)-áàêòåðèîõëîðèíà ð (Bchlp-OH),

ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Ñîåäèíåíèÿ áûëè ïîëó÷åíû õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöè-

åé áàêòåðèîõëîðîôèëëà à, âûäåëåííîãî ýêñòðàêöèåé èç

ïóðïóðíûõ áàêòåðèé Rhodobacter capsulatus [1; 4].

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëèñü íà ìûøàõ F
1

ñ îïóõî-

ëüþ Ýðëèõà (ELD), ïåðåâèòîé âíóòðèìûøå÷íî â îá-

ëàñòü ãîëåíè. Âñå ÔÑ ââîäèëèñü âíóòðèâåííî îäíî-

êðàòíî íà 5-é äåíü ïîñëå ïåðåâèâêè, êîãäà îáúåì îïó-

õîëè (âû÷èñëÿåìûé êàê   

,

ãäå a, b, c — ðàçìåð îïóõîëè ïî 3 îðòîãîíàëüíûì

èçìåðåíèÿì) äîñòèãàë 0,7-0,8 ñì3.

Bchlp è Bchlp-OH ââîäèëèñü â âîäíîì ðàñòâîðå

â äîçàõ 20 è 4 ìã/êã âåñà òåëà ñîîòâåòñòâåííî.

BchlpOx-OMe èç-çà åãî îãðàíè÷åííîé ðàñòâîðèìîñòè

â âîäå ââîäèëñÿ â âèäå êðåìîôîðíîé äèñïåðñèè â äîçå

1 ìã/êã âåñà òåëà.

Óðîâåíü íàêîïëåíèÿ ÔÑ â îïóõîëè è êîæå, à òàêæå

ñåëåêòèâíîñòü íàêîïëåíèÿ ÔÑ â îïóõîëè ïî îòíîøå-

íèþ ê êîæå îöåíèâàëè in vivo â äèíàìèêå ïî èíòåíñèâ-

íîñòÿì ïîãëîùåíèÿ è ôëþîðåñöåíöèè ÔÑ â òêàíÿõ, îï-

ðåäåëÿåìûì ñ ïîìîùüþ îïòîâîëîêîííîãî ñïåêòðîàíà-

ëèçàòîðà ËÝÑÀ-01-Áèîñïåê («Áèîñïåê», Ìîñêâà) [8].

Ïðè ïðîâåäåíèè ÔÄÒ îïóõîëè ñåíñèáèëèçèðîâàí-

íûõ æèâîòíûõ îáëó÷àëè îïòè÷åñêèì èçëó÷åíèåì

ñ ïëîòíîñòüþ ìîùíîñòè îêîëî 300 ìÂò/ñì2. Äëèíà

âîëíû èçëó÷åíèÿ ñîîòâåòñòâîâàëà ñïåêòðàëüíîìó ìàê-

ñèìóìó ïîãëîùåíèÿ ââåäåííîãî ÔÑ. Äëÿ îáëó÷åíèÿ

èñïîëüçîâàëèñü ëàçåðû ËÔÄ-01-730 ñ äëèíîé âîëíû

732 íì è ËÔÄ-01-800 ñ äëèíîé âîëíû 795 íì, à òàêæå

ëàìïîâûé èñòî÷íèê ñâåòà ËÈ-ÔÄÒ-06 ñ ïåðåñòðàèâàå-

ìûì óçêîïîëîñíûì ôèëüòðîì (äëÿ îáëó÷åíèÿ íà äëè-

íå âîëíû 760 íì).

Ýôôåêòèâíîñòü ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ

îöåíèâàëàñü ïî òîðìîæåíèþ ðîñòà îïóõîëåé (ÒÐÎ, %)

ïîñëå ÔÄÒ ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëüíîé ãðóïïå æè-

âîòíûõ ïî ôîðìóëå:

ãäå V
ê

— ñðåäíèé îáúåì îïóõîëè â êîíòðîëüíîé

ãðóïïå (ñì3);

V
î

— ñðåäíèé îáúåì îïóõîëè â îïûòíîé ãðóïïå

(ñì3).

Îïûòíûå ãðóïïû ôîðìèðîâàëè èç 5-6, êîíòðîëü-

íóþ ãðóïïó — èç 8 ìûøåé.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Èññëåäóåìûå ÔÑ îáëàäàëè çíà÷èòåëüíûì ïîãëî-

ùåíèåì â ñïåêòðàëüíîé îáëàñòè ìèíèìàëüíîãî ñîá-

ñòâåííîãî ïîãëîùåíèÿ áèîòêàíè (ðèñ. 2). Ñïåêòðàëü-

íûå ìàêñèìóìû ïîãëîùåíèÿ Bchlp, BchlpOx-OMe

è Bchlp-OH èìåëè äëèíû âîëí ñîîòâåòñòâåííî

759; 795 è 735 íì.

Âñå èçó÷àâøèåñÿ ÔÑ ôëþîðåñöèðîâàëè â ðàñòâî-

ðàõ, îäíàêî ïðè èññëåäîâàíèÿõ in vivo òîëüêî

Bchlp â áèîëîãè÷åñêîé òêàíè èìåë äîñòàòî÷íî èíòåí-
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Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû ôîòîñåíñèáèëè-

çàòîðîâ:

à — áàêòåðèîõëîðèí ð, òðèíàòðèåâàÿ ñîëü;

á — ìåòèëîâûé ýôèð îêñèìà N-ìåòîêñèöèêëîèìèäà

áàêòåðèîõëîðèíà p;

â — 3-äåàöåòèë-3-(α-ãèäðîêñèýòèë)áàêòåðèîõëîðèí

ð, òðèíàòðèåâàÿ ñîëü

Ðèñ. 2. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé òêàíè,

ñåíñèáèëèçèðîâàííîé:

À — òðèíàòðèåâîé ñîëüþ áàêòåðèîõëîðèíà p

(Bchlp);

Á — ìåòèëîâûì ýôèðîì îêñèìà N-ìåòîêñèöèêëîè-

ìèäîì áàêòåðèîõëîðèíà p (BchlpOx-OMe);

Â — òðèíàòðèåâîé ñîëüþ 3-äåàöåòèë-3-(α-

ãèäðîêñèýòèë)-áàêòåðèîõëîðèíà ð, (Bchlp-OH).

Ã — ñïåêòð ñîáñòâåííîãî ïîãëîùåíèÿ íåñåíñèáèëè-

çèðîâàííîé îïóõîëè

à á â



ñèâíóþ ïîëîñó ôëþîðåñöåíöèè ñ ìàêñèìóìîì îêîëî

762 íì (ðèñ. 3).

Äèíàìèêó è ñåëåêòèâíîñòü íàêîïëåíèÿ BchlpOx-

OMe è Bchlp-OH îöåíèâàëè ïî èíòåíñèâíîñòè èõ ïî-

ãëîùåíèÿ â áèîëîãè÷åñêîé òêàíè. Äëÿ Bchlp ýòîò ïîä-

õîä íå äàâàë äîñòàòî÷íîé òî÷íîñòè èç-çà òîãî, ÷òî

ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ýòîãî ÔÑ íàêëàäûâàåòñÿ íà ñïåêòð

ïîãëîùåíèÿ äåîêñèãåìîãëîáèíà, èíòåíñèâíîñòü êîòî-

ðîãî â îïóõîëÿõ äîñòàòî÷íî âåëèêà èç-çà èõ ãèïîêñèè

(ðèñ. 2, ñïåêòð Ã, ïîëîñà 740-780 íì) è ìîæåò ìåíÿòü-

ñÿ â ïðîöåññå ýêñïåðèìåíòà. Ïîýòîìó äèíàìèêó è ñå-

ëåêòèâíîñòü íàêîïëåíèÿ Bchlp îöåíèâàëè ïî èíòåí-

ñèâíîñòè åãî ôëþîðåñöåíöèè.

Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî â êîæå ìûøåé ñîäåð-

æàíèå âñåõ ôîòîñåíñèáèëèçàòîðîâ áûñòðî (ìåíåå, ÷åì

çà 2 ñóò) ñïàäàåò äî ïðåäåëà îáíàðóæåíèÿ (ðèñ. 4).

Â îïóõîëÿõ ìûøåé âûñîêîå ñîäåðæàíèå Bchlp

è BchlpOx-OMe íàáëþäàåòñÿ âî âðåìåííîì èíòåðâàëå

10–80 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ýòèõ ÔÑ, à Bchlp-OH —

â èíòåðâàëå 5–25 ìèí ïîñëå åãî ââåäåíèÿ. Ìàêñèìàëü-

íîå çíà÷åíèå èíäåêñà ñåëåêòèâíîñòè íàêîïëåíèÿ

Bchlp â îïóõîëè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîæåé âî âðåìåííîì

èíòåðâàëå, ñîîòâåòñòâóþùåì åãî âûñîêîìó ñîäåðæà-

íèþ â îïóõîëè, ñîñòàâëÿåò 3–5. Äëÿ Bchlp-OH

è BchlpOx-OMe çíà÷åíèÿ ýòîãî ïàðàìåòðà â ñîîòâåò-

ñòâóþùèõ èì âðåìåííûõ èíòåðâàëàõ ëåæàò â ïðåäåëàõ

1,2–1,6.

Îáëó÷åíèå ïðîâîäèëè â òå÷åíèå âðåìåííûõ èíòåð-

âàëîâ, êîãäà íàêîïëåíèå ÔÑ â îïóõîëè áûëî áëèçêî

ê ìàêñèìàëüíîìó. Îïóõîëè æèâîòíûõ, ñåíñèáèëèçèðî-

âàííûõ Bchlp-OH, îáëó÷àëè âî âðåìåííîì èíòåðâàëå

10–25 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ýòîãî ÔÑ, äîçà îáëó÷åíèÿ

ñîñòàâëÿëà ïðèìåðíî 260 Äæ/ñì2. Ïðè èñïîëüçîâàíèè

Bchlp è BchlpOx-OMe îáëó÷åíèå íà÷èíàëè ÷åðåç

10–30 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ êàæäîãî èç ýòèõ ÔÑ è ïðî-

âîäèëè â òå÷åíèå 20 ìèí, äîçà îáëó÷åíèÿ ïðè ýòîì ñî-

ñòàâëÿëà 360 Äæ/ñì2.

Îáëó÷åíèå ïðèâîäèëî ê äåîêñèãåíàöèè îáëó÷àå-

ìîé çîíû îïóõîëè è ÷àñòè÷íîìó ôîòîáëè÷èíãó ôîòî-

ñåíñèáèëèçàòîðîâ.

Òîðìîæåíèå ðîñòà îïóõîëè ïðè ÔÄÒ ñ BchlpOx-

OMe è Bchlp ïðåâûøàëî 70 % è 80 % ñîîòâåòñòâåííî,

ïðè ÔÄÒ ñ Bchlp-OH äîñòèãàëî 60 % (ðèñ. 5).
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Ðèñ. 3. Ñïåêòðû ôëþîðåñöåíöèè îïóõîëè (1) è

íîðìàëüíîé òêàíè (2), ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ

òðèíàòðèåâîé ñîëüþ áàêòåðèîõëîðèíà p (Bchlp),

ââåäåííîé âíóòðèâåííî â äîçå 20 ìã/êã çà 20 ìèí äî

èçìåðåíèÿ

Ðèñ. 4. Äèíàìèêà  íàêîïëåíèÿ ÔÑ  â îïóõîëè (1) è

êîæå (2) ìûøè ïðè âíóòðèâåííîì ââåäåíèè

èçó÷àåìûõ ïðîèçâîäíûõ áàêòåðèîõëîðèíà p:

à — Bchlp â âîäíîì ðàñòâîðå â äîçå 20 ìã/êã;

á — BchlpOx-OMe â êðåìîôîðíîé äèñïåðñèè â

äîçå 10 ìã/êã;

â — Bchlp-OH â âîäíîì ðàñòâîðå â äîçå 4 ìã/êã

à

á

â
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Ðèñ. 5. Ðîñò îïóõîëè Ýðëèõà ïîñëå ÔÄÒ ñ

ðàçëè÷íûìè ôîòîñåíñèáèëèçàòîðàìè (1) ïî ñðàâíå-

íèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé (2):

à — Bchlp ââåäåí â âèäå âîäíîãî ðàñòâîðà â äîçå

20 ìã/êã; îáëó÷åíèå ëàìïîâûì èñòî÷íèêîì ñ

ìàêñèìóìîì íà äëèíå âîëíû 760 íì è ïëîòíîñòüþ

ìîùíîñòè 300 ìÂò/ñì2 â òå÷åíèå 20 ìèí;

á — BchlpOx-OMe ââåäåí â êðåìîôîðíîé äèñ-

ïåðñèè â äîçå 1 ìã/ìë; îáëó÷åíèå ëàçåðîì ñ äëèíîé

âîëíû 795 íì è ïëîòíîñòüþ ìîùíîñòè 300 ìÂò/ñì2 â

òå÷åíèå 20 ìèí; 

â — Bchlp-OH ââåäåí â âèäå âîäíîãî ðàñòâîðà â

äîçå 4 ìã/ìë; îáëó÷åíèå ëàçåðîì ñ äëèíîé âîëíû 732

íì è ïëîòíîñòüþ ìîùíîñòè 280-300 ìÂò/ñì2 â òå÷åíèå

15 ìèí

à

á

â



ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Äèàãíîñòèêà ìèêðîïîâðåæäåíèé ýìàëè çóáà èìååò

áîëüøîå çíà÷åíèå â ñîâðåìåííîé ñòîìàòîëîãèè äëÿ

ïðåäóïðåæäåíèÿ ðàçâèòèÿ êàðèåñà, ò. ê. çà÷àñòóþ

èìåííî òàêèå ìèêðîïîâðåæäåíèÿ ÿâëÿþòñÿ ïðåäøåñò-

âåííèêàìè êàðèåñà.

Ìèíåðàëüíóþ îñíîâó ýìàëè ñîñòàâëÿþò êðèñòàë-

ëû àïàòèòîâ — ãèäðîêñèàïàòèòà (äî 75 %), êàðáîíàïà-

òèòà, ôòîðàïàòèòà, õëîðàïàòèòà è äð., êîòîðûå, â ñâîþ

î÷åðåäü, ôîðìèðóþò áîëåå êðóïíûå ñòðóêòóðíûå îá-

ðàçîâàíèÿ, ò.í. ýìàëåâûå ïðèçìû. Ìèêðîïîâðåæäåíèÿ

ýìàëè õàðàêòåðèçóåòñÿ èçìåíåíèåì ñîñòàâà, ôîðìû,

ðàçìåðîâ è âçàèìíîé îðèåíòàöèè êðèñòàëëîâ àïàòè-

òîâ [1].

Â ñîâðåìåííîé êëèíè÷åñêîé ñòîìàòîëîãèè èñ-

ïîëüçóþò ñëåäóþùèå ìåòîäû äèàãíîñòèêè ðàííåãî êà-

ðèåñà è ïîâðåæäåíèé ýìàëè çóáà: âèçóàëüíûé îñìîòð

ïîëîñòè ðòà, çîíäèðîâàíèå, âèòàëüíîå îêðàøèâàíèå

ýìàëè ñïåöèàëüíûìè êðàñèòåëÿìè, òàêèìè, êàê ìåòè-

ëåíîâûé ñèíèé. Íî ýòè ìåòîäû íå ïðåäíàçíà÷åíû äëÿ

77

№2/том5/2006 РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ

ФОТОДИНАМИЧЕСКАЯ ТЕРАПИЯ

ÓÄÊ 616.314.13-073.524:535.37:546.621/623

S. Yu. Vasilchenko
1
, A. I. Volkova

1
, S. B. Korovin

1
, V. B. Loschenov

1
,

M. L. Sinyaeva
2
, Ad. A. Mamedov

2
, E. A. Luk`yanets

3
, S. G. Kuzmin

4

INVESTIGATION OF ALUMINIUM PHTHALOCYANINE

NANOPARTICLES FLUORESCENCE PROPERTIES IN TOOTH

ENAMEL MICRODAMAGES

1
NSC GPI RAS, Moscow

2
I. M. Setchenov MMA, Moscow

3
SRC "NIOPIK", Moscow

4
ISCC"Intermedbiophyschim", Moscow

ABSTRACT

The possibility of fluorescence diagnostics application of tooth enamel microdamages with the use of water-insol-

uble aluminium phthalocyanine nanoparticles was studied. The investigation of aluminium phthalocyanine fluorescence

intensity increasing in enamel microdamages has been carried out. The effect of aluminium phthalocyanine fluorescence

enhancement in tooth microdamages was found out.

Key words: fluorescence diagnostics, fluorescence, tooth enamel, nanoparticles, aluminium phthalocyanine.

Ñ. Þ. Âàñèëü÷åíêî
1
, À. È. Âîëêîâà

1
, Ñ. Á. Êîðîâèí

1
, Â. Á. Ëîùåíîâ

1
,

Ì. Ë. Ñèíÿåâà
2
, Àä. À. Ìàìåäîâ

2
, Å. À. Ëóêüÿíåö

3
, Ñ. Ã. Êóçüìèí

4

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÔËÞÎÐÅÑÖÅÍÒÍÛÕ ÑÂÎÉÑÒÂ

ÍÀÍÎ×ÀÑÒÈÖ ÔÒÀËÎÖÈÀÍÈÍÀ ÀËÞÌÈÍÈß 

Â ÌÈÊÐÎÏÎÂÐÅÆÄÅÍÈßÕ ÝÌÀËÈ ÇÓÁÀ

1
ÖÅÍÈ ÈÎÔ ÐÀÍ, Ìîñêâà

2
ÌÌÀ èì. È.Ì. Ñå÷åíîâà, Ìîñêâà

3
ÔÃÓÏ "ÃÍÖ "ÍÈÎÏÈÊ", Ìîñêâà

4
ÃÓÏ "ÌÍÊÖ "Èíòåðìåäáèîôèçõèì", Ìîñêâà

ÐÅÇÞÌÅ

Èçó÷åíà âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ ôëþîðåñöåíòíîé äèàãíîñòèêè ìèêðîïîâðåæäåíèé ýìàëè çóáà ñ

èñïîëüçîâàíèåì íàíî÷àñòèö âîäîíåðàñòâîðèìîãî ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ. Ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå äèíàìèêè

ðîñòà èíòåíñèâíîñòè ôëþîðåñöåíöèè ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ â ìèêðîïîâðåæäåíèÿõ ýìàëè. Îáíàðóæåí

ýôôåêò ðàçãîðàíèÿ ôëþîðåñöåíöèè ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ â ìèêðîïîâðåæäåíèÿõ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ôëþîðåñöåíòíàÿ äèàãíîñòèêà, ôëþîðåñöåíöèÿ, ýìàëü çóáà, íàíî÷àñòèöû, ôòàëîöèàíèí

àëþìèíèÿ.



äèàãíîñòèêè ìèêðîïîâðåæäåíèé ýìàëè, à ñïîñîáíû

âûÿâèòü ëèøü ïîâðåæäåíèÿ äîñòàòî÷íî áîëüøèõ ðàç-

ìåðîâ èëè êàðèåñ â ñòàäèè «áåëîãî ïÿòíà». Ê ñóùåñò-

âåííûì íåäîñòàòêàì ìåòîäîâ ìîæíî îòíåñòè òàêæå

ñóáúåêòèâíîñòü è îòñóòñòâèå êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè

ðåçóëüòàòîâ.

Èñõîäÿ èç òîãî, ÷òî â ìèêðîïîâðåæäåíèÿõ ýìàëè

íàêàïëèâàåòñÿ ïàòîëîãè÷åñêàÿ ìèêðîôëîðà, ìîæíî

ïðîâîäèòü àóòîôëþîðåñöåíòíóþ äèàãíîñòèêó, ïðå-

èìóùåñòâîì êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü êîëè÷åñò-

âåííîé îöåíêè. Îäíàêî ïîñêîëüêó åñòåñòâåííûå ôëþ-

îðåñöåíòíûå ñâîéñòâà ìèêðîôëîðû âûðàæåíû, êàê

ïðàâèëî, ñëàáî, ýòîò ìåòîä îïðàâäûâàåò ñåáÿ ëèøü

â ñëó÷àÿõ äîñòàòî÷íî áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ìèêðîôëî-

ðû â ìèêðîïîâðåæäåíèè è ÷àñòî íå äàåò âîçìîæíîñòè

òî÷íîé äèàãíîñòèêè. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé ïðîáëåìû

â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ äëÿ îáíàðóæåíèÿ ïàòîëîãè÷åñêè

èçìåíåííûõ ó÷àñòêîâ ïîâåðõíîñòè çóáà áûëî ïðåäëî-

æåíî èñïîëüçîâàòü äðóãèå åñòåñòâåííûå èëè ñèíòåòè-

÷åñêèå ôëþîðîôîðû, èìåþùèå áîëåå âûñîêóþ ýôôåê-

òèâíîñòü ôëþîðåñöåíöèè [3; 4].

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî èçó÷åíèå

âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ôëþîðåñöåíòíîé äèàãíîñ-

òèêè ìèêðîïîâðåæäåíèé ýìàëè çóáà ñ èñïîëüçîâàíèåì

â êà÷åñòâå ìàðêåðà íàíî÷àñòèö âîäîíåðàñòâîðèìîãî

ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ.

ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄÛ

Âçâåñü âîäîíåðàñòâîðèìîãî ôòàëîöèàíèíà àëþ-

ìèíèÿ, ðàçìåðû êðèñòàëëîâ êîòîðîãî ñîñòàâëÿëè

0,1–200 ìêì, ïîäâåðãàëè óëüòðàçâóêîâîé äèñïåðãàöèè

(15 ìèí, ìîùíîñòü 70 Âò). Ðàçìåðû ïîëó÷åííûõ íàíî-

÷àñòèö ñîñòàâëÿëè 50-200 íì. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî íè

âçâåñü ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ, íè ïîëó÷åííûé êîë-

ëîèäíûé ðàñòâîð íàíî÷àñòèö íå ôëþîðåñöèðîâàëè

ïðè âîçáóæäåíèè â êðàñíîì äèàïàçîíå ñïåêòðà, õîòÿ

â ìîíîìîëåêóëÿðíîé ôîðìå, íàïðèìåð, ïðè èñïîëüçî-

âàíèè îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðèòåëåé, ýôôåêòèâíîñòü

ôëþîðåñöåíöèè ýòîãî âåùåñòâà äîñòàòî÷íî âûñîêà.

Äëÿ ôëþîðåñöåíòíûõ èçìåðåíèé èñïîëüçîâàí âî-

ëîêîííî-îïòè÷åñêèé ñïåêòðîìåòð LESA-01-«Biospec».

Âîçáóæäåíèå ôëþîðåñöåíöèè îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìî-

ùüþ He-Ne ëàçåðà (äëèíà âîëíû èçëó÷åíèÿ 632,8 íì).

Ïîäðîáíî ñèñòåìà îïèñàíà â ðàáîòå [2].

Äëÿ àïðîáàöèè ìåòîäà èñïîëüçîâàëèñü çóáû ðàç-

ëè÷íîé ãðóïïîâîé ïðèíàäëåæíîñòè, óäàëåííûå ïî

êëèíè÷åñêèì ïîêàçàíèÿì. Ñíà÷àëà èññëåäîâàëè ïî-

âåðõíîñòü çóáà ñ ïîìîùüþ îïòè÷åñêîãî ìèêðîñêîïà

äëÿ âûÿâëåíèÿ ó÷àñòêîâ ñ ìèêðîòðåùèíàìè ýìàëè

è íåïîâðåæäåííîé ýìàëüþ, çàòåì èçìåðÿëè ñïåêòðû

àóòîôëþîðåñöåíöèè âûáðàííûõ ó÷àñòêîâ. Äàëåå êîë-

ëîèäíûé ðàñòâîð íàíî÷àñòèö âàòíûì òàìïîíîì âòèðà-

ëè â ýìàëü çóáà â òå÷åíèå 15 ñ, ïîñëå ÷åãî èçìåðÿëè

ñïåêòðû ôëþîðåñöåíöèè.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Ïåðâàÿ ÷àñòü ýêñïåðèìåíòà âûïîëíåíà íà óäàëåí-

íûõ çóáàõ. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ñïåêòðû àóòîôëþî-

ðåñöåíöèè. Âèäíî, ÷òî èíòåíñèâíîñòü àóòîôëþîðåñ-

öåíöèè â çîíå ìèêðîïîâðåæäåíèÿ ïðàêòè÷åñêè ðàâíà

èíòåíñèâíîñòè ôëþîðåñöåíöèè â íîðìàëüíîé çîíå.

Íà ðèñ. 2 âèäíû ñïåêòðû ôëþîðåñöåíöèè, èçìå-

ðåííûå íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå íàíåñåíèÿ íàíî÷àñòèö.

Îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ôëþîðåñöåíöèè ôòàëîöè-

àíèíà àëþìèíèÿ â çîíàõ ýìàëè ñ ìèêðîïîâðåæäåíèÿ-

ìè è íåïîâðåæäåííîé ýìàëè ðàâíî 1,6.

Íà ðèñ. 3 ïîêàçàíû ñïåêòðû ôëþîðåñöåíöèè, èç-

ìåðåííûå ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå íàíåñåíèÿ íàíî÷àñòèö.
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Ðèñ. 1. Ñïåêòðû àóòîôëþîðåñöåíöèè, èçìåðåííûå

â çîíàõ ìèêðîïîâðåæäåíèÿ è íåïîâðåæäåííîé ýìàëè

Ðèñ. 2. Ñïåêòðû ôëþîðåñöåíöèè, èçìåðåííûå

íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå íàíåñåíèÿ íàíî÷àñòèö

Ðèñ. 3. Ôëþîðåñöåíöèè, èçìåðåííûå ÷åðåç 15 ìèí

ïîñëå íàíåñåíèÿ íàíî÷àñòèö



Âèäíî çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ôëþîðåñöåíöèè â çî-

íå ìèêðîïîâðåæäåíèÿ; â çîíå íåïîâðåæäåííîé ýìàëè

òàêæå óâåëè÷èëàñü èíòåíñèâíîñòü ôëþîðåñöåíöèè,

íî ãîðàçäî ìåíüøå, òàê ÷òî îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñ-

òåé ôëþîðåñöåíöèè ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ â çîíàõ

ýìàëè ñ ìèêðîïîâðåæäåíèÿìè è íåïîâðåæäåííîé ýìà-

ëè ñîñòàâèëî 2,3.

Ïîñëåäíåå èçìåðåíèå áûëî ïðîèçâåäåíî ÷åðåç

5 äíåé ïîñëå íàíåñåíèÿ íàíî÷àñòèö (ðèñ. 4). Ôëþîðåñ-

öåíöèÿ â çîíå ìèêðîïîâðåæäåíèÿ åùå áîëåå óâåëè÷è-

ëàñü, óâåëè÷åíèå â çîíå íåïîâðåæäåííîé ýìàëè íåçíà-

÷èòåëüíî. Îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ôëþîðåñöåí-

öèè ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ â çîíàõ ýìàëè

ñ ìèêðîïîâðåæäåíèÿìè è íåïîâðåæäåííîé ýìàëè äî-

ñòèãëî 7,1.

Èç îáîáùåííûõ äèàãðàìì ïî äèíàìèêå ðîñòà

ôëþîðåñöåíöèè (ðèñ. 5) ÿñíî, ÷òî çà 5 äíåé ôëþîðåñ-

öåíöèÿ â îáëàñòè ìèêðîïîâðåæäåíèÿ óâåëè÷èëàñü

â 7,4 ðàç, â íåïîâðåæäåííîì ó÷àñòêå ýìàëè — â 1,7 ðàç.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ òîãî, íåîáõîäèìî ëè èñïîëüçîâà-

íèå ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ èìåííî â âèäå íàíî÷àñ-

òèö, áûë ïðîâåäåí ýêñïåðèìåíò ïî íàíåñåíèþ íà ïî-

âåðõíîñòü çóáà âçâåñè ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ (ðàç-

ìåð êðèñòàëëîâ 0,1–200 ìêì), êîòîðàÿ èñïîëüçîâàëàñü

íàìè êàê èñõîäíîå ñîåäèíåíèå äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ íà-

íî÷àñòèö. Èçìåðåíèÿ áûëè ïðîâåäåíû ÷åðåç 15 ìèí

ïîñëå íàíåñåíèÿ âçâåñè. Íàáëþäàëàñü çíà÷èòåëüíî áî-

ëåå ñëàáàÿ, ÷åì â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ íàíî÷àñòèö,

ôëþîðåñöåíöèÿ, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ íàëè-

÷èåì âî âçâåñè íàíîðàçìåðíîé ôðàêöèè ôòàëîöèàíèíà

àëþìèíèÿ. Îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ôëþîðåñöåí-

öèè ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ â çîíàõ ýìàëè ñ ìèêðî-

ïîâðåæäåíèÿìè è íåïîâðåæäåííîé ýìàëè (1,3) â äàí-

íîì ñëó÷àå òàêæå îêàçàëîñü çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì

ïðè èñïîëüçîâàíèè íàíî÷àñòèö (2,3).

Ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ in vivo. Ïàöèåíòó íà ïî-

âåðõíîñòü çóáà íàíîñèëè êîëëîèäíûé ðàñòâîð íàíî÷à-

ñòèö è ÷åðåç 15 ìèí èçìåðÿëè ñïåêòðû ôëþîðåñöåí-

öèè. Íà ðèñ. 6 ïðåäñòàâëåíû ñïåêòðû ôëþîðåñöåíöèè,

èçìåðåííûå â õîäå ýêñïåðèìåíòà. Çíà÷èòåëüíîãî óâå-

ëè÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëþîðåñöåíöèè ñ òå÷åíèåì

âðåìåíè â äàííîì ñëó÷àå íå íàáëþäàåòñÿ, ò. ê. íàíî÷à-

ñòèöû âûìûâàþòñÿ ñëþíîé è óæå ÷åðåç 40 ìèí ïðàê-

òè÷åñêè íå äåòåêòèðóþòñÿ, îäíàêî äîñòèãàåìîãî ÷åðåç

15 ìèí çíà÷åíèÿ îòíîøåíèÿ èíòåíñèâíîñòåé ôëþîðåñ-

öåíöèè ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ â çîíàõ ýìàëè ñ ìèê-

ðîïîâðåæäåíèÿìè è íåïîâðåæäåííîé ýìàëè (1,9) äî-

ñòàòî÷íî äëÿ óâåðåííîé äèàãíîñòèêè ìèêðîïîâðåæäå-

íèé ýìàëè.

Âîçìîæíû ñëåäóþùèå ìåõàíèçìû, îáåñïå÷èâàþ-

ùèå óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëþîðåñöåíöèè íàíî-

÷àñòèö ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ â ìèêðîïîâðåæäåíè-

ÿõ ýìàëè çóáà. Ìèêðîïîâðåæäåíèÿ ýìàëè õàðàêòåðèçó-

þòñÿ óâåëè÷åíèåì ïðîñòðàíñòâà ìåæäó ýìàëåâûìè

ïðèçìàìè. Íàíî÷àñòèöû ïîñëå ïîïàäàíèÿ â òàêèå óâå-

ëè÷åííûå ìåæïðèçìåííûå ïðîñòðàíñòâà óäåðæèâàþò-

ñÿ òàì â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè âàí-äåð-âààëü-

ñîâûìè è/èëè èîííûìè ñèëàìè. Ýòè æå ñèëû âûçûâà-

þò îòäåëåíèå ìîëåêóë ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ îò

íàíî÷àñòèö, ïðèâîäÿ òåì ñàìûì ê ïîâûøåíèþ èíòåí-

ñèâíîñòè ôëþîðåñöåíöèè. Òàêæå âîçìîæíî âçàèìî-

äåéñòâèå ìåæäó íàíî÷àñòèöàìè è ðàçëè÷íûìè îðãàíè-
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Ðèñ. 4. Ñïåêòðû ôëþîðåñöåíöèè, èçìåðåííûå

÷åðåç 5 äíåé ïîñëå íàíåñåíèÿ íàíî÷àñòèö

Ðèñ. 6. Ñïåêòðû ôëþîðåñöåíöèè, èçìåðåííûå in

vivo ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå íàíåñåíèÿ íàíî÷àñòèö.

Îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ôëþîðåñöåíöèè ôòàëî-

öèàíèíà àëþìèíèÿ â çîíàõ ýìàëè ñ ìèêðîïîâðåæ-

äåíèÿìè è íåïîâðåæäåííîé ýìàëè ñîñòàâëÿåò 1,9

Ðèñ. 5. Äèíàìèêà ïîâûøåíèÿ èíòåíñèâíîñòè

ôëþîðåñöåíöèè ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ â çîíàõ

ýìàëè ñ ìèêðîïîâðåæäåíèÿìè è íåïîâðåæäåííîé

ýìàëè



80

№2/том5/2006 РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ

÷åñêèìè ñóáñòàíöèÿìè, îáëàäàþùèìè ïîâåðõíîñò-

íî-àêòèâíûìè ñâîéñòâàìè (ïîëèñàõàðèäàìè, àìèíî-

êèñëîòàìè è äð.), êîíöåíòðàöèÿ êîòîðûõ ïîâûøåíà

â ìèêðîïîâðåæäåíèÿõ ýìàëè, ÷òî òàêæå ïðèâîäèò ê îò-

äåëåíèþ ìîëåêóë ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ è êàê ñëåä-

ñòâèå óâåëè÷èâàåò èíòåíñèâíîñòü ôëþîðåñöåíöèè.

Â ïîëüçó ïåðâîãî ìåõàíèçìà ñâèäåòåëüñòâóåò ïî-

ÿâëåíèå è óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëþîðåñöåíöèè

ðàñòâîðà íàíî÷àñòèö ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ ïðè äî-

áàâëåíèè â íåãî îáëàäàþùèõ ðàçâèòîé ïîâåðõíîñòüþ

íàíî÷àñòèö ãèäðîêñèàïàòèòà ðàçìåðîì 5-10 íì (äàí-

íûå íå ïðåäñòàâëåíû).

Âòîðîé ìåõàíèçì ïîäòâåðæäàåòñÿ ðåçóëüòàòàìè

ýêñïåðèìåíòîâ ïî èññëåäîâàíèþ îïòè÷åñêèõ ñâîéñòâ

êîëëîèäíîãî ðàñòâîðà íàíî÷àñòèö ïðè äîáàâëåíèè

â íåãî ïîâåðõíîñòíî àêòèâíûõ âåùåñòâ (ÏÀÂ): â ñïåê-

òðå ïîãëîùåíèÿ ðàñòâîðà ïðè íàëè÷èè ÏÀÂ ïîÿâëÿåò-

ñÿ õàðàêòåðíûé äëÿ ôòàëîöèàíèíîâ ïèê â êðàñíîé îá-

ëàñòè. Òàêæå íàáëþäàëîñü ïîÿâëåíèå ôëþîðåñöåíöèè

ðàñòâîðà íàíî÷àñòèö ïðè äîáàâëåíèè â íåãî ÏÀÂ.

Íàèáîëåå âåðîÿòíà ðåàëèçàöèÿ äâóõ îïèñàííûõ

ìåõàíèçìîâ îäíîâðåìåííî, îäíàêî è â òîì, è â äðóãîì

ñëó÷àå íåîáõîäèìî, ÷òîáû íàíî÷àñòèöû ïðîíèêàëè

âíóòðü ìèêðîïîâðåæäåíèÿ ýìàëè çóáà. Ýòî îáúÿñíÿåò

çíà÷èòåëüíî áîëåå íèçêóþ èíòåíñèâíîñòü ôëþîðåñ-

öåíöèè ïðè íàíåñåíèè íà ïîâåðõíîñòü çóáà âçâåñè

ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ ñ ðàçìåðîì êðèñòàëëîâ

0,1–200 ìêì, ÷åì â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ íàíî÷àñòèö

ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ ðàçìåðîì 50-200 íì. Òàêàÿ

çàâèñèìîñòü ðåçóëüòàòîâ îò ðàçìåðîâ èñïîëüçóåìûõ

êðèñòàëëîâ ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ, âîçìîæíî, ïî-

çâîëèò, ïðèìåíÿÿ íàíî÷àñòèöû ðàçëè÷íûõ ðàçìåðîâ,

ïðîâîäèòü äèôôåðåíöèàëüíóþ äèàãíîñòèêó ðàçëè÷-

íûõ ñòîìàòîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé, õàðàêòåðèçóþ-

ùèõñÿ èçìåíåíèåì ñòðóêòóðû ýìàëè.

Óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëþîðåñöåíöèè

âñëåäñòâèå âêëþ÷åíèÿ íàíî÷àñòèö â ìåòàáîëè÷åñêóþ

öåïü ìèêðîîðãàíèçìîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â ìèêðîïî-

âðåæäåíèÿõ ýìàëè, ïðåäñòàâëÿåòñÿ ìàëîâåðîÿòíûì,

ò. ê. ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè èñïîëüçî-

âàíèè óäàëåííûõ çóáîâ, ïîäâåðãíóòûõ àíòèáàêòåðè-

àëüíîé îáðàáîòêå, è çóáîâ, íå ïðîøåäøèõ òàêîâóþ, íå

âûÿâèëî ñóùåñòâåííûõ êà÷åñòâåííûõ è êîëè÷åñòâåí-

íûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ðåçóëüòàòàìè.

ÂÛÂÎÄÛ

Èçó÷åíû âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ôëþîðåñ-

öåíòíîé äèàãíîñòèêè ìèêðîïîâðåæäåíèé ýìàëè çóáà

ñ èñïîëüçîâàíèåì íàíî÷àñòèö âîäîíåðàñòâîðèìîãî

ôòàëîöèàíèíà àëþìèíèÿ. Íàáëþäàëîñü óâåëè÷åíèå

èíòåíñèâíîñòè ôëþîðåñöåíöèè ôòàëîöèàíèíà àëþ-

ìèíèÿ â ìèêðîïîâðåæäåíèÿõ ýìàëè, ÷òî ìîæåò áûòü

èñïîëüçîâàíî äëÿ äèàãíîñòèêè ìèêðîïîâðåæäåíèé.

Ïîêàçàíî, ÷òî íàáëþäàåìûå ýôôåêòû çàâèñÿò îò ðàç-

ìåðîâ èñïîëüçóåìûõ íàíî÷àñòèö ôòàëîöèàíèíà àëþ-

ìèíèÿ, ÷òî, âîçìîæíî, ïîçâîëèò, ïðèìåíÿÿ íàíî÷àñ-

òèöû ðàçëè÷íûõ ðàçìåðîâ, ïðîâîäèòü äèôôåðåíöè-

àëüíóþ äèàãíîñòèêó ðàçëè÷íûõ ñòîìàòîëîãè÷åñêèõ

çàáîëåâàíèé, ñîïðîâîæäàåìûõ èçìåíåíèåì ñòðóêòó-

ðû ýìàëè.
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Â ïîñëåäíèå ãîäû âî âñåõ ýêîíîìè÷åñêè ðàçâèòûõ

ñòðàíàõ ìèðà, â òîì ÷èñëå è â íàøåé ñòðàíå, ðàñòåò çà-

áîëåâàåìîñòü ðàêîì òîëñòîé êèøêè. Åæåãîäíî â ìèðå

ðåãèñòðèðóþòñÿ áîëåå 600 òûñ. âíîâü çàáîëåâøèõ,

à íàêîïëåííûé êîíòèíãåíò ñîñòàâëÿåò áîëåå 3,5 ìëí.

÷åëîâåê. Â Ðîññèè ðàê òîëñòîé êèøêè çàíèìàåò 3-å ìå-

ñòî ñðåäè âñåõ îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Ïðè ýòîì

÷àñòîòà ðàêà îáîäî÷íîé êèøêè ñîñòàâëÿåò 11,6 ñðåäè

ìóæ÷èí è 9,2 ñðåäè æåíùèí íà 100 òûñ. âçðîñëîãî íà-

ñåëåíèÿ. Íàèáîëüøàÿ çàáîëåâàåìîñòü îòìå÷åíà ó æè-

òåëåé Ñåâåðî-Çàïàäíîãî ðåãèîíà ñòðàíû, íàèìåíü-

øàÿ — â Âîñòî÷íûõ îáëàñòÿõ Ðîññèè. ×àùå âñåãî ðàê

òîëñòîé êèøêè âûÿâëÿåòñÿ ó ëèö ñòàðøå 50 ëåò, à 50 %

ïàöèåíòîâ ñîñòàâëÿþò ëèöà ñòàðøå 60 ëåò. Â èçâåñò-

íîé ìåðå ýòîò ôàêò îáóñëîâëåí óâåëè÷åíèåì ÷èñëåí-

íîñòè ëèö ïîæèëîãî è ñòàð÷åñêîãî âîçðàñòà, ïðåèìó-

ùåñòâåííî ïîðàæàåìûõ çëîêà÷åñòâåííûìè íîâîîáðà-

çîâàíèÿìè. Õàðàêòåðíî è òî, ÷òî â ïîñëåäíèå ãîäû

íàáëþäàåòñÿ ÷åòêàÿ ïåðåìåíà ñîîòíîøåíèÿ çàáîëåâàå-

ìîñòè îñíîâíûìè ôîðìàìè ðàêà æåëóäî÷íî-êèøå÷íî-

ãî òðàêòà: ðîñò çàáîëåâàåìîñòè êîëîðåêòàëüíûì ðàêîì

è ñíèæåíèå çàáîëåâàåìîñòè ðàêîì æåëóäêà. Òàê

â 1990 ã. â Ðîññèè ÷èñëî çàáîëåâøèõ êîëîðåêòàëüíûì

ðàêîì áûëî íà 36,6 % ìåíüøå, ÷åì áîëüíûõ ðàêîì æå-

ëóäêà. Â 1995 ã. ýòà ðàçíèöà ñîêðàòèëàñü äî 21,6 %.

Â 2000 ã. ÷èñëî çàáîëåâøèõ êîëîðåêòàëüíûì ðàêîì

ïðåâûñèëî ÷èñëî çàáîëåâøèõ ðàêîì æåëóäêà íà 1,9 %.

Â Ìîñêâå çà ïîñëåäíèå 15 ëåò ðàê òîëñòîé êèøêè âîç-

ðîñ ñ 10,2 äî 17,2 íà 100 òûñ. âçðîñëîãî íàñåëåíèÿ. Áî-

ëåå òîãî, ôàêòè÷åñêè â áëèæàéøèå ãîäû ðàê òîëñòîé

êèøêè â Ðîññèè áóäåò âåäóùèì ñðåäè îïóõîëåé æåëó-

äî÷íî-êèøå÷íîãî òðàêòà, êàê ýòî íàáëþäàåòñÿ â íàñòî-

ÿùåå âðåìÿ â áîëüøèíñòâå ðàçâèòûõ ñòðàí ìèðà.

Ñ 1998 ã. â ÑØÀ êîëîðåêòàëüíûé ðàê âûøåë íà 1-å ìå-

ñòî, à â Åâðîïå íà 2-å ìåñòî ïîñëå ðàêà ëåãêîãî ó ìóæ-

÷èí è ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû ó æåíùèí. Âûñîêèìè
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ÐÅÇÞÌÅ

Â ñòàòüå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû õèðóðãè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ 83 áîëüíûõ êîëîðåêòàëüíûì ðàêîì â îòäåëåíèè

ïðîêòîëîãèè ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ. Áûëè ñôîðìèðîâàíû 2 ãðóïïû ïàöèåíòîâ. Áîëüíûì 1-é ãðóïïû

ïðîâåäåíà èììóíîòåðàïèÿ ïðåïàðàòîì Ãàëàâèò ïî ñõåìå, ïàöèåíòû 2-é ãðóïïû ñëóæèëè êîíòðîëåì. Ïîêàçàíà

õîðîøàÿ ïåðåíîñèìîñòü ïðåïàðàòà. Âûÿâëåíî åãî èììóíîìîäóëèðóþùåå äåéñòâèå íà ïîêàçàòåëè èììóííîãî

ñòàòóñà ïàöèåíòîâ 1-é ãðóïïû ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Îòìå÷åíî äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå ÷àñòîòû

ïîñëåîïåðàöèîííûõ èíôåêöèîííûõ îñëîæíåíèé ó áîëüíûõ, ïîëó÷àâøèõ â êîìïëåêñíîì ëå÷åíèè ïðåïàðàò

Ãàëàâèò.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êîëîðåêòàëüíûé ðàê, Ãàëàâèò, ïîñëåîïåðàöèîííûå îñëîæíåíèÿ.



òàêæå îñòàþòñÿ ïîêàçàòåëè ñìåðòíîñòè îò êîëîðåê-

òàëüíîãî ðàêà. Â ìèðå åæåãîäíî ðåãèñòðèðóþò áîëåå

440000 ñìåðòåé, îáóñëîâëåííûõ ðàêîì îáîäî÷íîé

è ïðÿìîé êèøêè. Â Ðîññèè ñìåðòíîñòü îò êîëîðåêòàëü-

íîãî ðàêà çàíèìàåò 3-å ìåñòî â ñòðóêòóðå ñìåðòíîñòè

îò âñåõ çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé.

Ëå÷åíèå êîëîðåêòàëüíîãî ðàêà êîìïëåêñíîå, èíäè-

âèäóàëüíîå äëÿ êàæäîãî áîëüíîãî â çàâèñèìîñòè îò

ñòåïåíè ðàñïðîñòðàíåíèÿ îïóõîëè, ëîêàëèçàöèè íîâî-

îáðàçîâàíèÿ, îáùåãî ñîñòîÿíèÿ è íàëè÷èÿ îñëîæíåíèé

îïóõîëåâîãî ïðîöåññà.

Â òðàäèöèîííîé ñõåìå ëå÷åíèÿ êîëîðåêòàëüíîãî

ðàêà ïðèìåíÿþòñÿ ñëåäóþùèå âèäû ëå÷åíèÿ [7; 8]:

êîìáèíèðîâàííîå è õèðóðãè÷åñêîå, âêëþ÷àþùèå

â ñåáÿ ïðåäîïåðàöèîííóþ äèñòàíöèîííóþ ãàììà-

òåðàïèþ ñ ïîñëåäóþùåé îïåðàöèåé. Â çàâèñèìîñòè

îò ñòåïåíè ðàñïðîñòðàíåíèÿ îïóõîëåâîãî ïðîöåññà

áîëüíûì âûïîëíÿþòñÿ ðàäèêàëüíûå õèðóðãè÷åñêèå

âìåøàòåëüñòâà, ñèìïòîìàòè÷åñêèå (äðåíèðóþùèå)

â âèäå ðàçãðóçî÷íûõ ñòîì äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ïàññà-

æà êèøå÷íîãî ñîäåðæèìîãî è ïàëëèàòèâíûå õèðóð-

ãè÷åñêèå âìåøàòåëüñòâà, ñîïðÿæåííûå ñ óäàëåíèåì

ïåðâè÷íîé îïóõîëè ïðè íàëè÷èè íåóäàëèìûõ îòäà-

ëåííûõ ìåòàñòàçîâ è íàïðàâëåííûå íà ïðåäóïðåæäå-

íèå ðàçâèòèÿ â ïîñëåîïåðàöèîííîì ïåðèîäå òàêèõ

îñëîæíåíèé, êàê êðîâîòå÷åíèå èç ðàñïàäàþùåéñÿ

îïóõîëè, ïåðôîðàöèè, êèøå÷íîé íåïðîõîäèìîñòè

è âûäåëåíèÿ ðàçäðàæàþùèõ òêàíè ïðîäóêòîâ ðàñïà-

äà îïóõîëè, ÷òî óëó÷øàåò êà÷åñòâî æèçíè çàïóùåí-

íûõ îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ è ñîçäàåò ðåàëüíûå

ïðåäïîñûëêè äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðàçëè÷íûõ ñõåì è ðå-

æèìîâ õèìèîòåðàïåâòè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ.

Îñíîâíûì âèäîì ëå÷åíèÿ áîëüíûõ êîëîðåêòàëü-

íûì ðàêîì âñå æå ÿâëÿåòñÿ õèðóðãè÷åñêèé ìåòîä.

Ìíîãèå èññëåäîâàòåëè, èçó÷àþùèå îòäàëåííûå è íå-

ïîñðåäñòâåííûå ðåçóëüòàòû õèðóðãè÷åñêîãî è êîìáè-

íèðîâàííîãî ëå÷åíèÿ ðàêà ïðÿìîé è îáîäî÷íîé êèøêè,

îòìå÷àþò âûñîêóþ ÷àñòîòó ïîñëåîïåðàöèîííûõ ãíîé-

íî-âîñïàëèòåëüíûõ îñëîæíåíèé, à òàêæå îáóñëîâëåí-

íóþ ýòèìè îñëîæíåíèÿìè ïîñëåîïåðàöèîííóþ ëå-

òàëüíîñòü.

Ôàêòîðàìè, îêàçûâàþùèìè íåáëàãîïðèÿòíîå âëè-

ÿíèå íà òå÷åíèå ïîñëåîïåðàöèîííîãî ïåðèîäà, ÿâëÿþò-

ñÿ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè âûðàæåííîñòè ìåòàáîëè÷åñêèå

è èììóíîëîãè÷åñêèå íàðóøåíèÿ, îáóñëîâëåííûå êàê

çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíüþ ðàñïðîñòðàíåíèÿ îïóõîëåâîãî

ïðîöåññà, òàê è ðàçëè÷íûìè åãî îñëîæíåíèÿìè, íà-

èáîëåå ÷àñòûå èç êîòîðûõ îáòóðàöèîííàÿ êèøå÷íàÿ

íåïðîõîäèìîñòü è ïåðèôîêàëüíîå âîñïàëåíèå. ×àñòî-

òà ïîäîáíûõ îñëîæíåíèé êîëåáëåòñÿ îò 28 % äî 56 %.

Ñàìî õèðóðãè÷åñêîå âìåøàòåëüñòâî ÿâëÿåòñÿ äîñòà-

òî÷íî ìîùíûì ñòðåññîðíûì âîçäåéñòâèåì íà îðãà-

íèçì áîëüíîãî, âëèÿÿ íà ïîêàçàòåëè ãóìîðàëüíîãî

è êëåòî÷íîãî èììóíèòåòà è, åñòåñòâåííî, íà ÷àñòîòó

ïîñëåîïåðàöèîííûõ îñëîæíåíèé âîñïàëèòåëüíîé

ïðèðîäû, óõóäøàÿ íåïîñðåäñòâåííûå ðåçóëüòàòû ëå÷å-

íèÿ. Ïî ìíåíèþ Ò. È. Ãðèøèíîé [2], ïðàêòè÷åñêè ïðè

âñåõ õèðóðãè÷åñêèõ âìåøàòåëüñòâàõ ñòðàäàþò îñíîâ-

íûå êîìïîíåíòû èììóíèòåòà: Ò-ëèìôîöèòû, ôàãîöè-

òàðíûå êëåòêè, ñîäåðæàíèå è ñîîòíîøåíèå àíòèòåë,

ñèñòåìà öèòîêèíîâ. Ïî ìíåíèþ íåêîòîðûõ àâòîðîâ [1],

â 1-å ñóòêè ïîñëå îïåðàöèè óìåíüøàåòñÿ â êðîâè ñî-

äåðæàíèå îáùåãî ÷èñëà Ò-ëèìôîöèòîâ (ÑD3
+

).

Ò. È. Ãðèøèíà [2] îòìå÷àåò, ÷òî ñîîòíîøåíèå CD3
+

CD4
+

è CD3
+

CD8
+

ñóáïîïóëÿöèé Ò-êëåòîê ÷àùå âñå-

ãî íå èçìåíÿåòñÿ. Ïðè ýòîì â ðÿäå ñëó÷àåâ ïðè îïåðà-

öèÿõ ó îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ íàáëþäàëîñü, íàïðî-

òèâ, óâåëè÷åíèå ÷èñëà Ò-ëèìôîöèòîâ.

Àêòèâíîå èñïîëüçîâàíèå èììóíîìîäóëÿòîðîâ íà-

÷àëîñü åùå â 70-å ãã., êîãäà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî öåëûé

ðÿä ðàçëè÷íûõ ïðåïàðàòîâ ñïîñîáñòâóåò âîññòàíîâëå-

íèþ èììóíîëîãè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé ïàöèåíòîâ. Â ïî-

ñëåäíèå ãîäû àêòèâèçèðîâàëèñü ïîèñêè è ñîçäàíèå íî-

âûõ èììóíîìîðäóëèðóþùèõ ñóáñòàíöèé è ñîçäàííûõ

íà èõ îñíîâå ïðåïàðàòîâ, íàïðàâëåííûõ íà óñèëåíèå

ñïîñîáíîñòè îðãàíèçìà áîëüíîãî ïåðåíîñèòü àãðåñ-

ñèâíîå ïðîòèâîîïóõîëåâîå ëå÷åíèå. Êàê îòìå÷àþò

ìíîãèå èññëåäîâàòåëè, îáû÷íî èììóíîìîäóëÿòîðû íå

ïðîÿâëÿþò ïðÿìîãî ïðîòèâîîïóõîëåâîãî è àíòèìåòà-

ñòàòè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ. Âàæíóþ ðîëü â íåñïåöèôè-

÷åñêîì èììóííîì îòâåòå èãðàþò íåéòðîôèëû, ìîíî-

öèòû, ìàêðîôàãè, âûñâîáîæäàþùèå ìåäèàòîðû âîñïà-

ëåíèÿ ïîñëå êîíòàêòà ñ ìèêðîîðãàíèçìàìè, ÷òî

ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ðÿäà ãóìîðàëüíûõ ñèñòåì çàùè-

òû è â äàëüíåéøåì ê âêëþ÷åíèþ àäàïòèâíîé ðåàêöèè

ëèìôîöèòîâ, òî åñòü ôîðìèðîâàíèþ ñïåöèôè÷åñêîãî

èììóííîãî îòâåòà.

Èñïîëüçîâàíèå ïðåïàðàòîâ, îáëàäàþùèõ èììóíî-

ìîäóëèðóþùèìè ñâîéñòâàìè, âîçìîæíî íà ðàçíûõ

ýòàïàõ ëå÷åíèÿ áîëüíîãî êîëîðåêòàëüíûì ðàêîì. Ïðè-

íèìàÿ âî âíèìàíèå ðàçâèòèå âòîðè÷íîé èììóííîé íå-

äîñòàòî÷íîñòè, îáóñëîâëåííîé íàëè÷èåì â îðãàíèçìå

áîëüíîãî çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè, öåëåñîîáðàçíî

ïðèìåíåíèå èììóíîêîððåêòîðîâ ñ öåëüþ ïðîôèëàêòè-

êè îñëîæíåíèé â äî- è ïîñëåîïåðàöèîííîì ïåðèîäå.

Äëèòåëüíîñòü êîððèãèðóþùåé òåðàïèè ñ ïðèìåíåíè-

åì èììóíîêîððåêòîðîâ (îñîáåííî ó áîëüíûõ çëîêà÷åñ-

òâåííûìè íîâîîáðàçîâàíèÿìè æåëóäî÷íî-êèøå÷íîãî

òðàêòà) íå äîëæíà îãðàíè÷èâàòüñÿ òîëüêî ïåðèîäîì

ïðåáûâàíèÿ áîëüíîãî â ñòàöèîíàðå [3; 9; 10].

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — èçó÷åíèå êëè-

íè÷åñêîé ýôôåêòèâíîñòè îòå÷åñòâåííîãî èììóíîìî-

äóëèðóþùåãî ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîãî ïðåïàðàòà Ãà-

ëàâèò â êîìïëåêñíîì ëå÷åíèè áîëüíûõ êîëîðåêòàëü-

íûì ðàêîì.

Ãàëàâèò — îòå÷åñòâåííûé ïðåïàðàò — ïðåäñòàâ-

ëÿåò ñîáîé 5-àìèíî-1,-2,-3,-4-òåòðàãèäðîôòàëàçèí-1,4-

äèîíà íàòðèåâóþ ñîëü. Â çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáà è äî-

çèðîâîê îí ñïîñîáåí êàê ñóïðåññèðîâàòü èçáûòî÷íûå

ïðîÿâëåíèÿ èììóííîãî âîñïàëåíèÿ, òàê è ïîâûøàòü

èììóííóþ ðåàêöèþ ïðè íåäîñòàòî÷íîé åå àêòèâíîñòè

[2; 5; 8]. Ïðåäøåñòâóþùèå èññëåäîâàíèÿ óñòàíîâèëè,

÷òî ïðåïàðàò Ãàëàâèò ñïîñîáåí ðåãóëèðîâàòü ñèíòåç

öèòîêèíîâ ìàêðîôàãàìè; ñòèìóëèðîâàòü ôàãîöèòàð-

íóþ àêòèâíîñòü íåéòðîôèëîâ ïðè åå èñõîäíîì äåôè-

öèòå; ðåãóëèðîâàòü ïðîëèôåðàòèâíóþ ôóíêöèþ Ò-

ëèìôîöèòîâ è ñòèìóëèðîâàòü àêòèâíîñòü íàòóðàëüíûõ

êèëëåðîâ.
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Ýôôåêòèâíîñòü ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîé òåðàïèè

îáóñëîâëåíà ñïîñîáíîñòüþ ïðåïàðàòà óìåíüøàòü ñèí-

òåç TNF-ôàêòîðà, ÈË-1 è äðóãèõ öèòîêèíîâ è îñòðî-

ôàçíûõ áåëêîâ ãèïåðàêòèâèðîâàííûõ ìàêðîôàãîâ [2;

4; 5]. Ýòî äîñòèãàåòñÿ ïóòåì èíãèáèðîâàíèÿ ìàêðîôà-

ãàìè ñèíòåçà ÐÍÊ, ÄÍÊ, öèòîêèíîâ (íà 6–8 ÷) è îäíî-

âðåìåííûì óñèëåíèåì ìèêðîáîöèäíîé ñèñòåìû ãðà-

íóëîöèòîâ, ÷òî ïðåäîòâðàùàåò ðàçâèòèå ïàòîëîãè÷åñ-

êîãî ïðîöåññà. Ïðåïàðàò èíãèáèðóåò ãèïåðàêòèâíîñòü

ìàêðîôàãîâ â ëåãêîé îáðàòèìîé ôîðìå, îêàçûâàÿ èíãè-

áèðóþùèé ýôôåêò òîëüêî íà âðåìÿ ïðèìåíåíèÿ. Ãàëà-

âèò óñèëèâàåò ôàãîöèòîç è ïîâûøàåò íåñïåöèôè÷åñ-

êóþ ðåçèñòåíòíîñòü îðãàíèçìà ê èíôåêöèîííûì çàáî-

ëåâàíèÿì, îêàçûâàåò ïðîòåêòèâíîå äåéñòâèå íà

ïðîÿâëåíèå òîêñåìèè, ñïîñîáñòâóåò ïðîòèâîìèêðîá-

íîé çàùèòå [4; 5]. Ïî ìíåíèþ Ò. È. Ãðèøèíîé [2],

Ð. Ì. Õàèòîâà [7], âûðàæåííîå ïðîòèâîâîñïàëèòåëü-

íîå äåéñòâèå ïðåïàðàòà âåñüìà âûãîäíî îòëè÷àåò åãî

îò ñòèìóëÿòîðîâ èììóíèòåòà ñ ÷àñòûìè ïðîâîñïàëè-

òåëüíûìè îñëîæíåíèÿìè è, ñ äðóãîé ñòîðîíû, îò íå-

ñòåðîèäíûõ ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûõ ïðåïàðàòîâ

è êîðòèêîñòåðîèäîâ ñ èõ ìíîãî÷èñëåííûìè ïîáî÷íû-

ìè ýôôåêòàìè.

Èñïîëüçîâàíèå Ãàëàâèòà â êóðñîâîé äîçå ïðè êîì-

ïëåêñíîé òåðàïèè ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé, òðåáóþùèõ

âêëþ÷åíèÿ èììóíîìîäóëèðóþùåé òåðàïèè, ïîêàçàëî

àáñîëþòíîå îòñóòñòâèå ìåñòíûõ è îáùèõ ïîáî÷íûõ

ýôôåêòîâ, à òàêæå àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé ïðè åãî ïðè-

ìåíåíèè.

ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄÛ

Â îñíîâó ðàáîòû ïîëîæåí àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ëå-

÷åíèÿ 83 áîëüíûõ ðàêîì òîëñòîé êèøêè, íàõîäèâøèõ-

ñÿ íà ëå÷åíèè â êëèíèêå ïðîêòîëîãèè ÐÎÍÖ èì.

Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ. Êîíòðîëüíóþ ãðóïïó ñîñòàâèëè

80 ïàöèåíòîâ ñ ðàçëè÷íîé ëîêàëèçàöèåé êîëîðåêòàëü-

íîãî ðàêà. Èññëåäóåìàÿ è êîíòðîëüíàÿ ãðóïïû áûëè

ñîïîñòàâèìû ïî âîçðàñòíîìó ïîêàçàòåëþ è õàðàêòåðó

îñíîâíîé ïàòîëîãèè.

Õàðàêòåð îïåðàòèâíîãî âìåøàòåëüñòâà îïðåäåëÿë-

ñÿ ëîêàëèçàöèåé çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè è ñòåïåíüþ

ðàñïðîñòðàíåíèÿ îïóõîëåâîãî ïðîöåññà (òàáë. 1). Â çà-

âèñèìîñòè îò ñòåïåíè ðàñïðîñòðàíåíèÿ îïóõîëåâîãî

ïðîöåññà áîëüíûì èññëåäóåìîé ãðóïïû ïðîâîäèëîñü

ëèáî êîìáèíèðîâàííîå (ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðåäîïåðà-

öèîííîé äèñòàíöèîííîé ãàììà-òåðàïèè), ëèáî ÷èñòî

õèðóðãè÷åñêîå (ïðè íàëè÷èè îòäàëåííûõ ìåòàñòàçîâ)

ëå÷åíèå.

Âñåì áîëüíûì âî âðåìÿ îïåðàöèè è â áëèæàéøåì

ïîñëåîïåðàöèîííîì ïåðèîäå ïðîâîäèëàñü ïëàíîâàÿ àí-

òèáàêòåðèàëüíàÿ òåðàïèÿ ïî ïðèíÿòûì â îòäåëåíèè ìå-

òîäèêàì, èíôóçèîííî-òðàíñôóçèîííàÿ òåðàïèÿ, ââîäè-

ëèñü àíòèêîàãóëÿíòíûå è îáåçáîëèâàþùèå ïðåïàðàòû.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëèë ñäåëàòü âû-

âîä, ÷òî ñòåïåíü èììóíîäåïðåññèè áûëà áîëåå âûðà-

æåííîé ó áîëüíûõ ñ ðàñïðîñòðàíåííûì îïóõîëåâûì

ïðîöåññîì, ÷òî îêàçûâàëî íåïîñðåäñòâåííîå âëèÿíèå

íà ÷àñòîòó è õàðàêòåð ïîñëåîïåðàöèîííîé ðàíåâîé èí-

ôåêöèè.

Ãàëàâèò â èññëåäóåìîé ãðóïïå áîëüíûõ ðàêîì òîë-

ñòîé êèøêè ïðèìåíÿëè â ïðåä- è ïîñëåîïåðàöèîííîì

ïåðèîäå â äîçå 0,1 ã âíóòðèìûøå÷íî åæåäíåâíî. Ïðî-

äîëæèòåëüíîñòü ëå÷åíèÿ ñîñòàâëÿëà 18-25 äíåé. Íàðÿ-

äó ñ îáùåêëèíè÷åñêèìè ìåòîäàìè è ìåòîäèêàìè áîëü-

íûì ïðîâîäèëèñü èññëåäîâàíèÿ ãóìîðàëüíîãî è êëåòî÷-

íîãî èììóíèòåòà, ïî ïîêàçàíèÿì ìèêðîáèîëîãè÷åñêèå

èññëåäîâàíèÿ. Äèíàìèêà èììóíîëîãè÷åñêèõ ïîêàçàòå-

ëåé ó áîëüíûõ èññëåäóåìîé ãðóïïû, èçó÷åííàÿ äî

è ïîñëå ïðèìåíåíèÿ Ãàëàâèòà, ïðåäñòàâëåíà â òàáë. 2.

Ýôôåêòèâíîñòü ïðîôèëàêòè÷åñêîé òåðàïèè Ãàëà-

âèòîì îöåíèâàëè â ïîñëåîïåðàöèîííîì ïåðèîäå ïåðåä

âûïèñêîé áîëüíûõ èç ñòàöèîíàðà. Àíàëèç êëèíè÷åñêî-

ãî òå÷åíèÿ çàáîëåâàíèÿ â ãðóïïå áîëüíûõ, êîòîðûì

â äî- è ïîñëåîïåðàöèîííîì ïåðèîäå ââîäèëñÿ Ãàëàâèò,

ïîêàçàë, ÷òî â áîëåå ðàííèå ñðîêè ëå÷åíèÿ (ïî ñðàâíå-

íèþ ñ áîëüíûìè êîíòðîëüíîé ãðóïïû) óëó÷øàëîñü îá-

ùåå ñîñòîÿíèå áîëüíûõ, íîðìàëèçîâàëàñü òåìïåðàòóð-
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Òàáëèöà 1

Õàðàêòåð îïåðàòèâíîãî âìåøàòåëüñòâà ïðè ðà-

êå òîëñòîé êèøêè

Òàáëèöà 2

Ïîêàçàòåëè èììóíîãðàììû ó áîëüíûõ ÐÒÊ

ïðè èñïîëüçîâàíèè Ãàëàâèòà
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íàÿ ðåàêöèÿ, â àíàëèçàõ óìåíüøàëñÿ ïàëî÷êîÿäåðíûé

ñäâèã ôîðìóëû êðîâè. Ïðè âûïèñêå áîëüíûõ èç ñòàöè-

îíàðà àíàëèç èçìåíåíèé Ò-êëåòî÷íîãî èììóíèòåòà

óêàçûâàë íà âûðàæåííîå èììóíîêîððèãèðóþùåå äåé-

ñòâèå Ãàëàâèòà, çàêëþ÷àþùååñÿ â äîñòîâåðíîì óâåëè-

÷åíèè ïîêàçàòåëåé çà ñ÷åò CD3+, CD4+ êëåòîê. Àíàëèç

òå÷åíèÿ ïîñëåîïåðàöèîííîãî ïåðèîäà ó áîëüíûõ êîëî-

ðåêòàëüíûì ðàêîì ñâèäåòåëüñòâóåò îá óëó÷øåíèè íå-

ïîñðåäñòâåííûõ ðåçóëüòàòîâ ëå÷åíèÿ. Òàê, ÷àñòîòà

ïîñëåîïåðàöèîííûõ ãíîéíî-âîñïàëèòåëüíûõ îñëîæ-

íåíèé â ãðóïïå áîëüíûõ, ïîëó÷àâøèõ Ãàëàâèò, ñîñòà-

âèëà 10,8 % ïî ñðàâíåíèþ ñ 28,8 % â êîíòðîëüíîé

ãðóïïå. Õàðàêòåð è ÷àñòîòà ïîñëåîïåðàöèîííûõ îñ-

ëîæíåíèé âîñïàëèòåëüíîé ïðèðîäû â èññëåäóåìîé

ãðóïïå áîëüíûõ è â êîíòðîëüíîé ãðóïïå ïðåäñòàâëåíû

â òàáë. 3.

Â ãðóïïå áîëüíûõ ðàêîì ïðÿìîé êèøêè, ïîäâåðã-

íóòûõ áðþøíî-ïðîìåæíîñòíîé ýêñòèðïàöèè ñ òàìïî-

íàäîé ðàíû ïðîìåæíîñòè, ïðè äèíàìè÷åñêîì öèòîëî-

ãè÷åñêîì èññëåäîâàíèè ìàçêîâ èç ðàíû îòìå÷åíî óñêî-

ðåíèå ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ, ñîêðàùåíèå ñðîêîâ

ãðàíóëèðîâàíèÿ ðàí, çàæèâàþùèõ âòîðè÷íûì íàòÿæå-

íèåì. Âëèÿíèå Ãàëàâèòà íà òå÷åíèå ïîñëåîïåðàöèîí-

íîãî ïåðèîäà âûðàæàëîñü òàêæå â çíà÷èòåëüíîì ñíè-

æåíèè îáùåé èíòîêñèêàöèè îðãàíèçìà áîëüíîãî,

óìåíüøåíèè áîëåâîãî ñèíäðîìà, íîðìàëèçàöèè òåìïå-

ðàòóðíîé ðåàêöèè.

Ðåçþìèðóÿ âûøåèçëîæåííîå, ìîæíî êîíñòàòèðî-

âàòü, ÷òî ïðè ïðèìåíåíèè Ãàëàâèòà äëÿ ïðîôèëàêòèêè

ïîñëåîïåðàöèîííûõ ãíîéíî-ñåïòè÷åñêèõ îñëîæíåíèé

îòìå÷åíî ïîëíîå îòñóòñòâèå íå òîëüêî ìåñòíûõ è îá-

ùèõ ïîáî÷íûõ ðåàêöèé, íî è àëëåðãè÷åñêèõ ïðîÿâëå-

íèé. Íàðÿäó ñ èììóíîìîäóëèðóþùèìè ñâîéñòâàìè

îòìå÷åíî âûðàæåííîå ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîå âîçäåé-

ñòâèå ïðåïàðàòà, çàêëþ÷àþùååñÿ â óñêîðåíèè ðåïàðà-

òèâíûõ ïðîöåññîâ â ðàíå, íîðìàëèçàöèè òåìïåðàòóð-

íîé ðåàêöèè, áîëåå ðàííåé íîðìàëèçàöèè êëèíè÷åñ-

êèõ è áèîõèìè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé êðîâè.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåä¸ííûå èññëåäîâàíèÿ ïî-

çâîëèëè ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î âûñîêîé êëèíè÷åñêîé

ýôôåêòèâíîñòè è áåçîïàñíîñòè ïðèìåíåíèÿ èììó-

íîìîäóëèðóþùåãî ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîãî ïðåïà-

ðàòà Ãàëàâèò â êîìïëåêñíîì ëå÷åíèè ðàííèõ ïîñëå-

îïåðàöèîííûõ îñëîæíåíèé ó áîëüíûõ êîëîðåêòàëü-

íûì ðàêîì.

ÂÛÂÎÄÛ

1. Ïîëó÷åííûå äàííûå ÿâëÿþòñÿ ïðåäâàðèòåëü-

íûìè, íî îíè îáíàäåæèâàþò. Äåòàëüíûé àíàëèç âîç-

ìîæåí ïðè áîëåå ìíîãî÷èñëåííîì è ïðîäîëæèòåëüíîì

èññëåäîâàíèè.

2. Àíàëèç òå÷åíèÿ ïîñëåîïåðàöèîííîãî ïåðèîäà

ïîêàçàë áëàãîòâîðíîå âëèÿíèå Ãàëàâèòà íà ÷àñòîòó

è òÿæåñòü ïîñëåîïåðàöèîííûõ èíôåêöèîííûõ îñëîæ-

íåíèé.

3. Áëàãîïðèÿòíîå âîçäåéñòâèå èììóíîêîððåê-

öèè îòìå÷åíî êàê â áîëåå áûñòðîé íîðìàëèçàöèè îá-

ùåãî ñîñòîÿíèÿ áîëüíûõ, òàê è â äàííûõ ëàáîðàòîð-

íûõ èññëåäîâàíèé.
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ABSTRACT

Phytomix-40 (PhM-40) is a mixture of forty water-ethanol plant extracts including adaptogens. It was formulated

to be effective biological response modifier for cancer patients. Animal models have revealed its low toxicity, anti-

metastatic, immunomodulatory and antioxidant properties. In this study a comparative clinical analisis was performed

to evaluate efficacy of PhM-40 administration to patients with far-advanced gastric cancer under different schemes of

treatment. Patients and methods: The patients with gastric adenocarcinoma were given palliative surgery (3-rd group, n

= 16 pts) or surgery + ELF polychemotherapy (1-st group, n = 19 pts) suplemented with PhM-40 administration (includ-

ing 7 days before surgery). The control groups patients were only given operation (4-th group, n = 27 pts) or operation

+ ELF polychemotherapy (2-nd group, n = 20 pts). PhM-40 was taken orally. Results: PhM-40 administration resulted

in a significant improvement of the immunity: an increase in the percentage of lymphoid cells expressing CD3, CD4,

CD25, CD20, CD11b and CD16 receptors. PhM-40 also reduced cortisol and malondialdehyde blood serum content

down to normal physiological level. Treatment with PhM-40 administration resulted in decreasing carbohydrate antigen

19-9 level. The life span was increased in 1, 3 groups (15,1 and 14,3 month respectively). No obvious effect was seen

in 2, 4 groups (6,3 and 5,4 month respectively). Conclusion: The results suggest that administration of PhM-40 as bio-

logical response modifier to far-advanced gastric cancer patients is effective.

Key words: advanced gastric cancer, metastasis, palliative operations, phitoadaptogen, immunomodulation therapy.
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ÐÅÇÞÌÅ

Êîìïëåêñíûé ïðåïàðàò Ôèòîìèêñ-40 (ÔÌ-40) ðàçðàáîòàí â ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í.Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ. Â åãî ñîñòàâ

âõîäÿò 40 ðàñòèòåëüíûõ ýêñòðàêòîâ, âêëþ÷àÿ àäàïòîãåíû. Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ ÿâèëàñü êîððåêöèÿ

èììóíîáèîëîãè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé (èììóííîãî è àíòèîêñèäàíòíîãî ñòàòóñà, óðîâíÿ ãîðìîíà êîðòèçîëà è

îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ ìàðêåðîâ) ñ ïîìîùüþ ÔÌ-40 è îöåíêà åãî ýôôåêòèâíîñòè â êîìïëåêñíîì ëå÷åíèè

áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåííûì ÐÆ. Â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ ïîêàçàíû òàêèå ñâîéñòâà ÔÌ-40, êàê

ïðàêòè÷åñêàÿ áåçâðåäíîñòü, àíòèîêñèäàíòíàÿ, àíòèìåòàñòàòè÷åñêàÿ è èììóíîìîäóëèðóþùàÿ àêòèâíîñòü,

ðàäèîïðîòåêòîðíûé ýôôåêò.

Âñå áîëüíûå áûëè óñëîâíî ðàçäåëåíû íà 4 ãðóïïû. 1-ÿ ãðóïïà (îïûòíàÿ): 19 ÷åëîâåê — áîëüíûå ÐÆ,

ïðèíèìàâøèå ÔÌ-40 íà ïðîòÿæåíèè îñíîâíîãî ëå÷åíèÿ (îïåðàöèÿ + ÏÕÒ), âêëþ÷àÿ ïðåäîïåðàöèîííûé ïåðèîä

(7 äíåé). 2-ÿ ãðóïïà (êîíòðîëüíàÿ): 20 ÷åëîâåê - áîëüíûå ÐÆ, íå ïðèíèìàâøèå ÔÌ-40 íà ïðîòÿæåíèè îñíîâíîãî

ëå÷åíèÿ (îïåðàöèÿ + ÏÕÒ). 3-ÿ ãðóïïà (îïûòíàÿ): 16 ÷åëîâåê — áîëüíûå ÐÆ, êîòîðûì áûëî âûïîëíåíî òîëüêî

îïåðàòèâíîå âìåøàòåëüñòâî, ïðèíèìàâøèå ÔÌ-40. 4-ÿ ãðóïïà (êîíòðîëüíàÿ): 27 ÷åëîâåê — áîëüíûå ÐÆ,

êîòîðûì áûëî âûïîëíåíî òîëüêî îïåðàòèâíîå âìåøàòåëüñòâî. Â ðàáîòå ïîêàçàíî èììóíîìîäóëèðóþùåå, â òîì

÷èñëå èíòåðôåðîíîãåííîå è àäãåçèîãåííîå, à òàêæå àíòèîêñèäàíòíîå è àíòèñòðåññîðíîå äåéñòâèå ÔÌ-40 â



ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Ðàê æåëóäêà â íàøåé ñòðàíå çàíèìàåò 2-e ìåñòî

ó ìóæ÷èí è 3-e ó æåíùèí: åæåãîäíî çàáîëåâàþò

46 òûñ. ÷åëîâåê, à îäíîãîäè÷íàÿ ëåòàëüíîñòü ñîñòàâëÿ-

åò 56 % [9]. Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî ïàöèåíòîâ ïî-

ñòóïàþò íà ëå÷åíèå ñ ãåíåðàëèçîâàííûìè ôîðìàìè

îïóõîëåâîãî ïðîöåññà, èì âûïîëíÿþòñÿ ïàëëèàòèâíûå

îïåðàöèè. Ýòî îòðàæàåòñÿ íà îòäàëåííûõ ðåçóëüòàòàõ

ëå÷åíèÿ: 5 ëåò íàáëþäåíèÿ ïåðåæèâàþò íå áîëåå 5 %

ïàöèåíòîâ [10]. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè áîëüíûõ

ðàñïðîñòðàíåííûì ÐÆ, ïî äàííûì ðàçíûõ àâòîðîâ,

ñîñòàâëÿåò â ñðåäíåì 4–6 ìåñ [7; 12; 14; 23]. Â ëå÷åíèè

ÐÆ èñïîëüçóþòñÿ êîìáèíàöèè õèðóðãè÷åñêîãî è õè-

ìèîòåðàïåâòè÷åñêîãî ìåòîäîâ. Íåñìîòðÿ íà äîñòèãíó-

òûå óñïåõè, ýôôåêò ëå÷åíèÿ íåñòîåê, ðåìèññèè êðàòêî-

âðåìåííû.

Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî îíêî-

ëîãèÿ íóæäàåòñÿ â ñðåäñòâàõ, ïîâûøàþùèõ íåñïåöè-

ôè÷åñêóþ ñîïðîòèâëÿåìîñòü îðãàíèçìà, íàïðàâëåí-

íûõ íà ðåãóëÿöèþ ñòðåññîðíîãî ñèíäðîìà, âûçâàííîãî

ñîâðåìåííûìè ìåòîäàìè ëå÷åíèÿ îïóõîëåâûõ çàáîëå-

âàíèé, óìåíüøåíèå îñëîæíåíèé õèìèîòåðàïèè, óëó÷-

øåíèå êà÷åñòâà æèçíè è åå ïðîäëåíèå ïîñëå ñïåöèôè-

÷åñêîãî ëå÷åíèÿ. Â ðåøåíèè ýòîé ïðîáëåìû íåñîìíåí-

íûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ôèòîàäàïòîãåíû. Íàêîïëåí

áîãàòûé ýêñïåðèìåíòàëüíûé è êëèíè÷åñêèé ìàòåðèàë,

ñâèäåòåëüñòâóþùèé î ëå÷åáíî-ïðîôèëàêòè÷åñêèõ

ñâîéñòâàõ îòäåëüíûõ àäàïòîãåíîâ â îòíîøåíèè îíêî-

ëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé [15; 21]. Äåéñòâèå èõ íàïðàâ-

ëåíî íà ðàçëè÷íûå çàùèòíûå ñèñòåìû îðãàíèçìà,

â òîì ÷èñëå íà îñëàáëåíèå òîêñè÷åñêîãî âëèÿíèÿ ñïå-

öèôè÷åñêîé òåðàïèè íà îðãàíèçì è óñèëåíèå åå àíòè-

áëàñòîìíîé ýôôåêòèâíîñòè [8; 19; 20; 22]. Ïîêàçàíî,

÷òî ïîä âëèÿíèåì àäàïòîãåíîâ íà ïîâåðõíîñòè îïóõî-

ëåâûõ êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ ýêñïðåññèÿ ìîëåêóë àäãå-

çèè, êîòîðûå ñëóæàò ëèãàíäàìè äëÿ ýôôåêòîðîâ èììó-

íèòåòà, ÷òî â êîíå÷íîì èòîãå ïðèâîäèò ê ñòèìóëÿöèè

èììóíîëîãè÷åñêîé ðåàêòèâíîñòè îðãàíèçìà îíêîëîãè-

÷åñêîãî áîëüíîãî [6; 16; 24; 25].

Êîìïëåêñíûé ïðåïàðàò Ôèòîìèêñ-40 (ÔÌ-40) ðàç-

ðàáîòàí â ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ. Â åãî

ñîñòàâ âõîäÿò 40 ðàñòèòåëüíûõ ýêñòðàêòîâ, âêëþ÷àÿ

àäàïòîãåíû. Ïðè èçó÷åíèè ôèòîõèìè÷åñêîãî ñîñòàâà

ÔÌ-40 âûÿâëåíî ñîäåðæàíèå øèðîêîãî ñïåêòðà áèî-

ëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé, â òîì ÷èñëå ïàíàêñî-

çèäîâ, àðàëîçèäîâ, ýëåóòåðîçèäîâ, ôëàâîíîèäîâ, ñàëè-

äðîçèäà, ñõèçàíäðèíà, àðáóòèíà, ðóòèíà, ãëèöèððèçè-

íîâîé, óðñóëîâîé, îëåàíîëîâîé êèñëîò, áåòóëèíà,

âèòàìèíîâ, ïîëèôåíîëîâ è äð. Â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ

èññëåäîâàíèÿõ ïîêàçàíû òàêèå ñâîéñòâà ÔÌ-40, êàê

ïðàêòè÷åñêàÿ áåçâðåäíîñòü [1], àíòèîêñèäàíòíàÿ [17],

àíòèìåòàñòàòè÷åñêàÿ è èììóíîìîäóëèðóþùàÿ àêòèâ-

íîñòü [18], ðàäèîïðîòåêòîðíûé ýôôåêò [2; 11].

Ïðè êëèíè÷åñêîì èçó÷åíèè ïîêàçàí âûñîêèé ëå÷åá-

íûé ýôôåêò â îòíîøåíèè äîáðîêà÷åñòâåííîé ãèïåð-

ïëàçèè ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ó ìóæ÷èí ïîæèëîãî

âîçðàñòà è ïðåäðàêîâîãî çàáîëåâàíèÿ — ëåéêîïëàêèè

ñëèçèñòîé îáîëî÷êè ïîëîñòè ðòà, à òàêæå âûÿâëåíû

íàèáîëåå ýôôåêòèâíûå äîçû ïðèìåíåíèÿ ÔÌ-40 [3; 4;

5; 13]. Ïîëó÷åííûå ýôôåêòû êîððåëèðóþò ñ èììóíî-

ìîäóëèðóþùèì, â òîì ÷èñëå èíòåðôåðîíîãåííûì

è àäãåçèîãåííûì, à òàêæå àíòèîêñèäàíòíûì, àíòèìó-

òàãåííûì è ãîðìîíîìîäóëèðóþùèì âëèÿíèåì ôèòî-

àäàïòîãåíà.

Öåëü èññëåäîâàíèÿ — êîððåêöèÿ èììóíîáèîëîãè-

÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé (èììóííîãî è àíòèîêñèäàíòíîãî

ñòàòóñà, óðîâíÿ ãîðìîíà êîðòèçîëà è îïóõîëåàññîöèè-

ðîâàííûõ ìàðêåðîâ) ñ ïîìîùüþ ÔÌ-40 è îöåíêà åãî

ýôôåêòèâíîñòè â êîìïëåêñíîì ëå÷åíèè áîëüíûõ ðàñ-

ïðîñòðàíåííûì ÐÆ.

ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄÛ

Â èññëåäîâàíèå âêëþ÷åíû 82 áîëüíûõ ñ âåðèôè-

öèðîâàííûì äèàãíîçîì ðàê æåëóäêà â âîçðàñòå îò 26

äî 77 ëåò (ñðåäíèé âîçðàñò 59 ëåò). Äèàãíîç áûë óñòà-

íîâëåí íà îñíîâàíèè êëèíèêî-ýíäîñêîïè÷åñêèõ è ãèñ-

òîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Ïîäàâëÿþùóþ ÷àñòü íî-

âîîáðàçîâàíèé æåëóäêà ñîñòàâëÿëà àäåíîêàðöèíîìà

ðàçëè÷íîé ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè — 59 áîëüíûõ

(72 %). Ïåðñòíåâèäíîêëåòî÷íûé ðàê îòìå÷åí â 20 ñëó-

÷àÿõ (24 %), íà äîëþ íåäèôôåðåíöèðîâàííîãî ðàêà

ïðèõîäèëîñü 3 ñëó÷àÿ (6 %).

Ñòàäèðîâàíèå áîëüíûõ ïðîâîäèëè ïî Ìåæäóíà-

ðîäíîé êëàññèôèêàöèè 2004 ã. Â èññëåäîâàíèè ïðåîá-

ëàäàëè ïàöèåíòû, îòíåñåííûå ê IV ñòàäèè çàáîëåâà-

íèÿ, — 61 ÷åëîâåê (76,88 %). Ó 19 áîëüíûõ (23,12 %)

çàðåãèñòðèðîâàíà IIIÁ ñòàäèÿ, ó 2 (2,44 %) — IIIA ñòà-

äèÿ. Íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àëîñü òîòàëüíîå ïîðàæåíèå

è ïîðàæåíèå òåëà æåëóäêà — 40 % è 36 % ñîîòâåò-

ñòâåííî. Â 9 % ñëó÷àåâ îïóõîëü ëîêàëèçîâàëàñü

â ïðîêñèìàëüíîì îòäåëå, â 15 % ñëó÷àåâ — â àíòðàëü-

íîì îòäåëå æåëóäêà. Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ áîëüíûì

áûëà âûïîëíåíà ãàñòðýêòîìèÿ — 27 (33 %), ãàñòðýêòî-

ìèÿ ñî ñïëåíýêòîìèåé — 29 (36 %), êîìáèíèðîâàííûå

ãàñòðýêòîìèè — 17 (21 %) áîëüíûì. Ïàëëèàòèâíûé

õàðàêòåð îïåðàöèè ó 57 (69,5 %) áîëüíûõ áûë îáóñëîâ-

ëåí íàëè÷èåì îòäàëåííûõ ìåòàñòàçîâ, ó 10 (12,2 %)

áîëüíûõ — ïðîðàñòàíèåì îïóõîëè â ñîñåäíèå îðãàíû,
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êîìïëåêñíîì ëå÷åíèè áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåííûì ÐÆ. Ñðåäíÿÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè â 1-é ãðóïïå

(îïåðàöèÿ + ÏÕÒ + ÔÌ-40) ñîñòàâèëà 14,3 ìåñ (ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè — 11 ìåñ), â êîíòðîëüíîé ãðóïïå

áîëüíûõ (2-é) — 5,4 ìåñ. Â 3-é ãðóïïå ñðåäíÿÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè áîëüíûõ (ïåðåíåñøèõ îïåðàöèþ íà

ôîíå ïðèåìà ÔÌ-40 áåç ïîñëåäóþùåé ïîëèõèìèîòåðàïèè) ñîñòàâèëà 15,1 ìåñ (ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè — 12

ìåñ), â êîíòðîëüíîé ãðóïïå (4-é) — 6,3 ìåñ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ðàê æåëóäêà, ìåòàñòàçû, ôèòîàäàïòîãåí, èììóíîìîäóëèðóþùàÿ òåðàïèÿ, ïàëëèàòèâíûå

îïåðàöèè.



íàëè÷èåì îïóõîëåâûõ êëåòîê ïî ëèíèè ðåçåêöèè ó 15

(18,3 %) áîëüíûõ.

Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ ñ îòäàëåííûìè ìåòàñòàçà-

ìè (57 ÷åëîâåê) áûëî ñëåäóþùèì. Ãåìàòîãåííûå ìåòà-

ñòàçû íàáëþäàëèñü ó 15 (26,4 %) áîëüíûõ, èç íèõ â ñî-

÷åòàíèè ñ äèññåìèíàöèåé ïî áðþøèíå — 1 (1,8 %),

ñ ðîñòîì îïóõîëè ïî ëèíèè ðåçåêöèè — 3 (5,6 %). Èì-

ïëàíòàöèîííûå ìåòàñòàçû è äèññåìèíàöèÿ ïî áðþøè-

íå âûÿâëÿëèñü ó 29 (50,8 %) áîëüíûõ, ïðè÷åì â 5

(9,4 %) ñëó÷àÿõ ëèíèÿ ðåçåêöèè ïðîøëà â çîíå ðîñòà

îïóõîëè. Îòäàëåííûå ëèìôîãåííûå ìåòàñòàçû (â ëèì-

ôîóçëû áðûæåéêè òîíêîé êèøêè, â ëåâûé íàäêëþ÷è÷-

íûé ëèìôîóçåë — ìåòàñòàç Âèðõîâà) îáíàðóæåíû ó 13

(22,8 %) áîëüíûõ.

Õèìèîòåðàïèþ ïðîâîäèëè 39 (47 %) áîëüíûì ïî

ñõåìå ELF (5-Ôòîðóðàöèë 500 ìã/ì2, âíóòðèâåííî

â 1-é, 2-é, 3-é äíè; Ýòîïîçèä 120 ìã/ì2, âíóòðèâåííî

â 1-é, 2-é, 3-é äíè; Ëåéêîâîðèí 300 ìã/ì2, âíóòðèâåí-

íî â 1-é, 2-é, 3-é äíè), êóðñû ïîâòîðÿëè êàæäûå 3 íåä.

Âñåãî ïðîâåäåíî 117 êóðñîâ.

Ïàöèåíòû áûëè óñëîâíî ðàçäåëåíû íà 4 ãðóïïû.

Íàáîð â ãðóïïû ïðîâîäèëñÿ ñëó÷àéíûì îáðàçîì.

Ãðóïïû áûëè ñîïîñòàâèìû ïî ïîëó, âîçðàñòó, ðàñïðî-

ñòðàíåííîñòè îïóõîëåâîãî ïðîöåññà.

1-ÿ ãðóïïà (îïûòíàÿ): 19 ÷åëîâåê (23 %) — áîëüíûå

ÐÆ, ïðèíèìàâøèå ÔÌ-40 íà ïðîòÿæåíèè îñíîâíîãî ëå-

÷åíèÿ (îïåðàöèÿ + ÏÕÒ), âêëþ÷àÿ ïðåäîïåðàöèîííûé

ïåðèîä (7 äíåé). 2-ÿ ãðóïïà (êîíòðîëüíàÿ): 20 ÷åëîâåê

(25 %) — áîëüíûå ÐÆ, íå ïðèíèìàâøèå ÔÌ-40 íà ïðî-

òÿæåíèè îñíîâíîãî ëå÷åíèÿ (îïåðàöèÿ + ÏÕÒ). 3-ÿ

ãðóïïà (îïûòíàÿ): 16 ÷åëîâåê (20 %) — áîëüíûå ÐÆ, êî-

òîðûì áûëî âûïîëíåíî òîëüêî îïåðàòèâíîå âìåøàòåëü-

ñòâî, ïðèíèìàâøèå ÔÌ-40, âêëþ÷àÿ ïðåä- (7 äíåé)

è ïîñëåîïåðàöèîííûé ïåðèîäû êóðñàìè. 4-ÿ ãðóïïà

(êîíòðîëüíàÿ): 27 ÷åëîâåê (32 %) — áîëüíûå ÐÆ, êîòî-

ðûì áûëî âûïîëíåíî òîëüêî îïåðàòèâíîå âìåøàòåëüñò-

âî, íå ïðèíèìàâøèå ÔÌ-40. Êóðñ ïðèåìà ÔÌ-40 ñî-

ñòàâëÿë 1,5 ìåñ â äîçå 15 ìë ïðåïàðàòà (+ 5 ìë âîäû)

çà 15-20 ìèí ïåðåä åäîé 3 ðàçà â äåíü. Ïåðåä ïðîãëàòû-

âàíèåì ðåêîìåíäóåòñÿ äåðæàòü âî ðòó 3 ìèí. Â ñðåäíåì

ïðîâîäèëè 5-6 êóðñîâ. Ñ êàæäûì ïîñëåäóþùèì êóðñîì

äîçà ïðåïàðàòà óâåëè÷èâàëàñü íà 5 ìë â äåíü.

Ãîðìîí êîðòèçîë, óðîâíè îïóõîëåâûõ ìàðêåðîâ

ÑÀ 19-9 è ÐÝÀ â ñûâîðîòêå êðîâè áîëüíûõ ÐÆ îïðå-

äåëÿëè èììóíîôåðìåíòíûì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíè-

åì äèàãíîñòè÷åñêèõ íàáîðîâ ôèðì “Roche” è “Orion

Diagnostics”.

Èììóííûé ñòàòóñ îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì

ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (ÌÊÀ) â íåïðÿìîé ðåàêöèè

èììóíîôëþîðåñöåíöèè. Èññëåäîâàëè óðîâíè ýêñïðåñ-

ñèè äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ àíòèãåíîâ CD3, CD4, CD8,

CD16, CD20; àêòèâàöèîííûõ àíòèãåíîâ CD25, HLA-

DR, CD95; ìîëåêóë àäãåçèè CD11b, CD18, CD50,

ÑD54. Îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ëèìôîöèòîâ, ýêñ-

ïðåññèðóþùèõ èññëåäóåìûå àíòèãåíû, îïðåäåëÿëè íà

ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå FACScan (Becton

Dickinson ÑØÀ) â ãåéòå ëèìôîöèòîâ.

Èíòåðôåðîíîãåííóþ àêòèâíîñòü ëèìôîöèòîâ îï-

ðåäåëÿëè áèîëîãè÷åñêèì ìåòîäîì. Èññëåäîâàíèå

âêëþ÷àëî 2 ñòóïåíè: êîëè÷åñòâåííóþ — îïðåäåëåíèå

óðîâíÿ ñïîíòàííîãî èíòåðôåðîíà (ÈÔÍ) è êà÷åñòâåí-

íóþ — ñðàâíåíèå âëèÿíèÿ ðàçíûõ ïðåïàðàòîâ ÈÔÍ,

åãî èíäóêòîðîâ è ÔÌ-40 íà èíòåðôåðîíîãåíåç ëèìôî-

öèòîâ in vitro, à òàêæå îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà áîëü-

íûõ, ëèìôîöèòû êðîâè êîòîðûõ îòâå÷àþò ïðîäóêöèåé

ÈÔÍ íà ââåäåíèå â ñèñòåìó óêàçàííûõ ïðåïàðàòîâ.

Ñîäåðæàíèå ìàëîíîâîãî äèàëüäåãèäà (ÌÄÀ) îïðå-

äåëÿëè ïî îáðàçîâàíèþ îêðàøåííîãî òðèìåòèíîâîãî

êîìïëåêñà, ñîäåðæàùåãî 1 ìîëåêóëó ìàëîíîâîãî äèàëü-

äåãèäà è 2 ìîëåêóëû òèîáàðáèòóðîâîé êèñëîòû; àêòèâ-

íîñòü ñóïåðîêñèääèñìóòàçû (ÑÎÄ) îïðåäåëÿëè ïî âîñ-

ñòàíîâëåíèþ íèòðîòåòðàçîëèåâîãî ñèíåãî â ñèñòåìå

êñàíòèí-êñàíòèíîêñèäàçà; àêòèâíîñòü êàòàëàçû îöåíè-

âàëè ïî ñêîðîñòè óòèëèçàöèè ïåðåêèñè âîäîðîäà; ñîäåð-

æàíèå ãëóòàòèîíà îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè

ïðè 512 íì ïî ðåàêöèè ñ 5,5 äèòèî-áèñ(2-íèòðîáåíçîé-

íîé êèñëîòîé); àêòèâíîñòü ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçû

(ÃSÒ) îïðåäåëÿëè òàêæå ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïðè

äëèíå âîëíû 340 íì ïî ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ êîíúþãà-

òîâ âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà ñ 1-õëîð-2,4-äèíèòðî-

áåíçîëîì ïî îáùåïðèíÿòûì ìåòîäèêàì.

Ïðè àíàëèçå ïîëó÷åííûõ öèôðîâûõ äàííûõ èñ-

ïîëüçîâàëè ñòàòèñòè÷åñêèé ïàêåò ANOVA.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Íàìè áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå Ôèòîìèêñà-40 íà èíòåð-

ôåðîíîãåíåç ëèìôîöèòîâ êðîâè áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåí-

íûì ÐÆ in vitrî. Ñðåäíèé ïîêàçàòåëü òèòðà ñïîíòàííî âû-

ðàáàòûâàåìîãî ÈÔÍ ëèìôîöèòàìè îíêîëîãè÷åñêèõ áîëü-

íûõ îïðåäåëåí êàê 0,15±0,07 åä. (òàáë. 1). Èññëåäóåìûå

ïðåïàðàòû, â òîì ÷èñëå ÔÌ-40, èíäóöèðîâàëè âûðàáîòêó

ÈÔÍ ëèìôîöèòàìè êðîâè îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ.

Ïîä âëèÿíèåì òàêèõ èíäóêòîðîâ ÈÔÍ, êàê ðèäîñòèí, íå-

îâèð, öèêëîôåðîí, àìèêñèí, ïîêàçàòåëü òèòðà ÈÔÍ âîç-

ðàñòàë â ñðåäíåì äî 3 åä., ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ðåàëüíîìó

ðàçâåäåíèþ ïðåïàðàòà â 8 ðàç. Ïîä âëèÿíèåì ÔÌ-40 ïî-

êàçàòåëü òèòðà ÈÔÍ âîçðàñòàë äî 5,5 åä., ÷òî ñîîòâåòñòâó-

åò ðàçâåäåíèþ ïðåïàðàòà áîëåå, ÷åì â 32 ðàçà.

Ñðàâíåíèå êîëè÷åñòâà áîëüíûõ, ëèìôîöèòû êîòî-

ðûõ îòâå÷àëè âûðàáîòêîé ÈÔÍ íà ââåäåíèå ôèòîàäàï-

òîãåíà, à òàêæå ïðåïàðàòîâ ÈÔÍ è åãî èíäóêòîðîâ âû-

ÿâèëî, ÷òî òîëüêî ïðè äîáàâëåíèè ÔÌ-40 â ñèñòåìó in

vitro ëèìôîöèòû áîëüíûõ âûðàáàòûâàëè ÈÔÍ â 100 %
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Òàáëèöà 1

Èíäóêöèÿ èíòåðôåðîíîãåíåçà ëèìôîöèòîâ

áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåííûì ðàêîì æåëóäêà ïîä

âëèÿíèåì ðàçëè÷íûõ ïðåïàðàòîâ in vitro (n = 17)



ñëó÷àåâ (òàáë. 2). Èíûìè ñëîâàìè, âñå ïàöèåíòû ïðî-

ÿâèëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ÔÌ-40. Â ñëó÷àÿõ ñ äðóãè-

ìè ïðåïàðàòàìè ÷àñòü áîëüíûõ îêàçàëàñü óñòîé÷èâîé

ê èõ âëèÿíèþ íà èíòåðôåðîíîãåíåç ëèìôîöèòîâ. Òà-

êèì îáðàçîì âûÿâëåíî îòñóòñòâèå èíäèâèäóàëüíîé ðå-

çèñòåíòíîñòè áîëüíûõ ÐÆ ê ÔÌ-40, ÷òî âûãîäíî îòëè-

÷àåò äàííûé ïðåïàðàò îò èíäèâèäóàëüíûõ ôèòîàäàï-

òîãåíîâ, äëÿ êîòîðûõ ïîäîáíûå ïðîáëåìû ÿâëÿþòñÿ

îãðàíè÷åíèåì øèðîêîãî èñïîëüçîâàíèÿ.

Ïîñêîëüêó ÔÌ-40 íå ÿâëÿåòñÿ ïðåïàðàòîì, ñîäåð-

æàùèì èíòåðôåðîí, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò

ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñïîñîáíîñòè ÔÌ-40 èíäóöèðî-

âàòü ñèíòåç ýíäîãåííîãî èíòåðôåðîíà è/èëè ïîâûøàòü

÷óâñòâèòåëüíîñòü ëèìôîöèòîâ ê äåéñòâèþ ÈÔÍ â îð-

ãàíèçìå ÷åëîâåêà. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëî-

æèòü, ÷òî ÔÌ-40 ÿâëÿåòñÿ íåñïåöèôè÷åñêèì èíäóêòî-

ðîì èíòåðôåðîíà.

Èññëåäîâàíèå èììóíîãî ñòàòóñà (òàáë. 3) âûÿâèëî,

÷òî ó áîëüøèíñòâà áîëüíûõ (70 %) çíà÷åíèÿ ïðàêòè÷å-

ñêè âñåõ èììóíîëîãè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé íàõîäèëèñü

íèæå èëè åäâà äîñòèãàëè íèæíåé ãðàíèöû íîðìû. Îò-

ìå÷åíî ñíèæåíèå ñëåäóþùèõ ïîêàçàòåëåé: îáùåãî

÷èñëà ëèìôîöèòîâ (CD3
+

), õåëïåðîâ-èíäóêòîðîâ

(CD4
+

), èììóíîðåãóëÿòîðíîãî èíäåêñà (CD4/CD8),

CD20
+

ëèìôîöèòîâ, CD11b
+

, CD16
+

àêòèâèðîâàííûõ

êëåòîê.

Èíûìè ñëîâàìè, äëÿ äàííîé âûáîðêè ïàöèåíòîâ

ñ III-IV ñòàäèåé çàáîëåâàíèÿ ïðàâîìî÷íî ãîâîðèòü îá

îòêëîíåíèÿõ ðàçëè÷íûõ çâåíüåâ èììóíèòåòà îò ôèçèî-

ëîãè÷åñêîé íîðìû. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåð-

æäàþò äàííûå ëèòåðàòóðû î ñíèæåíèè èììóíîðåàê-

òèâíîñòè îðãàíèçìà îíêîëîãè÷åñêîãî áîëüíîãî íà

ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ çàáîëåâàíèÿ. Ïîñëå ïðèìå-

íåíèÿ ÔÌ-40 ó áîëüøèíñòâà áîëüíûõ îòìå÷åíà êîð-

ðåêöèÿ ïîêàçàòåëåé èììóííîãî ñòàòóñà: óâåëè÷åíèå

÷èñëà CD3
+

ëèìôîöèòîâ, õåëïåðîâ-èíäóêòîðîâ

(CD4
+

), CD20
+

ëèìôîöèòîâ, CD16
+

êëåòîê, íîðìà-

ëèçàöèÿ èììóíîðåãóëÿòîðíûõ âçàèìîîòíîøåíèé

ìåæäó ñóáïîïóëÿöèÿìè Ò-ëèìôîöèòîâ. Âìåñòå ñ òåì

óâåëè÷èëîñü ñîäåðæàíèå CD25
+

àêòèâèðîâàííûõ

êëåòîê. Âûÿâëåíî òàêæå ïîâûøåíèå ÷èñëà êëåòîê,

ýêñïðåññèðóþùèõ ìîëåêóëû àäãåçèè, — ëåéêîöèòàð-

íûå èíòåãðèíû CD11b, CD18. Ó áîëüíûõ, â êîìïëåê-

ñíîì ëå÷åíèè êîòîðûõ íå ïðèìåíÿëñÿ ÔÌ-40 (ãðóï-

ïû êîíòðîëÿ), ïîäîáíîé äèíàìèêè èììóíîëîãè÷åñ-

êèõ ïîêàçàòåëåé íå îòìå÷åíî.

Òàêèì îáðàçîì, äàííûé ýòàï ðàáîòû ïîêàçàë âîç-

ìîæíîñòü íîðìàëèçóþùåãî âëèÿíèÿ ôèòîàäàïòîãåíà

íà çâåíüÿ êëåòî÷íîãî, ãóìîðàëüíîãî èììóíèòåòà è åñ-

òåñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè ó áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåí-

íûì ÐÆ â ïðîöåññå êîìïëåêñíîãî ëå÷åíèÿ.

Èññëåäîâàíèå àíòèîêñèäàíòíîãî ñòàòóñà ó áîëü-

íûõ âûÿâèëî, ÷òî ñîäåðæàíèå â ñûâîðîòêå êðîâè öèòî-

òîêñè÷åñêîãî ïðîäóêòà ëèïèäíîé ïåðîêñèäàöèè ìàëî-

íîâîãî äèàëüäåãèäà ïîâûøåíî ó 89 % ïàöèåíòîâ

(òàáë. 4). Âìåñòå ñ òåì îòìå÷åíû âûñîêèé óðîâåíü ãëó-

òàòèîíà è ïîâûøåííàÿ àêòèâíîñòü ñóïåðîêñèääèñìó-

òàçû (ïî âåðõíåé ãðàíèöå íîðìû). Ýòî ñâèäåòåëüñòâó-

åò î íàðóøåíèè ðåãóëÿöèè ïðîöåññà ïåðåêèñíîãî

îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ è ïðåîáëàäàíèè ïðîîêñèäàíòíûõ

ïðîöåññîâ íàä àíòèîêñèäàíòíûìè, à òàêæå ïðèâîäèò

ê ðàçâèòèþ èíòîêñèêàöèè îðãàíèçìà, êîòîðàÿ óñóãóá-

ëÿåòñÿ íà ôîíå ïðîâîäèìîãî ëå÷åíèÿ â êîíòðîëüíûõ

ãðóïïàõ. Ïðèìåíåíèå ÔÌ-40 ïðèâîäèëî ê äîñòîâåðíî-

ìó ñíèæåíèþ óðîâíÿ ìàëîíîâîãî äèàëüäåãèäà, ÷òî

óêàçûâàåò íà ïîäàâëåíèå ïåðåêèñíîãî îêèñëåíèÿ ëè-
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Òàáëèöà 2

×óâñòâèòåëüíîñòü ëèìôîöèòîâ êðîâè áîëüíûõ

ðàñïðîñòðàíåííûì ðàêîì æåëóäêà ê ïðåïàðàòàì

ÈÍÔ è åãî èíäóêòîðàì in vitro (n = 17)

Òàáëèöà 3

Èììóííûé ñòàòóñ áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåííûì

ðàêîì æåëóäêà íà ôîíå ïðèåìà ÔÌ-40



ïèäîâ. Âìåñòå ñ òåì ïîääåðæàíèå âûñîêîãî ñîäåðæà-

íèÿ ãëóòàòèîíà è ïîíèæåíèå àêòèâíîñòè ÃSÒ ñâèäå-

òåëüñòâóþò î âêëþ÷åíèè ãëóòàòèîíîâîé ñèñòåìû â äå-

òîêñèêàöèîííûå ïðîöåññû îðãàíèçìà.

Â êîíòðîëüíûõ ãðóïïàõ íàáëþäàëè îòðèöàòåëü-

íóþ äèíàìèêó ïîêàçàòåëåé, óêàçûâàþùóþ íà äàëüíåé-

øóþ àêòèâàöèþ ðåàêöèé ïåðåêèñíîãî îêèñëåíèÿ ëè-

ïèäîâ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,

÷òî ïðåïàðàò ÔÌ-40 îêàçûâàåò íà îðãàíèçì äåòîêñè-

öèðóþùåå äåéñòâèå, ñíèæàÿ òåì ñàìûì òîêñè÷åñêîå

âëèÿíèå ïðîâîäèìîé ÏÕÒ íà îðãàíèçì.

Ïðè ïåðâè÷íîì îáñëåäîâàíèè ñðåäíèé óðîâåíü

êîðòèçîëà ó áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåííûì ÐÆ áûë íå-

ñêîëüêî âûøå âåðõíåé ãðàíèöû íîðìû (òàáë. 5).

Íà ôîíå êîìïëåêñíîãî ëå÷åíèÿ ñ ïðèìåíåíèåì ÔÌ-40

óäàëîñü äîáèòüñÿ ñíèæåíèÿ êîíöåíòðàöèè êîðòèçîëà

â ñûâîðîòêå êðîâè áîëüíûõ äî ôèçèîëîãè÷åñêîé íîð-

ìû. Èíûìè ñëîâàìè, ÔÌ-40 âûçûâàë êîððåêöèþ âû-

ñîêîãî óðîâíÿ êîðòèçîëà, êîòîðûé îòðàæàåò íàðóøå-

íèÿ ãîìåîñòàçà ïðè ñòðåññîðíûõ ñîñòîÿíèÿõ îðãàíèç-

ìà. Â êîíòðîëüíûõ ãðóïïàõ êîíöåíòðàöèÿ êîðòèçîëà

íà ôîíå ëå÷åíèÿ íå ñíèçèëàñü, áîëåå òîãî, îòìå÷åíî åå

íàðàñòàíèå.

Èñõîäíàÿ êîíöåíòðàöèÿ îïóõîëåàññîöèèðîâàííî-

ãî àíòèãåíà ÐÝÀ â êðîâè áûëà ïîâûøåíà ó 42 % áîëü-

íûõ (òàáë. 6). Ïîñëå îïåðàöèè êîíöåíòðàöèÿ â ñûâî-

ðîòêå êðîâè ÐÝÀ îïûòíûõ ãðóïï ñíèçèëàñü ó 59 %

áîëüíûõ. Ïî îêîí÷àíèè êîìïëåêñíîãî ëå÷åíèÿ çíà÷å-

íèå ýòîãî ïîêàçàòåëÿ ó 50 % áîëüíûõ äîñòèãëî åùå

áîëüøåãî ñíèæåíèÿ. Ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè äàí-

íûìè êîíöåíòðàöèÿ ÐÝÀ ñíèçèëàñü íà 48 %, îäíàêî

ýòè èçìåíåíèÿ áûëè ñòàòèñòè÷åñêè íå äîñòîâåðíû. Èñ-

õîäíûé óðîâåíü ÑÀ 19-9 áûë ïðàêòè÷åñêè â 3 ðàçà âû-

øå âåðõíåé ãðàíèöû íîðìû. Ó ïîäàâëÿþùåãî áîëü-

øèíñòâà áîëüíûõ îïûòíûõ ãðóïï (>80 %) êîíöåíòðà-

öèÿ ÑÀ 19-9 â ñûâîðîòêå êðîâè ïîñëå õèðóðãè÷åñêîãî

ëå÷åíèÿ äîñòîâåðíî ñíèçèëàñü, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-

òû ñîõðàíÿëèñü ïîñëå îêîí÷àíèÿ ïîëèõèìèîòåðàïèè.

Â êîíòðîëüíûõ ãðóïïàõ íà ôîíå ïðîâîäèìîãî ëå÷åíèÿ

çíà÷åíèÿ îíêîìàðêåðîâ ÐÝÀ è ÑÀ 19-9 â êðîâè èìåëè

òåíäåíöèþ ê âîçðàñòàíèþ. Îáñóæäàÿ ïîëó÷åííûå ðå-

çóëüòàòû, íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ðàíåå ïðîâåäåí-

íûå èññëåäîâàíèÿ ÔÌ-40 íà ëèíèÿõ êëåòîê ÷åëîâåêà

(ðàê ÿè÷íèêîâ, ãèïåðíåôðîìà, ðàê øåéêè ìàòêè) âû-

ÿâèëè íåêîòîðîå çàìåäëåíèå ñêîðîñòè ðîñòà îïóõîëå-

âûõ êëåòîê. Âìåñòå ñ òåì ÔÌ-40 íå âëèÿë íà ïðîëèôå-

ðàöèþ êëåòîê ïî÷êè ýìáðèîíà ñâèíüè. Íà ìîäåëè ìå-

òàñòàçèðóþùåé îïóõîëè (êàðöèíîìû Ëüþèñ)

âûÿâëåíî àíòèìåòàñòàòè÷åñêîå äåéñòâèå ÔÌ-40 [6].

Â êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ îðàëüíîé ëåéêîïëàêèè

òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî ÔÌ-40 èíèöèèðîâàë êîððåêöèþ

ïðîãðàììû äèôôåðåíöèðîâêè ýïèòåëèîöèòîâ, âîññòà-

íàâëèâàÿ àäãåçèîííûå âçàèìîäåéñòâèÿ, ñïîñîáíîñòü

ê àïîïòîçó, à òàêæå îñëàáëÿÿ îðîãîâåíèå è ñíèæàÿ êî-

ëè÷åñòâî íåçðåëûõ êëåòîê ïàòîëîãè÷åñêîãî î÷àãà [4].

Ó áîëüíûõ ãèïåðïëàçèåé ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû â òîì

÷èñëå îïðåäåëåíî àíòèìóòàãåííîå äåéñòâèå ÔÌ-40,

à òàêæå äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ÏÑÀ â ñûâîðîò-

êå êðîâè [5]. Âìåñòå ñ òåì â êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíè-

ÿõ ïðè èñïîëüçîâàíèè ÔÌ-40 â ëå÷åíèè îðàëüíîé ëåé-

êîïëàêèè è ÄÃÏÆ âûÿâëåí èíòåðôåðîíîãåííûé ýô-

ôåêò, êîòîðûé âûðàæàëñÿ â ïîâûøåíèè ïðîäóêöèè

ÈÔÍ-α è ÈÔÍ-γ èììóíîöèòàìè áîëüíûõ. Ïðèíèìàÿ

âî âíèìàíèå ýòè äàííûå, ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ïðè

èñïîëüçîâàíèè ÔÌ-40 ìîæíî äîñòèãíóòü íåêîòîðîãî

êîíòðîëÿ ðîñòà îïóõîëè, ÷òî ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ

îïóõîëåâûõ ìàðêåðîâ è óâåëè÷åíèþ ïðîäîëæèòåëüíî-
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Òàáëèöà 4

Ïîêàçàòåëè àíòèîêñèäàíòíîãî ñòàòóñà áîëüíûõ

ðàñïðîñòðàíåííûì ðàêîì æåëóäêà íà ôîíå ïðèåìà

ÔÌ-40

Òàáëèöà 5

Óðîâåíü êîðòèçîëà â êðîâè áîëüíûõ ðàñïðî-

ñòðàíåííûì ÐÆ íà ôîíå ïðèåìà ÔÌ-40

Òàáëèöà 6

Óðîâåíü îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ

ÐÝÀ, ÑÀ 19-9 â ñûâîðîòêå êðîâè áîëüíûõ ðàñïðî-

ñòðàíåííûì ÐÆ íà ôîíå ïðèåìà ÔÌ-40



ñòè æèçíè áîëüíûõ. Êðîìå òîãî, âûÿâëåíà ñïîñîáíîñòü

ÔÌ-40 ïîâûøàòü ñîäåðæàíèå ëèìôîöèòîâ ñ ýêñïðåñ-

ñèåé ëåéêîöèòàðíûõ èíòåãðèíîâ, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïîêàçà-

òåëåì óñèëåíèÿ àêòèâíîñòè ýôôåêòîðîâ èììóíèòåòà

è ìîæåò ïðèâîäèòü ê ñòèìóëÿöèè ëèçèñà îïóõîëåâûõ

êëåòîê ïîñëåäíèìè. Òàêèì îáðàçîì, ÔÌ-40 èíäóöèðó-

åò ïðîâîñïàëèòåëüíóþ ñòèìóëÿöèþ, ñïîñîáñòâóÿ âçà-

èìîäåéñòâèþ ìîëåêóë èç ñåìåéñòâà ICAM ñ èõ ëèãàí-

äàìè, îáåñïå÷èâàþùèìè ïðèêðåïëåíèå èììóííûõ ýô-

ôåêòîðîâ ê êëåòêàì-ìèøåíÿì, ñòèìóëèðóÿ òåì ñàìûì

ýëèìèíàöèþ îïóõîëè ìàêðîôàãàìè, íåéòðîôèëàìè,

íàòóðàëüíûìè êèëëåðàìè è öèòîòîêñè÷åñêèìè ëèìôî-

öèòàìè.

Îöåíêà êëèíè÷åñêîé ýôôåêòèâíîñòè ïîêàçàëà, ÷òî

ïðèìåíåíèå ÔÌ-40 â êîìïëåêñíîì ëå÷åíèè áîëüíûõ

ÐÆ ïîçâîëèëî äîáèòüñÿ ïðîâåäåíèÿ áîëüøåãî êîëè÷å-

ñòâà êóðñîâ ÏÕÒ. Òàê, â 1-é ãðóïïå áîëüíûõ, ïîëó÷àâ-

øèõ ÔÌ-40 íà ôîíå îñíîâíîãî ëå÷åíèÿ, êîëè÷åñòâî

êóðñîâ ïîëèõèìèîòåðàïèè áûëî ïðîâåäåíî ïðàêòè÷åñ-

êè âäâîå áîëüøå (â 1,7 ðàçà) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëü-

íîé ãðóïïîé, 73 è 44 êóðñà ñîîòâåòñòâåííî.

Òàêæå áûëà ïðîàíàëèçèðîâàíà âûæèâàåìîñòü áîëü-

íûõ ðàñïðîñòðàíåííûì ÐÆ ñ ïðèìåíåíèåì ÔÌ-40 (òàáë.

7). Êàê ñëåäóåò èç íåå, ñðåäíÿÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèç-

íè â 1-é ãðóïïå (îïåðàöèÿ + ÏÕÒ + ÔÌ-40) ñîñòàâèëà

14,3 ìåñ, ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè — 11 ìåñ, â êîíòðîëü-

íîé ãðóïïå áîëüíûõ (îïåðàöèÿ + ÏÕÒ) — 5,4 ìåñ, ìåäèà-

íà — 5,8 ìåñ. Â 3-é ãðóïïå (îïåðàöèÿ +ÔÌ-40) ñðåäíÿÿ

ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè áîëüíûõ ñîñòàâèëà 15,1 ìåñ,

ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè — 12 ìåñ, â êîíòðîëüíîé ãðóïïå

(îïåðàöèÿ) — 6,3 ìåñ è 5 ìåñ ñîîòâåòñòâåííî.

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå ÔÌ-40 â êîìïëåêñ-

íîé òåðàïèè ðàñïðîñòðàíåííîãî ÐÆ ñïîñîáñòâîâàëî

ïðîäëåíèþ æèçíè áîëüíûõ.

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû êðèâûå âûæèâàåìîñòè

áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåííûì ÐÆ ïðè êîìïëåêñíîì ëå-

÷åíèè. Êàê âèäíî èç ðèñóíêà, 1- è 3-ëåòíÿÿ âûæèâàå-

ìîñòü áîëüíûõ íà ôîíå ïðèåìà ÔÌ-40 ñîñòàâèëà

47±12,1 % è 6±0,5 % ñîîòâåòñòâåííî. Â êîíòðîëüíîé

ãðóïïå (ãðóïïà 2) ëèøü 11 % áîëüíûõ ïåðåæèëè 1-ëåò-

íèé ñðîê, 3-ëåòíåé âûæèâàåìîñòè íå îòìå÷åíî. Ïîäàâ-

ëÿþùåå áîëüøèíñòâî áîëüíûõ ïîãèáàëè â 1-é ãîä ïîñ-

ëå ïåðåíåñåííîãî ëå÷åíèÿ.

Êðèâûå âûæèâàåìîñòè áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåí-

íûì ÐÆ ïðè õèðóðãè÷åñêîì ëå÷åíèè ñ ïðèìåíåíèåì

è áåç ïðèìåíåíèÿ ÔÌ-40 ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Êàê

ñëåäóåò èç íåãî, â 3-é ãðóïïå 1-ëåòíÿÿ âûæèâàåìîñòü

áîëüíûõ ñîñòàâèëà 50±12,5 %. Â êîíòðîëüíîé ãðóïïå

îäèí ãîä ïåðåæèëè âñåãî 17,6± 8 %.

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïîçâîëÿåò ñäåëàòü

çàêëþ÷åíèå, ÷òî èñïîëüçîâàíèå êîìïëåêñíîãî ôèòî-

àäàïòîãåíà ïîâûøàåò ýôôåêòèâíîñòü êîìïëåêñíîé òå-

ðàïèè áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåííûì ÐÆ.

Êîìïëåêñíûå ôàðìàêîëîãè÷åñêèå ýôôåêòû ÔÌ-40,

âîçìîæíî, îáóñëîâëåíû ñòðóêòóðíîé è ôóíêöèîíàëü-

íîé ñâÿçüþ ìíîãèõ âåùåñòâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ïðåïà-

ðàòà (ãèíçåíîçèäû, àðàëîçèäû, ýëåóòåðîçèäû, ñàëèä-

ðîçèä, ñõèçàíäðèí, óðñóëîâàÿ êèñëîòà, îëåàíîëîâàÿ

êèñëîòà, ãëèöèððèçèíîâàÿ êèñëîòà, áåòóëèí è äð.),

ñî ñòåðîèäàìè, êîòîðûå áëàãîäàðÿ ñâîåé ñòðóêòóðå

èìåþò ìíîæåñòâî ôèçèîëîãè÷åñêèõ àêòèâíîñòåé. Òàê,

ñòåðîèäíûé ñêåëåò îáåñïå÷èâàåò ñïîñîáíîñòü ìîëåêó-
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Òàáëèöà 7

Âûæèâàåìîñòü áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåííûì

ÐÆ ïðè èñïîëüçîâàíèè ÔÌ-40

Ðèñ. 1. Âûæèâàåìîñòü áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåí-

íûì ÐÆ ïðè êîìïëåêñíîì ëå÷åíèè:

ãðóïïà 1 — áîëüíûå, ïðîøåäøèå õèðóðãè÷åñêîå

ëå÷åíèå ñ ïîñëåäóþùåé ÏÕÒ íà ôîíå ïðèåìà ÔÌ-40;

ãðóïïà 2 — áîëüíûå êîíòðîëüíîé ãðóïïû

Ðèñ. 2. Âûæèâàåìîñòü áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåí-

íûì ÐÆ ïðè õèðóðãè÷åñêîì ëå÷åíèè:

ãðóïïà 3 — áîëüíûå, ïðîøåäøèå õèðóðãè÷åñêîå

ëå÷åíèå íà ôîíå ïðèåìà ÔÌ-40;

ãðóïïà 4 — áîëüíûå êîíòðîëüíîé ãðóïïû



ëû âñòðàèâàòüñÿ â ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû, ñâÿçû-

âàòüñÿ ñ ÿäåðíûìè ðåöåïòîðàìè, äåéñòâóÿ íåïîñðåä-

ñòâåííî íà òðàíñêðèïöèþ mÐÍÊ è ñîîòâåòñòâåííî íà

ñèíòåç áåëêà. Íàðÿäó ñ ýòèì ïîêàçàíî, ÷òî îòäåëüíûå

ãèíçåíîçèäû, íàïðèìåð, ñïîñîáñòâóþò óñèëåíèþ ãó-

ìîðàëüíîãî è êëåòî÷íî-îïîñðåäîâàííîãî èììóíèòåòà

(Rg1), ïðÿìîé öèòîòîêñè÷åñêîé è ïîäàâëÿþùåé ðîñò

àêòèâíîñòè â îòíîøåíèè îïóõîëåâûõ êëåòîê (Rh2,

Rb1, Rb2, Rc) èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè (Rh1,Rh2,

Rh3) è óãíåòåíèþ ìåòàñòàçîâ (Rg3), îáåñïå÷èâàþò àí-

òèìóòàãåííîñòü (Rh2: óñèëåíèå êîððåêòîðíîé àêòèâ-

íîñòè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû), óñèëåíèå öèòîòîêñè÷íîñòè

ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ñðåäñòâ (Rd1-K), èíäóêöèþ àïîï-

òîçà (RcM1) â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ, êîððåêöèþ ãîìî-

è ãåòåðîòèïè÷åñêèõ àäãåçèîííûõ âçàèìîäåéñòâèé

(Rh1, Rh2, Rg3) è äð.

Òàêèì îáðàçîì, óâåëè÷åíèå ïðîäîëæèòåëüíîñòè

æèçíè áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåííûì ðàêîì æåëóäêà

è ñíèæåíèå óðîâíÿ îïóõîëåâîãî ìàðêåðà ÑÀ 19-9 ïðè

èñïîëüçîâàíèè ÔÌ-40, âåðîÿòíî, îïîñðåäîâàíî óñèëå-

íèåì èììóíîëîãè÷åñêèõ (â òîì ÷èñëå èíòåðôåðîíî-

ãåííûõ è àäãåçèîãåííûõ), ýíäîêðèííûõ è àíòèîêñè-

äàíòíûõ ìåõàíèçìîâ çàùèòû îðãàíèçìà îò îïóõîëè,

à òàêæå îáóñëîâëåíî âîçìîæíûì äèôôåðåíöèðîâî÷-

íûì ýôôåêòîì ÔÌ-40 íà îïóõîëåâûå êëåòêè.

ÂÛÂÎÄÛ

1. Ïðèìåíåíèå Ôèòîìèêñà-40 âûçûâàëî êîððåê-

öèþ ïîêàçàòåëåé èììóííîãî ñòàòóñà ó áîëüøèíñòâà

áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåííûì ðàêîì æåëóäêà: óâåëè÷å-

íèå ÷èñëà Ò-êëåòîê (CD3
+

, CD4
+

ëèìôîöèòîâ); èììó-

íîðåãóëÿòîðíîãî èíäåêñà (CD4/CD8); ÷èñëà Â-êëåòîê

(CD20
+

ëèìôîöèòû); CD25
+

, CD16
+

, CD11b
+

è CD18
+

êëåòîê.

2. Âûñîêàÿ èíòåðôåðîíîãåííàÿ àêòèâíîñòü Ôè-

òîìèêñà-40 îïðåäåëåíà ó âñåõ èññëåäóåìûõ áîëüíûõ

ðàñïðîñòðàíåííûì ðàêîì æåëóäêà, òàêèì îáðàçîì âû-

ÿâëåíî îòñóòñòâèå ðåçèñòåíòíîñòè ê ïðåïàðàòó ÔÌ-40

ó 100 % ïàöèåíòîâ.

3. Ôèòîìèêñ-40 ïîëîæèòåëüíî âëèÿë íà ñèñòåìó

àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòû ó áîëüíûõ ðàñïðîñòðàíåí-

íûì ðàêîì æåëóäêà, êîòîðîå âûðàæàëîñü â ñíèæåíèè

ñîäåðæàíèÿ ìàëîíîâîãî äèàëüäåãèäà, à òàêæå íîðìà-

ëèçàöèè àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ ãëþòàòèîíòðàíñôåðà-

çû, ñóïåðîêñèääèñìóòàçû è êàòàëàçû.

4. Ïîä âëèÿíèåì Ôèòîìèêñà-40 ó áîëüíûõ ðàñ-

ïðîñòðàíåííûì ðàêîì æåëóäêà óðîâåíü ãîðìîíà êîð-

òèçîëà â ñûâîðîòêå êðîâè ñíèæàëñÿ.

5. Ïðè èñïîëüçîâàíèè Ôèòîìèêñà-40 ó áîëüíûõ

ðàñïðîñòðàíåííûì ðàêîì æåëóäêà êîíöåíòðàöèÿ â ñûâî-

ðîòêå êðîâè îïóõîëåàññîöèèðîâàííîãî àíòèãåíà ÑA 19-

9 ñíèæàëàñü, ìàðêåðà ÐÝÀ äîñòîâåðíî íå èçìåíÿëàñü.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü êàíä. áèîë. íàóê

Ì. À. Ìåçåíöåâîé (ÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèî-

ëîãèè èì. Í. Ô. Ãàìàëåè ÐÀÌÍ) çà ïðåäîñòàâëåííûé

ìàòåðèàë äëÿ ïóáëèêàöèè äàííîé ðàáîòû.

Ðàáîòà ïîääåðæàíà àññèãíîâàíèÿìè èç Ôåäåðàëü-

íîãî áþäæåòà ïî èíäèâèäóàëüíûì ïðîåêòàì: “Ðàçðà-

áîòêà ðàñòèòåëüíîãî àäàïòîãåíà äëÿ ëå÷åíèÿ ïðåäîïó-

õîëåâûõ ïàòîëîãèé” (2002-2003 ãã.) è "Îïðåäåëåíèå

÷óâñòâèòåëüíîñòè èììóííîé ñèñòåìû áîëüíûõ ðàêîì

æåëóäêà IV ñòàäèè ê òåðàïèè ôèòîàäàïòîãåíîì"

(2004 ã.) â ðàìêàõ îáåñïå÷åíèÿ ôèíàíñèðîâàíèÿ âàæ-

íåéøèõ íàðîäíîõîçÿéñòâåííûõ ïðîãðàìì îò Ìèíèñ-

òåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè.
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RESULTS OF PHASE 1-2 CLINICAL STUDIES OF IMUTERAN
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ABSTRACT

Imuteran, the original russian drug, was prepared based on monoclonal ICO-25 antibody raised against epithelial

mucin MUC-1 (CD229) by N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center jointly with Herzen Research Oncological

Institute. Pre-clinical investigations demonstrated the high specificity and high anticancer activity of drug in vivo and in

vitro. There was also mentioned the low toxicities of ICO-25. Phase I clinical study included 10 patients. Imuteran was

given at a single dose from 5 mg - 100 % to 46,25 mg - 925 %. The basic side reaction was hypersensitivity reaction.

35 mg Imuteran (700 %), intravenous once per week, 4 treatments with premedication of dexametazon and dimedrol

were used in phase II clinical study. At present 20 patients were entered in phase II clinical study. The 20 patients

received a total of 26 treatment cycles. Response to treatment was evaluated in 16 patients. The disease regression was

not observed. Median survival about 10 weeks (11,8+4,3 weeks) was detected in 6 (37,5 %) patients (breast cancer - 2,

colorectal cancer - 2, saplings cancer - 2), disease progression was found in 10 (62,5 %) patients. The treatment was

interrupted in 3 (15 %) patients because of high toxicity (allergic reaction - 2, colon paresis - 1). The study is continued.

Key words: imuteran, monoclonal antibody, phase I and II clinical study.

Ë. Â. Ìàíçþê
1
, Å. Â. Àðòàìîíîâà

1
, Ò. À. Êàðìàêîâà

2
, Ð. È. ßêóáîâñêàÿ

2

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ I-II ÔÀÇÛ ÊËÈÍÈ×ÅÑÊÈÕ ÈÑÏÛÒÀÍÈÉ

ÏÐÅÏÀÐÀÒÀ ÈÌÓÒÅÐÀÍ
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ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà

2
ÌÍÈÎÈ èì. Ï. À. Ãåðöåíà, Ìîñêâà

ÐÅÇÞÌÅ

Èìóòåðàí — îðèãèíàëüíûé îòå÷åñòâåííûé ïðåïàðàò, ñîçäàííûé ñîâìåñòíî ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà è

ÌÍÈÎÈ èì. Ï. À. Ãåðöåíà íà îñíîâå ñóáñòàíöèè ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ICO-25, ïîëó÷åííûõ ê

ýïèòîïó ýïèòåëèàëüíîãî ìóöèíà MUC-1 (CD229). Äîêëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàëè âûñîêóþ

ñïåöèôè÷íîñòü, çíà÷èòåëüíóþ ïðîòèâîîïóõîëåâóþ àêòèâíîñòü in vitro è in vivo è íèçêóþ òîêñè÷íîñòü ICO-25.

Êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ Èìóòåðàíà ïî I ôàçå ïðîâåäåíû 10 áîëüíûì ðàñïðîñòðàíåííûì îïóõîëåâûì

ïðîöåññîì. Ïðîâîäèëàñü ýñêàëàöèÿ ðàçîâûõ äîç ïî ìîäèôèöèðîâàííîé øêàëå Ôèáîíà÷÷è îò ñòàðòîâîé (5 ìã —

100 %) äî ìàêñèìàëüíîé (46,25 ìã — 925 %). Îñíîâíûìè ïîáî÷íûìè ýôôåêòàìè áûëè ðåàêöèè

ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè. Äëÿ II ôàçû êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé áûë ðåêîìåíäîâàí ðåæèì ââåäåíèÿ Èìóòåðàíà ïî

35 ìã (700 % ñòàðòîâîé äîçû) â/â êàïåëüíî 1 ðàç â íåä — 4 ââåäåíèÿ ñ ïðåìåäèêàöèåé äåêñàìåòàçîíîì è

äèìåäðîëîì. Íà íàñòîÿùèé ìîìåíò â èññëåäîâàíèå ïî II ôàçå âêëþ÷åíû 20 áîëüíûõ, êîòîðûì ïðîâåäåíî 26

êóðñîâ ëå÷åíèÿ. Ýôôåêò îöåíåí ó 16 ïàöèåíòîâ. Îáúåêòèâíûõ ðåãðåññèé íå íàáëþäàëîñü. Ñòàáèëèçàöèÿ

äëèòåëüíîñòüþ 11,8+4,3 íåä (ìåäèàíà 10 íåä) çàðåãèñòðèðîâàíà â 37,5 % (6 èç 16) ñëó÷àåâ (ðàê ìîëî÷íîé æåëåçû

— 2, ðàê òîëñòîé êèøêè — 2, ðàê ìàòî÷íîé òðóáû — 2), ïðîãðåññèðîâàíèå — â 62,5 % (10 èç 16) ñëó÷àåâ. Èç-çà

òîêñè÷íîñòè (àëëåðãè÷åñêèå ðåàêöèè — 2, ïàðåç êèøå÷íèêà — 1) ëå÷åíèå áûëî ïðåêðàùåíî ó 15 % (3 èç 20)

áîëüíûõ. Èññëåäîâàíèå ïðîäîëæàåòñÿ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: Èìóòåðàí, ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, I è II ôàçà, êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ.



ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Çà ïîñëåäíèå ãîäû äîñòèãíóò ñóùåñòâåííûé ïðî-

ãðåññ â èñïîëüçîâàíèè ïðåïàðàòîâ, ñîçäàííûõ íà îñíî-

âå ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (ÌÊÀ), äëÿ ëå÷åíèÿ ðàêà.

Îäíèì èç òàêèõ ëåêàðñòâåííûõ àãåíòîâ ÿâëÿåòñÿ Èìó-

òåðàí — îðèãèíàëüíûé îòå÷åñòâåííûé ïðåïàðàò, ñî-

çäàííûé ñîâìåñòíî â ÐÎÍÖ ÐÀÌÍ èì. Í. Í. Áëîõèíà

è ÌÍÈÎÈ èì. Ï. À. Ãåðöåíà.

Îñíîâíîå äåéñòâóþùåå âåùåñòâî ïðåïàðàòà Èìó-

òåðàí — ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ICO-25 —

èììóíîãëîáóëèí êëàññà IgG1, ïîëó÷åííîå ê ýïèòîïó

ìóöèíîïîäîáíîãî àíòèãåíà MUC-1 (CD 229) [4]. Ïðî-

âåäåííûå èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïî-

êàçàëè, ÷òî MUC-1 ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé ýêñïðåññèðó-

åòñÿ êëåòêàìè çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ýïèòåëèàëü-

íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Òàê, ÌÊÀ ICO-25 ðåàãèðîâàëè

ñ êëåòêàìè ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû â ïîäàâëÿþùåì

áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ — 93,2%. Àíòèãåí ëîêàëèçîâàë-

ñÿ êàê íà ìåìáðàíå, òàê è â öèòîïëàçìå çëîêà÷åñòâåí-

íûõ êëåòîê, à åãî ýêñïðåññèÿ íå çàâèñåëà îò ãèñòîëî-

ãè÷åñêîãî òèïà îïóõîëè [2]. Ýêñïðåññèÿ àíòèãåíà

êëåòêàìè íîðìàëüíîé ìîëî÷íîé æåëåçû áûëà íåçíà-

÷èòåëüíîé (àíòèãåí ëîêàëèçîâàëñÿ òîëüêî íà àïèêàëü-

íîé ÷àñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû ýïèòåëèÿ ïðîòîêîâ).

Òàêîé æå âûñîêîé ÷àñòîòîé ýêñïðåññèè MUC-1 õàðàê-

òåðèçóþòñÿ ðàê æåëóäêà, ðàê òîëñòîé êèøêè, ðàê ÿè÷-

íèêîâ.

Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ICO-25 ðåàãèðîâàëè

íå òîëüêî ñ ïåðâè÷íîé îïóõîëüþ, íî è ñ ìåòàñòàòè÷å-

ñêèìè îïóõîëåâûìè êëåòêàìè â ðåãèîíàðíûõ ëèìôî-

óçëàõ è êîñòíîì ìîçãå áîëüíûõ [3]. Òàê, ÷àñòîòà âûÿâ-

ëåíèÿ ìåòàñòàçîâ â ðåãèîíàðíûå ëèìôîóçëû ïðåâû-

øàëà ðåçóëüòàòû ñòàíäàðòíîãî ïàòîìîðôîëîãè÷åñêîãî

èññëåäîâàíèÿ äëÿ ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû íà 10,8 %,

äëÿ ðàêà æåëóäêà — íà 27,2 %, ïðè÷åì íàëè÷èå ìîð-

ôîëîãè÷åñêè íå îïðåäåëÿåìûõ ìèêðîìåòàñòàçîâ ïðè

ðàêå æåëóäêà êîððåëèðîâàëî ñ ïðîãðåññèðîâàíèåì çà-

áîëåâàíèÿ ïðè äàëüíåéøåì íàáëþäåíèè [6]. Èññëåäî-

âàíèå êîñòíîãî ìîçãà ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àí-

òèòåë ICO-25 ïîçâîëÿëî âûÿâèòü äàæå 1 ðàêîâóþ

êëåòêó íà 1000000 ãåìîïîýòè÷åñêèõ, à îáíàðóæåíèå

îïóõîëåâûõ êëåòîê â ñòåðíàëüíîì ïóíêòàòå áîëüíûõ

ðàêîì ìîëî÷íîé æåëåçû êîððåëèðîâàëî ñ óâåëè÷åíè-

åì ÷àñòîòû âûÿâëåíèÿ ìåòàñòàçîâ â êîñòè ïðè äàëü-

íåéøåì íàáëþäåíèè [1].

Â ýêñïåðèìåíòå íà ìîäåëè ãåòåðîòðàíñïëàíòàòà

ðàêà òîëñòîé êèøêè ÷åëîâåêà (øòàìì ÐÒÊ-1) áûëî ïî-

êàçàíî, ÷òî âíóòðèâåííîå ââåäåíèå ÌÊÀ ICO-25 ïðè-

âîäèò ê òîðìîæåíèþ ðîñòà îïóõîëè [7]. Òîêñèêîëîãè-

÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî Èìóòåðàí ïî êëàñ-

ñèôèêàöèè ñòåïåíè îïàñíîñòè îñòðîãî è õðîíè÷åñêîãî

òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ìàëîîïàñíîå âåùåñòâî [5].

Âûñîêàÿ ñïåöèôè÷íîñòü ÌÊÀ ICO-25, íèçêèé

óðîâåíü ýêñïðåññèè MUC-1 â íîðìàëüíûõ òêàíÿõ

è âûñîêîå ñîäåðæàíèå àíòèãåíà â ðàêîâûõ êëåòêàõ,

à òàêæå ïðîäåìîíñòðèðîâàííûé íà ìîäåëè in vivo ïðî-

òèâîîïóõîëåâûé ýôôåêò ñïîñîáñòâîâàëè ñîçäàíèþ

è ïåðåäà÷å â êëèíèêó Èìóòåðàíà.

Ëåêàðñòâåííàÿ ôîðìà: ñòåðèëüíûé ðàñòâîð ìûøè-

íûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ICO-25 â êîíöåíòðàöèè

5 ìã/ìë; âî ôëàêîíå — 5 ìë, 25 ìã ÌÊÀ ICO-25.

ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄÛ

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåøåíèåì Ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî

êîìèòåòà ÌÇ ÐÔ â ÍÈÈ ÊÎ ÐÎÍÖ ÐÀÌÍ èì. Í.Í.Áëî-

õèíà áûëà ïðîâåäåíà I ôàçà êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé

ïðåïàðàòà Èìóòåðàí â êà÷åñòâå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî

ñðåäñòâà.

Â èññëåäîâàíèå âêëþ÷åíû 10 áîëüíûõ ðàçëè÷íû-

ìè çëîêà÷åñòâåííûìè îïóõîëÿìè. Âñå áîëüíûå èìåëè

äèññåìèíèðîâàííûé, ìîðôîëîãè÷åñêè ïîäòâåðæäåí-

íûé îïóõîëåâûé ïðîöåññ, âîçìîæíîñòè äðóãèõ ìåòî-

äîâ ñïåöèôè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ áûëè ïîëíîñòüþ èñ÷åð-

ïàíû. Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ â çàâèñèìîñòè îò íîçî-

ëîãèè ïðåäñòàâëåíî â òàáë. 1.

Çàäà÷àìè I ôàçû êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé ÿâëÿåòñÿ

îïðåäåëåíèå ðàçîâîé è ìàêñèìàëüíî ïåðåíîñèìîé äî-

çû ïðåïàðàòà, ðåæèìà ââåäåíèÿ è äîçîëèìèòèðóþùåé

òîêñè÷íîñòè. Îöåíêà ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ ïðîâîäèëàñü

ïî êðèòåðèÿì ÂÎÇ.

Â õîäå I ôàçû ïðîâîäèëàñü ýñêàëàöèÿ ðàçîâûõ äîç

Èìóòåðàíà ïî ìîäèôèöèðîâàííîé øêàëå Ôèáîíà÷÷è.

Ñòàðòîâàÿ ðàçîâàÿ äîçà ñîñòàâèëà 5 ìã. Èìóòåðàí ðàñ-

òâîðÿëè â 250 ìë èçîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà NaCl è ââî-

äèëè âíóòðèâåííî êàïåëüíî ñî ñêîðîñòüþ 5 ìë/ìèí

â 1-é, 8-é, 15-é è 22-é äíè êóðñà (1 ðàç â íåä — 4 ââå-

äåíèÿ).

Ñõåìà ýñêàëàöèè ðàçîâûõ è ñóììàðíûõ äîç Èìóòå-

ðàíà ïðåäñòàâëåíà â òàáë. 2.

Â ðàìêàõ ïðîâîäèìîé ïðîãðàììû ëå÷åíèå Èìóòå-

ðàíîì ïî II ôàçå ïîëó÷èëè 20 áîëüíûõ äèññåìèíèðî-

âàííûìè çëîêà÷åñòâåííûìè îïóõîëÿìè (ñì. òàáë. 1),

ó êîòîðûõ âîçìîæíîñòè äðóãèõ ìåòîäîâ ñïåöèôè÷åñ-

êîãî ëå÷åíèÿ áûëè ïîëíîñòüþ èñ÷åðïàíû (â òîì ÷èñëå

ïðîâåäåíî ïî 3 — 5 ëèíèé õèìèîòåðàïèè).

Ìåòàñòàçû â ïå÷åíü áûëè âûÿâëåíû â 45 % ñëó÷à-

åâ (9 èç 20), â ëèìôîóçëû — â 35 % (7 èç 20), â êîñòè —

94

№2/том5/2006 РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ

КЛИНИЧЕСКАЯ БИОТЕРАПИЯ

Òàáëèöà 1

Ðàñïðåäåëåíèå áîëüíûõ, ïîëó÷àâøèõ Èìóòå-

ðàí, â çàâèñèìîñòè îò íîçîëîãèè (I-II ôàçà êëèíè-

÷åñêèõ èñïûòàíèé)



â 20 % (4 èç 20), â ëåãêèå — â 20 % (4 èç 20, â 1 ñëó÷àå

â ñî÷åòàíèè ñ ïëåâðèòîì), äèññåìèíàöèÿ ïî áðþøè-

íå — â 30 % (6 èç 20), ìåòàñòàçû â ìÿãêèå òêàíè —

â 10 % (2 èç 20), ðåöèäèâ â ìàëîì òàçó — â 20 % ñëó-

÷àåâ (4 èç 20). Áîëüøèíñòâî áîëüíûõ (13 èç 20) èìåëè

ñî÷åòàííîå ïîðàæåíèå îðãàíîâ è ñèñòåì (îò 2 äî 4).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Ïðè ïðîâåäåíèè I ôàçû êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé

10 áîëüíûõ ïîëó÷èëè 10 êóðñîâ òåðàïèè Èìóòåðàíîì

(âñåãî 34 ââåäåíèÿ). 8 ïàöèåíòàì çàïëàíèðîâàííîå

ëå÷åíèå ïðîâåäåíî ïîëíîñòüþ, 2 — ïîñëå 1-ãî ââåäå-

íèÿ Èìóòåðàíà â äîçå 925 % îò ïåðâîíà÷àëüíîé

(46,25 ìã) èç-çà ðàçâèâøèõñÿ îñëîæíåíèé ëå÷åíèå

áûëî ïðåêðàùåíî.

Íàáëþäàëèñü ñëåäóþùèå ïîáî÷íûå ðåàêöèè:

- îçíîá — âî âðåìÿ èíôóçèè, ñðàçó ïî îêîí÷à-

íèè èíôóçèè èëè ÷åðåç íåñêîëüêî ÷àñîâ — ó 60 %

(6/10) áîëüíûõ ïðè 32,4 % ââåäåíèé (11/34); ó 3 ïàöè-

åíòîê îçíîá îòìå÷åí âî âðåìÿ 1-ãî ââåäåíèÿ ïðåïàðàòà

â äîçàõ 17,5 ìã (1 áîëüíàÿ) è 46,25 ìã (2 áîëüíûå); åùå

ó 3 — ïðè ïîâòîðíûõ ââåäåíèÿõ â äîçå 26,25 ìã (1

áîëüíàÿ), 35 ìã (1 áîëüíàÿ) è 46,25 ìã (1 áîëüíàÿ);

- òîøíîòà è îäíîêðàòíàÿ ðâîòà — ó 20 % (2/10)

áîëüíûõ ïðè 5,9 % ââåäåíèé (2/34);

- àëëåðãè÷åñêèå ðåàêöèè (êðàïèâíèöà, îòåê

Êâèíêå) — ó îäíîé áîëüíîé (10 %) ïðè 1-ì ââåäåíèè

èìóòåðàíà â äîçå 46,25 ìã — ëå÷åíèå ïðåêðàùåíî;

- ñèëüíûå áîëè â êîñòÿõ — ó 1 áîëüíîé (10 %)

ñ ìåòàñòàçàìè â êîñòè ïðè 1-ì ââåäåíèè èìóòåðàíà

â äîçå 46,25 ìã â ñî÷åòàíèè ñ îçíîáîì, ïîäúåìîì

ÀÄ — ëå÷åíèå ïðåêðàùåíî;

- ïàäåíèå ÀÄ, îðòîñòàòè÷åñêèé êîëëàïñ — ó 2

áîëüíûõ (20 %) ïðè 11,8 % ââåäåíèé (4/34);

- ïîâûøåíèå ÀÄ — ó 2 áîëüíûõ (20 %)

ïðè 8,8 % ââåäåíèé (3/34).

Òàêèì îáðàçîì, 2 èç 10 ïàöèåíòîê (20 %) ïîñëå 1-

ãî ââåäåíèÿ Èìóòåðàíà â äîçå 46,25 ìã (925 % îò ïåð-

âîíà÷àëüíîé) èç-çà ïîáî÷íûõ ðåàêöèé ëå÷åíèå áûëî

ïðåêðàùåíî.

Ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ Èìóòåðàíà íà îñíîâíûå

ïîêàçàòåëè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ãåìîãëîáèí, ëåéêî-

öèòû, òðîìáîöèòû), ñâåðòûâàþùåé ñèñòåìû (ïðî-

òðîìáèíîâîå âðåìÿ, ôèáðèíîãåí, ÐÊÌÔ ýòàíîëîâûé

òåñò, òîëåðàíòíîñòü ïëàçìû ê ãåïàðèíó) è áèîõèìèþ

êðîâè (ãëþêîçà, êðåàòèíèí, áèëèðóáèí, îáùèé áåëîê,

òðàíñàìèíàçû, ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà) íå îòìå÷åíî.

Ïðè ïðîâåäåíèè I ôàçû ïðîãðàììà ýñêàëàöèè äîç

áûëà âûïîëíåíà ïîëíîñòüþ. Ïðè ââåäåíèè Èìóòåðàíà

â äîçå 46,25 ìã (925 % îò ïåðâîíà÷àëüíîé) ó 2 èç 3 ïà-

öèåíòîê îòìå÷åíû ðåàêöèè, ïîòðåáîâàâøèå ïðåêðàùå-

íèÿ ëå÷åíèÿ.

Îñíîâíûìè ïîáî÷íûìè ýôôåêòàìè Èìóòåðàíà

áûëè ðåàêöèè ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè (îçíîá, êîëëàïñ,

êðàïèâíèöà, îòåê Êâèíêå).

Äëÿ II ôàçû êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé áûë ðåêîìåí-

äîâàí ñëåäóþùèé ðåæèì ëå÷åíèÿ: Èìóòåðàí ïî 35 ìã

(700 % îò ñòàðòîâîé äîçû) âíóòðèâåííî êàïåëüíî 1 ðàç

â íåä 4 ââåäåíèÿ. Äëÿ ïðîôèëàêòèêè ðåàêöèé ãèïåð-

÷óâñòâèòåëüíîñòè áûëà ðåêîìåíäîâàíà ïðåìåäèêàöèÿ:

äåêñàìåòàçîí 20 ìã â/ì, äèìåäðîë 1%-íûé — 1,0 â/ì çà

30 ìèí äî ââåäåíèÿ.

Íà 1-ì ýòàïå II ôàçû 7 ïàöèåíòîâ ïîëó÷àëè ëå÷å-

íèå â ñëåäóþùåì ðåæèìå: ïî 35 ìã â/â êàïåëüíî 1 ðàç

â íåä — 4 ââåäåíèÿ ñ ïîñëåäóþùèì 3-íåä ïåðåðûâîì.

Â äàëüíåéøåì ëå÷åíèå îñóùåñòâëÿëîñü åæåíå-

äåëüíî, áåç ïåðåðûâà, äî çàïëàíèðîâàííîãî êîíòðîëü-

íîãî îáñëåäîâàíèÿ.

Âñåãî ïðîâåäåíî 26 êóðñîâ ëå÷åíèÿ (23 ïîëíûõ è 3

íåïîëíûõ): 16 ïàöèåíòîâ ïîëó÷èëè ïî 1 êóðñó, 3 — ïî

2 êóðñà è åùå 1 — 4 êóðñà ëå÷åíèÿ Èìóòåðàíîì.

Ó 85 % áîëüíûõ (17 èç 20) ïðè ïðîâåäåíèè 23 êóð-

ñîâ èç 26 (88,5 %) îñëîæíåíèé íå îòìå÷åíî.

Ó 2 ïàöèåíòîê ïðè ïðîâåäåíèè 1-ãî êóðñà ëå÷åíèÿ

íà 2-ì è 3-ì ââåäåíèÿõ ïðåïàðàòà ñîîòâåòñòâåííî ðàç-

âèëàñü àëëåðãè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ â âèäå áðîíõîñïàçìà

â ñî÷åòàíèè ñ àëëåðãè÷åñêèì äåðìàòèòîì è áðîíõî-

ñïàçìà â ñî÷åòàíèè ñ îòåêîì Êâèíêå. Ó îäíîé ïàöèåíò-

êè â ïðîöåññå ïðîâåäåíèÿ 1-ãî êóðñà ðàçâèëñÿ ïàðåç

êèøå÷íèêà, èìèòèðóþùèé êèøå÷íóþ íåïðîõîäè-

ìîñòü, è ïðîèçâåäåíî õèðóðãè÷åñêîå âìåøàòåëüñòâî

ïî ìåñòó æèòåëüñòâà. Âñåãî ó 15 % áîëüíûõ (3 èç 20)

çàðåãèñòðèðîâàíà íåïðèåìëåìàÿ òîêñè÷íîñòü, ïîòðå-

áîâàâøàÿ ïðåêðàùåíèÿ ëå÷åíèÿ, èç àíàëèçà ýôôåêòèâ-

íîñòè áîëüíûå èñêëþ÷åíû.

Åùå ó 1 ïàöèåíòêè ïîñëå ïîâòîðíîãî ïåðåñìîòðà ãè-

ñòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ óñòàíîâëåí äèàãíîç çëîêà÷åñ-

òâåííîé ãåðìèíîãåííîé îïóõîëè ÿè÷íèêîâ, èç àíàëèçà

ýôôåêòèâíîñòè áîëüíàÿ èñêëþ÷åíà, òàê êàê îïóõîëè íå-

ýïèòåëèàëüíîé ïðèðîäû íå ñîäåðæàò àíòèãåíà MUC-1.

Ýôôåêòèâíîñòü Èìóòåðàíà îöåíåíà ó 16 áîëüíûõ

èç 19, ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 3.

Ó 10 èç 16 îöåíåííûõ áîëüíûõ îòìå÷åíî ïðîãðåñ-

ñèðîâàíèå áîëåçíè (62,5 %).

Îáúåêòèâíûõ ðåãðåññèé îïóõîëè íå íàáëþäàëîñü.

Ó 6 èç 16 áîëüíûõ (37,5 %) îòìå÷àëàñü ñòàáèëèçà-

öèÿ ïðîöåññà ïðè ñëåäóþùèõ çàáîëåâàíèÿõ: ÐÌÆ —

ó 2 áîëüíûõ äëèòåëüíîñòüþ 15 íåä è 9 íåä; ðàê òîë-

ñòîé êèøêè — ó 2 áîëüíûõ äëèòåëüíîñòüþ ïî 9 íåä;

ðàê ìàòî÷íîé òðóáû — ó 2 áîëüíûõ äëèòåëüíîñòüþ

19 íåä è 11 íåä.

Ñðåäíÿÿ äëèòåëüíîñòü ñòàáèëèçàöèè ïðè ëå÷åíèè

Èìóòåðàíîì ñîñòàâèëà 11,8±4,3 íåä, ìåäèàíà —

10 íåä. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âñå 6 áîëüíûõ ñî ñòàáè-

ëèçàöèåé ëå÷åíèå Èìóòåðàíîì íà÷èíàëè íà ôîíå ïðî-

ãðåññèðîâàíèÿ áîëåçíè.
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Òàáëèöà 2

Ýñêàëàöèÿ äîç Èìóòåðàíà ïî ìîäèôèöèðîâàí-

íîé øêàëå Ôèáîíà÷÷è (I ôàçà)



Âëèÿíèÿ ïðåïàðàòà íà ïîêàçàòåëè ïåðèôåðè÷åñêîé

êðîâè, áèîõèìèþ è ñâåðòûâàþùóþ ñèñòåìó âî âðåìÿ

ïðîâåäåíèÿ II ôàçû êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé òàêæå íå

îòìå÷åíî.

Ñïåöèàëüíûå ëàáîðàòîðíûå èññëåäîâàíèÿ ïðè II

ôàçå êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé ïðåïàðàòà Èìóòåðàí

ïðîâîäèëèñü â ÌÍÈÎÈ èì. Ï. À. Ãåðöåíà.

Êàê ïîòåíöèàëüíûå êðèòåðèè îòáîðà ïàöèåíòîâ

äëÿ ëå÷åíèÿ îöåíèâàëèñü ñëåäóþùèå ïîêàçàòåëè:

1) îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ñóáïîïóëÿöèè ëèì-

ôîöèòîâ, õàðàêòåðèçóþùåå ñîñòîÿíèå ýôôåêòèâíîãî

çâåíà èììóíèòåòà, íåïîñðåäñòâåííî ó÷àñòâóþùåãî

â ðåàëèçàöèè äåéñòâèÿ ïàññèâíîé èììóíîòåðàïèè;

2) ñîäåðæàíèå Ìóöèíà MUC-1 â êðîâè áîëüíûõ,

òàê êàê ñâîáîäíî öèðêóëèðóþùèé àíòèãåí ìîæåò ñâÿ-

çûâàòü ââîäèìûå ÌÊÀ è òàêèì îáðàçîì âëèÿòü íà ýô-

ôåêòèâíîñòü ëå÷åíèÿ.

Ñîñòîÿíèå ëèìôîöèòàðíîãî çâåíà èììóíèòåòà îï-

ðåäåëÿëè ïî ðåçóëüòàòàì ôåíîòèïèðîâàíèÿ ìîíîíóê-

ëåàðíûõ êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, âûäåëåííûõ

èç ãåïàðèíèçèðîâàííîé âåíîçíîé êðîâè ìåòîäîì ïðî-

òî÷íîé öèòîôëîóðîìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíî-

êëîíàëüíûõ àíòèòåë ê CD3
+

(îáùàÿ ñóáïîïóëÿöèÿ

ëèìôîöèòîâ), CD4
+

(Ò-õåëïåðû/èíäóêòîðû), CD8
+

(Ò-

êèëëåðû/ñóïðåññîðû), CD16
+

(åñòåñòâåííûå êèëëå-

ðû), CD20
+

(Â-ëèìôîöèòû), CD25
+

(ëèìôîöèòû, ýêñ-

ïðåññèðóþùèå ðåöåïòîð è ÈË-2) è àíòèãåíó ãèñòîñîâ-

ìåñòèìîñòè HLA-DR.

Îáñëåäîâàíû 12 ïàöèåíòîâ ñ ðàçëè÷íûìè çëîêà÷å-

ñòâåííûìè îïóõîëÿìè. Çàáîð êðîâè îñóùåñòâëÿëñÿ äî

íà÷àëà ëå÷åíèÿ è ïåðåä êàæäûì ââåäåíèåì Èìóòåðàíà.

Îñîáîå âíèìàíèå óäåëÿëè àíàëèçó ñîñòîÿíèÿ áîëüíûõ,

ó êîòîðûõ îòìå÷àëèñü àëëåðãè÷åñêèå ðåàêöèè íà ââå-

äåíèå ïðåïàðàòà.

Äî íà÷àëà ëå÷åíèÿ ó ïîäàâëÿþùåãî áîëüøèíñòâà

áîëüíûõ íàáëþäàëèñü íàðóøåíèÿ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè

âûðàæåííîñòè. Äèíàìèêà èçìåíåíèé ïîêàçàòåëåé ó îò-

äåëüíûõ áîëüíûõ áûëà èíäèâèäóàëüíîé è ÷àñòî ðàç-

íîíàïðàâëåííîé. Òåì íå ìåíåå àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ïî-

çâîëèë âûÿâèòü íåêîòîðûå çàêîíîìåðíîñòè:

1) ó áîëüøèíñòâà áîëüíûõ (9 èç 12) ñíèæåíî îòíî-

ñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî îäíîé èëè íåñêîëüêèõ Ò-êëåòî÷-

íûõ ñóáïîïóëÿöèé CD3
+

, CD4
+

è CD8
+

. Äëèòåëüíîñòü

ñòàáèëèçàöèè ïðîöåññà áûëà ìåíåå ïðîäîëæèòåëüíîé

ó áîëüíûõ ñ áîëåå âûðàæåííûìè íàðóøåíèÿìè. Ó 2

áîëüíûõ ñ íàèáîëåå âûðàæåííîé íåäîñòàòî÷íîñòüþ ïî

Ò-ëèìôîöèòàðíîìó çâåíó áûëà ïîëó÷åíà àëëåðãè÷åñ-

êàÿ ðåàêöèÿ ïðè 1-ì æå ââåäåíèè ïðåïàðàòà, ÷åãî íå íà-

áëþäàëè ó áîëüíûõ ñ áîëåå ñîõðàííîé Ò-êëåòî÷íîé ïî-

ïóëÿöèåé.

2) ó 5 èç 12 áîëüíûõ äî ëå÷åíèÿ áûëî çíà÷èòåëü-

íî ïîâûøåíî ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå CD16
+

êëåòîê;

ó îñòàëüíûõ — ñíèæåíî íåçíà÷èòåëüíî èëè â ïðåäå-

ëàõ ôèçèîëîãè÷åñêîé íîðìû. Ïðè ýòîì ó áîëüøèíñòâà

áîëüíûõ, ëå÷åííûõ áåç ýôôåêòà, â ïðîöåññå äèíàìè-

÷åñêîãî íàáëþäåíèÿ êîëè÷åñòâî CD16
+

êëåòîê ñóùåñ-

òâåííî óâåëè÷èâàëîñü, â 1,5-3 ðàçà ïðåâûøàÿ âåðõ-

íþþ ãðàíèöó ôèçèîëîãè÷åñêîé íîðìû. Ó ïàöèåíòîâ

ñî ñòàáèëèçàöèåé ïðîöåññà íàáëþäàëè ëèáî óìåðåí-

íîå ïîâûøåíèå CD16
+

êëåòîê (êàê ïðàâèëî, ïîñëå

ïåðâîãî æå ââåäåíèÿ Èìóòåðàíà) ñ ïîñëåäóþùåé íîð-

ìàëèçàöèåé ïîêàçàòåëÿ, ëèáî ñîõðàíåíèå ýòîãî ïîêà-

çàòåëÿ â ïðåäåëàõ íîðìû íà ïðîòÿæåíèè âñåãî êóðñà

ëå÷åíèÿ.

Íà ðèñóíêå ïðåäñòàâëåíû äàííûå, õàðàêòåðèçóþ-

ùèå èñõîäíîå ñîñòîÿíèå ýôôåêòîðíîãî çâåíà èììóíè-

òåòà 12 áîëüíûõ.

Èñõîäíîå ñîñòîÿíèå ýôôåêòîðíîãî çâåíà èììóíè-

òåòà ó 12 áîëüíûõ:

Ó 2 áîëüíûõ (11 è 12) ïîñëå 1-ãî ââåäåíèÿ Èìóòå-

ðàíà îòìå÷àëèñü âûðàæåííûå àëëåðãè÷åñêèå ðåàêöèè

â âèäå ïàäåíèÿ àðòåðèàëüíîãî äàâëåíèÿ (ÀÄ), ëåãêîé

ôîðìû îòåêà Êâèíêå, àëëåðãè÷åñêîé ñûïè íà êîæå. Òà-

êèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñáàëàíñèðî-

âàííîå ñîñòîÿíèå Ò-êëåòî÷íîãî çâåíà èììóíèòåòà —

áëàãîïðèÿòíûé ôîí äëÿ ðåàëèçàöèè ýôôåêòà èììóíî-

òåðàïèè, à îñòðûé äåôèöèò, â ÷àñòíîñòè, ïî Ò-êëåòî÷-

íîé ïîïóëÿöèè, ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì ðèñêà ðàçâèòèÿ ïî-

áî÷íûõ ðåàêöèé àëëåðãè÷åñêîãî õàðàêòåðà íà ôîíå

è ñðàçó ïîñëå ââåäåíèÿ ïðåïàðàòà.

Ïî-âèäèìîìó, áîëüíûì ñ âûðàæåííûìè íàðóøå-

íèÿìè èììóííîãî ñòàòóñà öåëåñîîáðàçíî ïðîâåäåíèå

èììóíîêîððåêöèè ïåðåä íàçíà÷åíèåì Èìóòåðàíà.
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Òàáëèöà 3

Ýôôåêòèâíîñòü Èìóòåðàíà (II ôàçà êëèíè÷åñ-

êèõ èñïûòàíèé)
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Óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ ìóöèíà MUC1 â êðîâè ïàöèåí-

òîâ îïðåäåëÿëñÿ ìåòîäîì èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà.

Ñòàáèëèçàöèÿ çàáîëåâàíèÿ íàáëþäàëàñü ó áîëüíûõ

ñ îòíîñèòåëüíî íèçêèì êîëè÷åñòâîì àíòèãåíà â êðîâè

(ñðàâíèìûì ñ åãî êîëè÷åñòâîì ó óñëîâíî çäîðîâûõ ëèö

èëè ïðåâûøàþùèì âåðõíþþ ãðàíèöó ýòèõ çíà÷åíèé íå

áîëåå, ÷åì â 1,5 ðàçà). Îòñóòñòâèå ýôôåêòà èììóíîòåðà-

ïèè íàáëþäàëîñü ïðåèìóùåñòâåííî ó áîëüíûõ ñ îòíî-

ñèòåëüíî âûñîêèì ñîäåðæàíèåì àíòèãåíà â êðîâîòîêå.

Ó 1 áîëüíîé ñîäåðæàíèå MUC-1 â êðîâè áûëî íà-

ñòîëüêî íèçêèì, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà íå õâà-

òàëî äëÿ åãî êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè. Ó äàííîé ïàöè-

åíòêè áûëî îòìå÷åíî ðàçâèòèå àëëåðãè÷åñêîé ðåàêöèè

ïðè 3-ì ââåäåíèè Èìóòåðàíà, è ëå÷åíèå áûëî ïðåêðà-

ùåíî. Âîçìîæíî, ÷òî îòñóòñòâèå â êðîâîòîêå àíòèãåíà,

ñâÿçûâàþùåãî ìûøèíûå àíòèòåëà, ÿâëÿåòñÿ ôàêòî-

ðîì, óâåëè÷èâàþùèì èíòåíñèâíîñòü êëåòî÷íîãî è ãó-

ìîðàëüíîãî îòâåòà, è óâåëè÷èâàåò ðèñê âîçíèêíîâåíèÿ

íåæåëàòåëüíûõ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ.

Â òàáë. 4 ïðåäñòàâëåíû äàííûå î 12 áîëüíûõ, ïî-

ëó÷àâøèõ Èìóòåðàí â ÐÎÍÖ ÐÀÌÍ è ÌÍÈÎÈ

èì. Ï. À. Ãåðöåíà, îòðàæàþùèå óðîâåíü MUC-1 è ðå-

çóëüòàòû ëå÷åíèÿ.

Êðîìå MUC-1, ó ïàöèåíòîâ îïðåäåëÿëè ïîêàçàòåëü

ÍÀÌÀ (human antiouse anti bodies), îòðàæàþùèé ñïå-

öèôè÷åñêèé îòâåò îðãàíèçìà ïàöèåíòîâ íà ââåäåíèå

ìûøèíûõ àíòèòåë (Èìóòåðàí).

Ïðåäâàðèòåëüíûå ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ èññëå-

äîâàíèé ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âûñîêèé èñõîä-

íûé óðîâåíü MUC-1 â êðîâè (áîëåå 200 óñë. åä.) è îò-

ñóòñòâèå äåòåêòèðóåìîãî ÍÀÌÀ — îòâåòà íà ôîíå

ïåðâûõ ââåäåíèé — ÿâëÿþòñÿ ôàêòîðàìè íåáëàãîïðè-

ÿòíîãî ïðîãíîçà â îòíîøåíèè ýôôåêòèâíîñòè ëå÷åíèÿ

Èìóòåðàíîì.

ÂÛÂÎÄÛ

Îöåíèâàÿ ðåçóëüòàòû II ôàçû êëèíè÷åñêèõ èñïû-

òàíèé Èìóòåðàíà íà îãðàíè÷åííîì ÷èñëå áîëüíûõ, íå-

îáõîäèìî îòìåòèòü:

1) ïðåïàðàò ìîæåò ñäåðæèâàòü ïðîãðåññèðîâàíèå

áîëåçíè, äàâàÿ ñòàáèëèçàöèè ó òðåòè áîëüíûõ ñ äèññå-

ìèíèðîâàííûìè çëîêà÷åñòâåííûìè ýïèòåëèàëüíûìè

îïóõîëÿìè, òàêèìè, êàê ðàê ìàòî÷íîé òðóáû, ðàê ìî-

ëî÷íîé æåëåçû è òîëñòîé êèøêè;

2) ó ÷àñòè áîëüíûõ (10-15 %), íåñìîòðÿ íà ïðîâå-

äåíèå ïðåìåäèêàöèè, âîçíèêàþò òÿæåëûå ïîáî÷íûå

ðåàêöèè ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè, âåðîÿòíî, îáóñëîâ-

ëåííûå òåì, ÷òî Èìóòåðàí ÿâëÿåòñÿ ïðåïàðàòîì íàòèâ-

íûõ ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ê êîòîðûì

áûñòðî îáðàçóþòñÿ íåéòðàëèçóþùèå àíòèòåëà. Âîç-

íèêíîâåíèå òàêèõ ðåàêöèé çàòðóäíÿåò êëèíè÷åñêèå

èñïûòàíèÿ;

3) âûðàæåííûå íàðóøåíèÿ èñõîäíîãî èììóííîãî

ñòàòóñà è âûñîêèé óðîâåíü MUC-1 â êðîâè ïàöèåíòîâ,

ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëèâàþò îòñóòñòâèå ýôôåêòà ïðè

ëå÷åíèè Èìóòåðàíîì.
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Òàáëèöà 4

Âçàèìîñâÿçü ìåæäó óðîâíåì àíòèãåíà MUC-

1 â êðîâè è ðåçóëüòàòàìè ëå÷åíèÿ



ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Â ñîâðåìåííûõ óñëîâèÿõ ìåòîäû ìîëåêóëÿðíîé òå-

ðàïèè, êîòîðûå ñòàëè âîçìîæíûìè ïîñëå èäåíòèôèêà-

öèè ìèøåíåé, îòâåòñòâåííûõ çà ðàêîâóþ òðàíñôîðìà-

öèþ, ñåðüåçíî òåñíÿò õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèå ïðèíöèïû

ëå÷åíèÿ ðàêîâûõ áîëüíûõ. Ïðåïàðàòû, ñâÿçûâàþùèå

ýòè ìèøåíè, ïðåðûâàþùèå èëè âîññòàíàâëèâàþùèå

ïîñëåäñòâèå ìóòàöèé îíêîãåíîâ è ñóïðåññîðíûõ ãåíîâ,

ïîëó÷èëè íàçâàíèå òàðãåòíûõ.

Ðîññèéñêèå èññëåäîâàòåëè À. Þ. Áàðûøíèêîâ

è äðóãèå çàèíòåðåñîâàëèñü èíôîðìàöèåé î òàðãåòíûõ

ñâîéñòâàõ êèòàéñêîãî ïðåïàðàòà ÊËÒ. Èõ âíèìàíèå

ïðèâëåêëè ñîîáùåíèÿ êèòàéñêèõ àâòîðîâ î ñïîñîáíî-

ñòè ÊËÒ èíäóöèðîâàòü àïîïòîç â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ,
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A. M. Garin, A. Yu. Baryshnikov, Z. G. Kadagidze, I. S. Bazin

THE EXPERIENCE OF KANGLAITE INJECTION GAINED IN 

N. N. BLOKHIN RUSSIAN CANCER RESEARCH CENTER RAMS

N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center RAMS, Moscow

ABSTRACT

Kanglaite (KLT), an oil ultraemulsion, has been prepared in China by extraction of anticancer components from

Coix seed.

The clinical investigations in China demonstrated that KLT increases the effect of combined chemotherapy in

patients with non-small cell lung cancer and gastric cancer about 15-20 %. It was also noted that such treatment strate-

gy gives a 5-years and more survival in few cases. There were 17 patients with lung cancer in the combination group at

the Russian Cancer Research Center. The results of therapy with KLT in combination with Etoposid (E) and Cisplatin

(P) or Gemcitabin (G) indicated that the median survival was to 16,1 months in compare to monotherapy with EP - 9,7

months or GP - 9 months. The combined therapy with KLT and ELF (Etoposid + Leikovorin + 5-flourouracil) of 18

patients with gastric cancer increased the survival time of these patients up to 9 months in compare to 7 months survival

without KLT.

Key words: non-small cell lung cancer, gastric cancer, chemotherapy, Kanglaite.

À. Ì. Ãàðèí, À. Þ. Áàðûøíèêîâ, Ç. Ã. Êàäàãèäçå, È. Ñ. Áàçèí

ÎÏÛÒ ÏÐÈÌÅÍÅÍÈß ÊÀÍÃËÀÉÒÀ ÄËß ÈÍÚÅÊÖÈÉ Â

ÐÎÑÑÈÉÑÊÎÌ ÎÍÊÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÌ ÍÀÓ×ÍÎÌ ÖÅÍÒÐÅ 

ÈÌ. Í. Í. ÁËÎÕÈÍÀ ÐÀÌÍ

ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà

ÐÅÇÞÌÅ

Êàíãëàéò ïðèãîòîâëåí â Êèòàå ïóòåì ýêñòðàêöèè ýôôåêòèâíûõ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ êîìïîíåíòîâ èç ñåìÿí

Êîèêñà, ëåêàðñòâåííàÿ ôîðìà — æèðîâàÿ óëüòðàýìóëüñèÿ.

Â êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ â Êèòàå óñòàíîâëåíî, ÷òî Êàíãëàéò ïîâûøàåò ýôôåêò õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ

êîìáèíàöèé ó áîëüíûõ íåìåëêîêëåòî÷íûì ðàêîì ëåãêîãî (ÍÌÐË) è ðàêîì æåëóäêà (ÐÆ) íà 15-20 %, îòìå÷åíû

ñëó÷àè äîëãîæèòåëüñòâà íåêîòîðûõ ïàöèåíòîâ ñ óêàçàííûìè îïóõîëÿìè. Â Ðîññèéñêîì îíêîëîãè÷åñêîì íàó÷íîì

öåíòðå ïðîâåäåíî êîìáèíèðîâàííîå ëå÷åíèå Êàíãëàéòîì äëÿ èíúåêöèé (ÊËÒ) è ðåæèìàìè ñ âêëþ÷åíèåì

ýòîïîçèäà è öèñïëàòèíà èëè ãåìöèòàáèíà è öèñïëàòèíà ó 17 áîëüíûõ ðàêîì ëåãêîãî. Ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè

ýòèõ ïàöèåíòîâ ñîñòàâèëà 16,1 ìåñ (ñòàíäàðòíàÿ ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè ïðè ëå÷åíèè ïî ñõåìå EP — 9,7 ìåñ, ïî

ñõåìå GP — 9 ìåñ). Ïðè ëå÷åíèè 18 áîëüíûõ ðàêîì æåëóäêà ÊËÒ è ðåæèìîì ELF (ýòîïîçèä + ëåéêîâîðèí +

ôòîðóðàöèë) ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè ñîñòàâèëà 9,3 ìåñ. Ïî ëèòåðàòóðíûì è ñîáñòâåííûì äàííûì, ðåæèì ELF

(áåç ÊËÒ) ïðèâîäèò ê ìåäèàíå âûæèâàåìîñòè â 7 ìåñ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: íåìåëêîêëåòî÷íûé ðàê ëåãêîãî, ðàê æåëóäêà, õèìèîòåðàïèÿ, Êàíãëàéò.
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èíãèáèðîâàòü îáðàçîâàíèå íîâûõ ñîñóäîâ â îïóõîëÿõ,

ðåãóëèðîâàòü ýêñïðåññèþ íåêîòîðûõ îïóõîëåàññîöèè-

ðîâàííûõ àíòèãåíîâ, ñíèæàòü ìåòàñòàòè÷åñêóþ àêòèâ-

íîñòü îïóõîëåé, áëîêèðîâàòü ìíîæåñòâåííóþ ëåêàð-

ñòâåííóþ óñòîé÷èâîñòü, çàäåðæèâàòü êëåòî÷íûé öèêë

â ôàçå G
2
, ïðîÿâëÿòü èììóíîìîäóëèðóþùåå äåéñòâèå

[5; 6; 8; 9].

Çëàê Êîèêñ, ïðîèçðàñòàþùèé â Êèòàå, òûñÿ÷ó ëåò

èñïîëüçîâàëñÿ â òðàäèöèîííîé êèòàéñêîé ìåäèöèíå

äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ õðîíè÷åñêèõ áîëåçíåé è îïó-

õîëåé â òîì ÷èñëå. Ïðîôåññîðîì Ëè Äàïåíã îñóùåñòâ-

ëåíà ýêñòðàêöèÿ ýôôåêòèâíûõ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ

êîìïîíåíòîâ èç ñåìÿí Êîèêñà. Â êèòàéñêèõ ëàáîðàòî-

ðèÿõ è êëèíèêàõ ñîçäàí è øèðîêî èçó÷åí ïðåïàðàò

ÊËÒ äëÿ èíúåêöèé (óëüòðàæèðîâàÿ ýìóëüñèÿ).

Ïîñëå êîíñòàòàöèè ýôôåêòà ÊËÒ â ðåæèìå ìîíî-

òåðàïèè ðàêà ëåãêîãî (12,5 %) ïðåïàðàò èçó÷åí â êîì-

áèíàöèÿõ ñ ðàçëè÷íûìè õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèìè ðå-

æèìàìè. Îêàçàëîñü, ÷òî ñî÷åòàíèå ñ ÊËÒ ïðèâîäèò

ê ñèíåðãè÷åñêîìó ýôôåêòó. Íàïðèìåð, ðåæèì âèíî-

ðåëüáèí + èôîñôàìèä ýôôåêòèâåí ó 36,6 %, à ïðè ñî-

÷åòàíèè ñ ÊËÒ — ó 53,1 % áîëüíûõ. Ðåæèì MVP àê-

òèâåí ó áîëüíûõ ÍÌÐË â 22 %, ïðè ñî÷åòàíèè

ñ ÊËÒ — â 45 % ñëó÷àåâ [4; 7].

Aíàëîãè÷íûå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû ïðè èññëå-

äîâàíèè êîìáèíàöèé õèìèîïðåïàðàòîâ ñ ÊËÒ ïðè ïåð-

âè÷íîì ðàêå ïå÷åíè, ðàêå æåëóäêà, ïèùåâîäà è äðóãèõ

îïóõîëÿõ [6].

Îòìå÷åíà íèçêàÿ òîêñè÷íîñòü ïðåïàðàòà è ÿðêèé

ñèìïòîìàòè÷åñêèé ýôôåêò. Îáðàùàëè íà ñåáÿ âíèìà-

íèå ñëó÷àè äîëãîæèòåëüñòâà îòäåëüíûõ áîëüíûõ äèñ-

ñåìèíèðîâàííûì ðàêîì ðàçíûõ îðãàíîâ, â êîìïëåêñ-

íóþ òåðàïèþ êîòîðûõ áûë âêëþ÷åí ÊËÒ.

ÊËÒ íàõîäèòñÿ â àðñåíàëå ïðîòèâîîïóõîëåâûõ

ñðåäñòâ Êèòàÿ ñ 1997 ã. Çà ýòîò ïåðèîä ïðåïàðàò ïîëó-

÷èëè ñîòíè òûñÿ÷ áîëüíûõ.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ 1

Â íà÷àëå 2002 ã. ÔÊ ÌÇ Ðîññèè áûëî ðàçðåøåíî

êëèíè÷åñêîå èçó÷åíèå ÊËÒ ïðè ÍÌÐË ñ ïîñëåäîâà-

òåëüíûì ïðèìåíåíèåì õèìèîòåðàïèè [1; 2]. Äèçàéí

èññëåäîâàíèÿ ïðåäñòàâëåí íà ðèñ.1.

Ðèñ. 1. Äèçàéí èññëåäîâàíèÿ ïðèìåíåíèÿ ÊËÒ ïðè

ÍÌÐË ñ ïîñëåäîâàòåëüíûì ïðèìåíåíèåì õèìèîòåðàïèè

ÊËÒ ââîäèëñÿ ïî 200 ìë â äåíü, 2 ÷ â òå÷åíèå 6 íåä

ñ ïåðåðûâîì ñ 22-ãî ïî 29-é äíè.

Â êà÷åñòâå ïîñëåäîâàòåëüíî íàçíà÷àåìîé õèìèî-

òåðàïèè áûëè èçáðàíû 2 ðåæèìà:

1) ÅÐ — ýòîïîçèä 100 ìã/ì2 âíóòðèâåííî (â/â)

1—3-é äíè, öèñïëàòèí 75 ìã/ì2 â/â ä. 1, êàæäûå 3 íåä;

2) GP — ãåìöèòàáèí 1000-1200 ìã/ì2 â 1-é è 8-é

äíè, öèñïëàòèí 80 ìã/ì2 ä. 1, êàæäûå 3 íåä.

Õèìèîòåðàïèÿ ïî äàííûì ñõåìàì ïðîâîäèëàñü äî

ïðîãðåññèðîâàíèÿ çàáîëåâàíèÿ. Èñïûòàíèÿ âûïîëíÿ-

ëèñü â Ðîññèéñêîì îíêîëîãè÷åñêîì íàó÷íîì öåíòðå è

Ðîññèéñêîì íàó÷íîì öåíòðå ðåíòãåíîðàäèîëîãèè

(ÐÍÖÐÐ), îòâåòñòâåííûå èññëåäîâàòåëè Ý. Ê. Âîçíûé

è Í. Äîáðîâîëüñêàÿ.

Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èñïûòàíèé â 2003 ã. ïðåäñòàâëåí

îò÷åò â ÔÊ ÌÇ Ðîññèè. Ñâîäíûå äàííûå îòðàæåíû â

òàáë. 1.

Èç îò÷åòà ñëåäóåò, ÷òî ýôôåêò ó âñåé ãðóïïû çà-

ðåãèñòðèðîâàí â 18,2 %, ñòàáèëèçàöèÿ — â 59,1 %,

ïðîãðåññèðîâàíèå — â 22,7 % ñëó÷àåâ. Êëèíè÷åñêîå

óëó÷øåíèå íàáëþäàëîñü ó 17 (77,2 %) èç 22 ïàöèåí-

òîâ è ñîïðîâîæäàëîñü ñèìïòîìàòè÷åñêèì ýôôåêòîì

(îñëàáëåíèå îäûøêè, óìåíüøåíèå êàøëÿ è îáùåé

ñëàáîñòè). Ñðåäíÿÿ âûæèâàåìîñòü â òîò ïåðèîä â

ãðóïïå ñ êëèíè÷åñêèì óëó÷øåíèåì ñîñòàâèëà 284,6

äíÿ. 11 áîëüíûõ ïðîæèëè 300 äíåé (9 èç íèõ áûëè âî

âðåìÿ îò÷åòà æèâû). Ñðåäíÿÿ âûæèâàåìîñòü áîëü-

íûõ, ëå÷åííûõ ÊËÒ ± õèìèîòåðàïèÿ, áåç ýôôåêòà ñî-

ñòàâèëà 176,4 äíÿ.

Ïåðåíîñèìîñòü ïðåïàðàòà â äîçàõ 200-300 ìë

âíóòðèâåííàÿ èíôóçèÿ 2-4 ÷ áûëà âïîëíå óäîâëåòâî-

ðèòåëüíàÿ. Ïîáî÷íûå ýôôåêòû ÊËÒ õàðàêòåðèçîâà-

ëèñü I ñòåïåíüþ ñíèæåíèÿ ãåìîãëîáèíà ó 13 %, ïåðå-

õîäÿùèì ïîâûøåíèåì òðàíñàìèíàç ó 13 %, ãèïåð-

òåðìèåé ó 30 %, àëëåðãè÷åñêîé ñûïüþ ó 4,3 %

áîëüíûõ.

Ïîäòâåðæäåíî èììóíîìîäóëèðóþùåå äåéñòâèå

ÊËÒ. Íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ îòå÷åñòâåííûõ èññëå-

äîâàíèé è ìàòåðèàëîâ êëèíè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ

ÊËÒ íà òûñÿ÷àõ áîëüíûõ â Êèòàå ÌÇ Ðîññèè çàðåãèñ-

òðèðîâàë â 2003 ã. ÊËÒ äëÿ ëå÷åíèÿ äèññåìèíèðîâàí-

íîãî ÍÌÐË â êîìáèíàöèè ñ õèìèîòåðàïèåé.

Ïîñêîëüêó íàñòîÿùàÿ ñòàòüÿ ïîñâÿùåíà èçëîæå-

íèþ îïûòà ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ è íàì

íå èçâåñòíû èíûå äàííûå î ïðîñëåæåííîñòè áîëüíûõ

â ÐÍÖÐÐ, ïîäðîáíî îñòàíîâèìñÿ íà ñîáñòâåííîì ìàòå-

ðèàëå.

Â ïðîòîêîë ïîñëåäîâàòåëüíîãî íàçíà÷åíèÿ ÊËÒ ïî

200 ìë â/â â òå÷åíèå 8 íåä, à çàòåì ñ 9–10-é íåä ïðîâå-

äåíèå õèìèîòåðàïèè ïî ñõåìå ÅÐ áûëè âêëþ÷åíû 13

ïàöèåíòîâ. Õàðàêòåðèñòèêà áîëüíûõ ïðåäñòàâëåíà â

òàáë. 2.

Òàáëèöà 1

Ðåçóëüòàòû ïðèìåíåíèÿ ÊËÒ + õèìèîòåðàïèÿ

ïðè ÍÌÐË
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Âñåì ïàöèåíòàì ðàíåå íå íàçíà÷àëàñü õèìèîòåðà-

ïèÿ. 4 áîëüíûõ ïîëó÷àëè òîëüêî ÊËÒ, 2 — íå îöåíåíû

â ñâÿçè ñ ðàííèì ïðîãðåññèðîâàíèåì çàáîëåâàíèÿ

(ïðîæèëè 26 è 49 äíåé), ó 2 äðóãèõ áîëüíûõ îòìå÷åíà

ñòàáèëèçàöèÿ ïðîöåññà, îíè ïðîæèëè 167 è 132 äíÿ,

âðåìÿ äî ïðîãðåññèðîâàíèÿ çàáîëåâàíèÿ 3,5-4,0 ìåñ, 9

ïàöèåíòàì âûïîëíåíà ïðîãðàììà èññëåäîâàíèÿ. Îíè

ïîëó÷èëè è ÊËÒ, è õèìèîòåðàïèþ. Ó 4 áîëüíûõ íà-

áëþäàëàñü ÷àñòè÷íàÿ ðåìèññèÿ, ó 2 — ñòàáèëèçàöèÿ è

ó 3 — ïðîãðåññèðîâàíèå ïðîöåññà. Ðåçóëüòàòû îáîá-

ùåíû â òàáë. 3.

Ñëåäîâàòåëüíî, âûæèâàåìîñòü áîëåå ãîäà 5

(45,4 %)èç 11 áîëüíûõ, 3 (27,2 %) èç íèõ âûæèëè îò 2

äî 3 ëåò. Ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè âñåé ãðóïïû áîëü-

íûõ ñîñòàâèëà 11,2 ìåñ. Ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè 9 ïà-

öèåíòîâ, ïîëó÷àâøèõ ÊËÒ + õèìèîòåðàïèþ, ñîñòàâè-

ëà 383 äíÿ (12,7 ìåñ).

Íàìè èçó÷àëñÿ èììóíîëîãè÷åñêèé ñòàòóñ âñåõ 11

áîëüíûõ, ëå÷åííûõ ñ ýôôåêòîì [3]. Ìû ðàçäåëèëè ïà-

öèåíòîâ íà 2 ãðóïïû:

1) ïðîæèâøèå áîëåå ãîäà ïîñëå íà÷àëà òåðàïèè

ÊËÒ (n=5);

2) óìåðøèå â ðàííèå ñðîêè (n=6).

Â òàáë. 4 ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå ïîêàçàòåëè ðàç-

íûõ ïàðàìåòðîâ. Èç òàáëèöû ìîæíî óâèäåòü, ÷òî ñòè-

ìóëèðîâàíû â îáåèõ ãðóïïàõ CD3
+

, CD8
+

, CD5
+

,

CD38
+

, CD7
+

. Â òàáëèöå âûäåëåíû æèðíûì øðèôòîì

ïàðàìåòðû, êîòîðûå çíà÷èòåëüíî îòëè÷àþòñÿ â äâóõ

ãðóïïàõ, â áîëüøåé ñòåïåíè îíè ñòèìóëèðîâàíû ñðåäè

äîëãîæèâóùèõ ïàöèåíòîâ.

Ïðîöåíò Ò-õåëïåðîâ/èíäóêòîðîâ CD4
+

áûë íèæå

íîðìû ó 4 èç 5 áîëüíûõ, âûæèâøèõ áîëåå ãîäà. Ïîñëå

ïðèìåíåíèÿ Êàíãëàéòà ïîêàçàòåëü äîñòèã íîðìû

ó âñåõ ïàöèåíòîâ ýòîé ïîäãðóïïû, åãî çíà÷åíèå ñîñòàâ-

ëÿëî äî ëå÷åíèÿ 32,6 %, ïîñëå — 48,7 %. Âî 2-é ïîä-

ãðóïïå ñðåäíèé ïîêàçàòåëü ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíèëñÿ

(34,1 % äî ëå÷åíèÿ è 34,0 % ïîñëå).

Èììóíîðåãóëÿòîðíûé èíäåêñ CD4
+

/CD8
+

óâåëè-

÷èëñÿ â ïîäãðóïïå äîëãîæèâóùèõ â áîëüøåé ñòåïåíè

ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ÊËÒ (äî ëå÷åíèÿ 1,69, ïîñëå —

1,91); â ïîäãðóïïå ñðàâíåíèÿ — 1,22 è 1,28.

Àêòèâàöèîííûé àíòèãåí HLA-DR (Â-ëèìôîöèòû, àê-

òèâèðîâàííûå Ò-ëèìôîöèòû) ñíèæåí ó 6 èç 11 ïàöèåíòîâ,

ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ÊËÒ îí äîñòèã íîðìû ó âñåõ ïàöèåí-

òîâ îáåèõ ïîäãðóïï, íî åãî ñðåäíèé ïîêàçàòåëü áûë âûøå

ó äîëãîæèâøèõ (14,5 %), ÷åì ó ðàíî óìåðøèõ (11,4 %).

Ìîëåêóëà àäãåçèè, ñåìåéñòâî êàäõåðèíà — CD50
+

(íîðìà 85-100 %), î÷åíü âàæíûé ïîêàçàòåëü ïðîãíîçà.

Óìåíüøåíèå Ò-êàäõåðèíà ïðèâîäèò ê îïóõîëåâîé äå-

äèôôåðåíöèðîâêå, óâåëè÷åíèþ ìåòàñòàçîâ â ëèìôîóç-

ëàõ, õóäøåé âûæèâàåìîñòè áîëüíûõ ðàêîì ëåãêîãî

(Sulzer, 1998).

Ýòîò ïîêàçàòåëü ó 2 èç 5 áîëüíûõ, ïðîæèâøèõ áî-

ëåå 1 ãîäà, íèæå íîðìû, îí áûë ñòèìóëèðîâàí â ðå-

çóëüòàòå òåðàïèè ó âñåõ 5 áîëüíûõ. Ñðåäíèå ïîêàçàòå-

ëè äî è ïîñëå ëå÷åíèÿ — 89,6 % è 95,5 %. Â ãðóïïå ðà-

íî óìåðøèõ ñòèìóëÿöèÿ áûëà ìåíåå âûðàæåíà.

Ñðåäíèå ïîêàçàòåëè NK êëåòîê — CD16
+

èçìåíè-

ëèñü â ãðóïïå âûæèâøèõ áîëåå 1 ãîäà è óìåðøèõ äî

ýòîãî ïåðèîäà ñëåäóþùèì îáðàçîì: 17,9 % — 27,8 %

è 19 % — 17,7 % ñîîòâåòñòâåííî

Àêòèâèðîâàííûé àíòèãåí CD25
+

(àëüôà-öåïü ðå-

öåïòîðà èíòåðëåéêèíà 2) áûë ñòèìóëèðîâàí ëèøü

â 1-é ïîäãðóïïå ñ 1,5 % äî 4,1 %, âî 2-é ïîäãðóïïå îí

îñòàâàëñÿ ñòàáèëüíûì.

Ñóììàðíûé ïîêàçàòåëü, ýêñïðåññèðîâàííûé íà Â-

ëèìôîöèòàõ, Ò-ëèìôîöèòàõ è NK-êëåòêàõ, àíòèãåí

CD45RA
+

áûë ñòèìóëèðîâàí â ïîäãðóïïå âûæèâøèõ

áîëåå ãîäà ñ 55,2 % äî 58 % è äàæå íåñêîëüêî ñíèçèë-

ñÿ â äðóãîé ïîäãðóïïå (ñ 47 % äî 44,6 %).

ÑD20
+

àíòèãåí (Â-ëèìôîöèòû, íîðìà 5-15 %) ñòè-

ìóëèðîâàí â 1-é ïîäãðóïïå ñ 7,9 % äî 17,9 %, ñðåäè ðà-

íî óìåðøèõ — 5,8 % è 6,1 %.

Èç èììóíîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé, ïðîâåäåí-

íûõ â Êèòàå, èçâåñòíî, ÷òî ÊËÒ èíäóöèðóåò àïîïòîç

îïóõîëåâûõ êëåòîê, óìåíüøàÿ ýêñïðåññèþ ãåíà Bcl2,

ñäåðæèâàþùåãî ïðîöåññ èõ ôèçèîëîãè÷åñêîé ñìåðòè.

Ñòèìóëÿöèÿ CD95 (FAS-APO-1 àíòèãåí, îïîñðåäóþ-

ùèé àïîïòîç, íîðìà 23-60 %) îòìå÷åíà ó 8 èç 11 áîëü-

íûõ è áîëåå âûðàæåíà â ãðóïïå äîëãîæèâóùèõ — äî

ëå÷åíèÿ 39,2 %, ïîñëå ëå÷åíèÿ — 53,9 % (â ãðóïïå ðà-

íî óìåðøèõ — äî ëå÷åíèÿ 32,8 %, ïîñëå ëå÷åíèÿ —

35,4 %). Î ñèìïòîìàòè÷åñêîì è ïîáî÷íîì ýôôåêòàõ

ìû óïîìèíàëè âûøå ïðè õàðàêòåðèñòèêå êîîïåðèðî-

âàííûõ ìàòåðèàëîâ 2 èíñòèòóòîâ.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ 2

2-å èññëåäîâàíèå, ïðîâåäåííîå íàìè íà áîëüíûõ

ÍÌÐË, áûëî îñóùåñòâëåíî â ïðåääâåðèè ñîâìåñòíîãî

КЛИНИЧЕСКАЯ БИОТЕРАПИЯ

Òàáëèöà 2

Õàðàêòåðèñòèêà áîëüíûõ ÍÌÐË, èññëåäîâàíèå 1

Òàáëèöà 3

Ðåçóëüòàòû ïîñëåäîâàòåëüíîãî ïðèìåíåíèÿ

ÊËÒ è õèìèîòåðàïèè (ýòîïîçèä + öèñïëàòèí) ïðè

ëå÷åíèè ÍÌÐË



ðîññèéñêî-êèòàéñêîãî ðàíäîìèçèðîâàííîãî ñðàâíåíèÿ

îäíîâðåìåííîãî ïðèìåíåíèÿ ÊËÒ è õèìèîòåðàïèè

ãåìöèòàáèíîì è öèñïëàòèíîì è òîëüêî õèìèîòåðàïèè

ýòèìè ïðåïàðàòàìè (áåç ÊËÒ).

Ìû àïðîáèðîâàëè ðåæèì îäíîâðåìåííîãî íàçíà-

÷åíèÿ ÊËÒ, ãåìöèòàáèíà è öèñïëàòèíà íà 7 áîëüíûõ.

Äèçàéí èññëåäîâàíèÿ ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 2.

Íåëå÷åííûå áîëüíûå ñ ìåòàñòàòè÷åñêèì ÍÌÐË

ïîëó÷àëè â/â ÊËÒ ïî 300 ìë (èíôóçèÿ 2,5 ÷), 4 3-íåä

öèêëà ïî 5 äíåé â íåä. Îäíîâðåìåííî ïðèìåíÿëñÿ ðå-

æèì õèìèîòåðàïèè: öèñïëàòèí 75 ìã/ì2 ä. 8 + ãåìöè-

òàáèí 1250 ìã/ì2 8-é è 15-é äíè êàæäûå 3 íåä.

Õàðàêòåðèñòèêà áîëüíûõ âèäíà èç òàáë. 5. Îöåíêà

ýôôåêòà ïðîèçâîäèëàñü ïî äèíàìèêå ñóììû íàèáîëü-

øèõ èçìåðÿåìûõ äèàìåòðîâ îïóõîëåâûõ îáðàçîâàíèé

(ñèñòåìà re cist), áîëåå 30 % óìåíüøåíèÿ ðàçìåðîâ ïî

äàííîé ñèñòåìå îçíà÷àåò ÷àñòè÷íûé ýôôåêò. Ðåçóëüòà-

òû ëå÷åíèÿ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 6 è 7.

Ñèìïòîìàòè÷åñêèé ýôôåêò õàðàêòåðèçîâàëñÿ

ñëåäóþùèìè ïîêàçàòåëÿìè:

óìåíüøåíèå êàøëÿ — ó 5/6;

îñëàáëåíèå îäûøêè — ó 3/4;

ïðåêðàùåíèå êðîâîõàðêàíèÿ — ó 1/1; 

îñëàáëåíèå áîëåé — ó 1/2;

ECOG ïîñëå ëå÷åíèÿ 1 ó âñåõ áîëüíûõ.
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Äèíàìèêà èììóíîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ äî

è ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ÊËÒ
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Õàðàêòåðèñòèêà áîëüíûõ ÍÌÐË, èññëåäîâàíèå 2

Òàáëèöà 6

Ñóììà íàèáîëüøèõ îïóõîëåâûõ äèàìåòðîâ äî è

ïîñëå ëå÷åíèÿ

Ðèñ. 2. Äèçàéí èññëåäîâàíèÿ îäíîâðåìåííîãî ïðè-

ìåíåíèÿ ÊËÒ è õèìèîòåðàïèè



Îñëîæíåíèé îò ââåäåíèÿ ÊËÒ íè ó îäíîãî èç áîëü-

íûõ íå íàáëþäàëîñü. Òîêñè÷íîñòü õèìèîòåðàïèè îõà-

ðàêòåðèçîâàíà â òàáë. 8.

Òîëüêî ó îäíîé áîëüíîé òÿæåëàÿ òðîìáîöèòîïåíèÿ

è ôåáðèëüíàÿ íåéòðîïåíèÿ áûëè ïðè÷èíîé ïðåêðàùå-

íèÿ òåðàïèè. Ó îñòàëüíûõ áîëüíûõ îñëîæíåíèÿ íîñè-

ëè ïðåõîäÿùèé õàðàêòåð è ê î÷åðåäíîìó êóðñó õèìèî-

òåðàïèè ïðåêðàùàëèñü.

Îòìå÷åíà ñòèìóëÿöèÿ ñëåäóþùèõ èììóíîëîãè÷å-

ñêèõ ïàðàìåòðîâ ïîñëå ëå÷åíèÿ ÊËÒ + GEM + DDP:

CD3, CD20, HLA-DR, CD50, CD45RA, CD5, CD7,

CD95, CD4/CD8.

Ðîññèéñêî-êèòàéñêîå ðàíäîìèçèðîâàííîå èññëåäîâà-

íèå íà÷àòî â 3 ó÷ðåæäåíèÿõ Ðîññèè — ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í.

Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ, èíñòèòóòå îíêîëîãèè èì. Ï. È. Ãåðöå-

íà, áîëüíèöå ¹ 62. Ðåçóëüòàòû åùå íå ïîäûòîæåíû.

Òàêèì îáðàçîì, ïðèìåíåíèå ÊËÒ ïðè ÍÌÐË â ïî-

ñëåäîâàòåëüíîé êîìáèíàöèè ñ ýòîïîçèäîì è öèñïëàòè-

íîì èëè îäíîâðåìåííîå ïðèìåíåíèå ÊËÒ ñ ãåìöèòà-

áèíîì è öèñïëàòèíîì óâåëè÷èâàåò îáùóþ âûæèâàå-

ìîñòü áîëüíûõ. Èç 17 ïàöèåíòîâ 2 (11,7 %) ïðîæèëè 3

ãîäà, 3 (17,6 %) — 2 ãîäà, 4 (23,5 %) — îò 1 ãîäà äî 1,5

ëåò, ëèøü 7 (41,1 %) áîëüíûõ — ìåíåå 1 ãîäà. Òàêèì

îáðàçîì, áîëåå 1 ãîäà ïðîæèëè 58,9 %. Ìåäèàíà âûæè-

âàåìîñòè âñåé ãðóïïû ñîñòàâèëà 485 äíåé — 16,1 ìåñ.

Ãðàôèê âûæèâàåìîñòè ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 3.

Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ýôôåêòèâíîñòü

ëå÷åíèÿ ðàñïðîñòðàíåííîãî ÍÌÐË äóïëåòàìè

DDP+Tax, DDP+Txt, DDP+Vp-16, DDP+GEM,

CBDCA+Tax îäèíàêîâà. Ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè âàðü-

èðóåò îò 8 äî 10 ìåñ, áîëåå 1 ãîäà æèâóò 30 % áîëüíûõ

(Natabe 2004).

Ïî íàøèì äàííûì, ñîîòíîøåíèå ìåäèàíû âûæè-

âàåìîñòè â ãðóïïàõ ñî ñòàíäàðòíîé õèìèîòåðàïèåé ê

ìåäèàíå âûæèâàåìîñòè â ãðóïïå ñ ïðèìåíåíèåì

ÊËÒ ñîñòàâëÿåò 0,62 %. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ñðåäíÿÿ

âûæèâàåìîñòü ïîñëå ëå÷åíèÿ ïî ïðîãðàììå ÊËÒ +

õèìèîòåðàïèÿ íà 38 % ëó÷øå, ÷åì ïîñëå îäíîé õè-

ìèîòåðàïèè.

ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÊËÒ ÏÐÈ ÐÀÊÅ 

ÆÅËÓÄÊÀ

Ïî äàííûì êèòàéñêèõ èññëåäîâàòåëåé, ïðîâîäèâ-

øèõ èñïûòàíèå ÊËÒ â Anhui Tumor Hospital, óìåíüøå-

íèå ìåòàñòàçîâ ÐÆ íà 25 % çàðåãèñòðèðîâàíî ó 8

(15,1 %) èç 53 áîëüíûõ.

Êëèíè÷åñêîå óëó÷øåíèå, õàðàêòåðèçóþùåå óëó÷-

øåíèå êà÷åñòâà æèçíè, îòìå÷åíî ó 90 %, ñòàòóñ ïî

Êàðíîâñêîìó óëó÷øèëñÿ íà 20 % ó 90 % áîëüíûõ, îñ-

ëàáëåíèå áîëåé çàôèêñèðîâàíî ó 60,4 %. Ïî äàííûì Li

Dapeng (2002), ýôôåêò ÊËÒ ïðè ÐÆ â ðåæèìå ìîíîòå-

ðàïèè íå ïðåâûøàåò 20 %.

Ýôôåêò êîìáèíàöèè ELF ïî ìåæäóíàðîäíûì äàí-

íûì ñîñòàâëÿåò 30 %, ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè — 7

ìåñ. Â Êèòàå ïðîäåìîíñòðèðîâàíî ñèíåðãè÷åñêîå äåé-

ñòâèå ÊËÒ è êîìáèíàöèè ELF.

Ïîñëå ñîîòâåòñòâóþùåãî ðàçðåøåíèÿ äåïàðòàìåí-

òà ãîñóäàðñòâåííîãî êîíòðîëÿ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ

è ìåäèöèíñêîé òåõíèêè ÌÇ ÐÔ áûëî îðãàíèçîâàíî èç-

ó÷åíèå êîìáèíàöèè ÊËÒ è õèìèîòåðàïèè ïî ñõåìå

ELF (ýòîïîçèä + ëåéêîâîðèí + ôòîðóðàöèë) â ÃÓ

ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ, îíêîëîãè÷åñêîì êëè-

íè÷åñêîì äèñïàíñåðå ¹1 ã. Ìîñêâû (ïðîôåññîð

Â. È. Áîðèñîâ è äð.), ÍÈÈ îíêîëîãèè èì. Í. Í. Ïåòðî-

âà (ïðîô. Ì. Ë. Ãåðøàíîâè÷ è äð.).

Â ýòîé ñòàòüå ìû ïîäðîáíî ïðèâåäåì ñîáñòâåííûå

äàííûå è êðàòêî ïðåäñòàâèì ñâåäåíèÿ, ïîëó÷åííûå

â äðóãèõ ó÷ðåæäåíèÿõ.
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Òàáëèöà 7

Èññëåäîâàíèå îäíîâðåìåííîãî ïðèìåíåíèÿ

ÊËÒ + ãåìöèòàáèíà + öèñïëàòèíà ó áîëüíûõ

ÍÌÐË

Òàáëèöà 8

Îñëîæíåíèÿ îò ïðèìåíåíèÿ ãåìöèòàáèíà è öè-

ñïëàòèíà

Ðèñ. 3. Îáùàÿ âûæèâàåìîñòü áîëüíûõ ÍÌÐË ïðè

ëå÷åíèè ÊËÒ + õèìèîòåðàïèÿ



ÊËÒ â äîçå 200 ìë èíôóçèðîâàëñÿ åæåäíåâíî ñ 1-

ãî ïî 21-é äíè, â òå÷åíèå 2 ÷. Ýòîïîçèä 120 ìã/ì2 ââî-

äèëñÿ âíóòðèâåííî ñ 19-ãî ïî 21-é äåíü, â ýòè æå äíè

â/â ââîäèëèñü ôòîðóðàöèë 500 ìã/ì2 è ëåéêîâîðèí 20

ìã/ì2. Ïîñëå èíòåðâàëà â 7 äíåé îñóùåñòâëÿëñÿ 2-é

êóðñ. Â äàëüíåéøåì áîëüíûå ïðîäîëæàëè õèìèîòåðà-

ïèþ ± ÊËÒ (â çàâèñèìîñòè îò ýôôåêòà).

Îöåíèâàëñÿ îáúåêòèâíûé ýôôåêò ïî ñóììå íà-

èáîëüøèõ äèàìåòðîâ èçìåðÿåìûõ îïóõîëåé, ðåãèñòðè-

ðîâàëàñü òàêæå ñòàáèëèçàöèÿ, âðåìÿ äî ïðîãðåññèðî-

âàíèÿ, ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè áîëüíûõ. Äèçàéí èñ-

ñëåäîâàíèÿ ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 4.

Ðèñ. 4. Äèçàéí èññëåäîâàíèÿ ïðèìåíåíèÿ ÊËÒ è

õèìèîòåðàïèè (ýòîïîçèä, ôòîðóðàöèë, ëåéêîâîðèí)

Õàðàêòåðèñòèêà áîëüíûõ ïðåäñòàâëåíà â òàáë. 9 è 10.

Èçìåðÿåìûå ïðîÿâëåíèÿ ëîêàëèçîâàëèñü â ëèìôî-

óçëàõ ó 17 (80,9 %) áîëüíûõ èç 21, â ïå÷åíè — ó 8

(38,1 %) èç 21, â æåëóäêå — ó 3 (14,3 %) èç 21.

Íåèçìåðÿåìûå îïóõîëè îòìå÷åíû êàê ðåöèäèâíûå

èëè ïåðâè÷íûå â æåëóäêå ó 15 (71,4 %) áîëüíûõ èç 21,

êàê äèññåìèíàöèÿ ïî áðþøèíå — ó 13 (61,9 %) èç 21,

ìåëêèå ìåòàñòàçû â ïå÷åíè — ó 5 (23,8 %), ìåòàñòàçû

â ëèìôîóçëû ó 4 (19 %) áîëüíûõ. Àñöèò çàðåãèñòðèðî-

âàí ó 3 (14,2 %) ïàöèåíòîâ.

Ýôôåêòèâíîñòü ëå÷åíèÿ îöåíèâàëàñü ó 18 áîëü-

íûõ, òîêñè÷íîñòü — ó 19. Ýòè ïàöèåíòû ïîëó÷èëè ïî

2 3-íåäåëüíûõ öèêëà òåðàïèè ÊËÒ (38 öèêëîâ) è 2

öèêëà òåðàïèè ïî ïðîãðàììå ELF. Ëå÷åííûå ñ ýôôåê-

òîì èëè ñòàáèëèçàöèåé ïðîäîëæàëè òåðàïèþ ïî ñõåìå

ELF. Ïîñëå ïðîãðåññèðîâàíèÿ ïðîöåññà áîëüíûå ïåðå-

âîäèëèñü íà òåðàïèþ êñåëîäîé èëè ìèòîìèöèíîì

(êîìáèíàöèÿ MVP) èëè ôòîðóðàöèëîì.

Ñâîäíûå äàííûå î ðåçóëüòàòàõ ëå÷åíèÿ ïðåäñòàâ-

ëåíû â òàáë. 11.

Áîëåå ãîäà ïðîæèëè 7 (38,8 %) áîëüíûõ, 4 (22,2 %)

èç íèõ âûæèëè 2 ãîäà, 1 áîëüíîé æèâ, 3 (16,6 %) áîëü-

íûõ æèëè îò 1 äî 1,5 ëåò. Ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè ñî-

ñòàâèëà 8,9 ìåñ. Êëèíè÷åñêîå óëó÷øåíèå, âêëþ÷àþ-

ùåå ñòàáèëèçàöèþ è ýôôåêò, îòìå÷åíî â 77,8 %. Îáðà-

ùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå, ÷òî ñðåäè âûæèâøèõ áîëåå 2

ëåò — 1 áîëüíîé ñ îöåíêîé «÷àñòè÷íûé ýôôåêò», 2 —

ñî ñòàáèëèçèàöèåé è 1 — ñ îöåíêîé «ïðîãðåññèðîâà-

íèå». Ñðåäè âûæèâøèõ îò 1 äî 1,5 ëåò 2 ñ îöåíêîé «÷à-

ñòè÷íûé ýôôåêò» è 1 ñ îöåíêîé «ïðîãðåññèðîâàíèå».

Ñèìïòîìàòè÷åñêèé ýôôåêò çàðåãèñòðèðîâàí ó 7 èç

8 ëå÷åííûõ ñ ÷àñòè÷íîé ðåãðåññèåé, ó 4 èç 5 áîëüíûõ

ñ îöåíêîé «ñòàáèëèçàöèÿ» è ó 1 èç 5 ñ ïðîãðåññèðîâà-

íèåì çàáîëåâàíèÿ. Âñåãî ñèìïòîìàòè÷åñêèé ýôôåêò

îòìå÷åí ó 12 (66,7 %) èç 18 áîëüíûõ.

Ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ îò èíúåêöèé ÊËÒ íå çàôèêñè-

ðîâàíî. Ïðè ïðîâåäåíèè 38 öèêëîâ ELF íà ôîíå òåðà-

ïèè ÊËÒ îñëîæíåíèÿ çàðåãèñòðèðîâàíû ñî ñëåäóþ-

ùåé ÷àñòîòîé:

Íåéòðîïåíèÿ III è IV ñòåïåíèé çàôèêñèðîâàíà ïîñëå

17 (44,7 %) èç 38 öèêëîâ òåðàïèè. Ó âñåõ áîëüíûõ íåé-

òðîïåíèÿ áûëà îáðàòèìîé. Ëåéêîïåíèÿ III è IV ñòåïåíåé

çàðåãèñòðèðîâàíà â 8 (21 %) èç 38 öèêëîâ òåðàïèè.

Òðîìáîöèòîïåíèÿ áûëà ñëàáî âûðàæåííîé (I è II

ñòåïåíåé) ïîñëå 9 (23,6 %) öèêëîâ.

Àíåìèÿ — ó 7 (36,8 %) èç 19 áîëüíûõ, ó 6 — II ñòå-

ïåíè, ó 1 — IV ñòåïåíè.

Òîøíîòà è ðâîòà (I è II ñòåïåíè) íàáëþäàëèñü ïîñ-

ëå 9 (44,7 %) èç 38 öèêëîâ. Ñòîìàòèò (I-II ñòåïåíè) îò-

ìå÷åí ïîñëå 5 (13,6 %) öèêëîâ, äèàðåÿ (I ñòåïåíè) —

ïîñëå 4 (10,5 %) öèêëîâ, ãèïîàëüáóìèíåìèÿ (I ñòåïå-

íè) — ó 6 (31,5 %) èç 19 áîëüíûõ, ãèïîïðîòåèíåìèÿ ó

4 (21,6 %) èç 19 ïàöèåíòîâ, ãèïåðòåðìèÿ (I è II còåïå-

íè) ïîñëå 2 (5,2 %) öèêëîâ, àëîïåöèÿ ó 8 (44,5 %) èç18

ïàöèåíòîâ (I, II ñòåïåíè), àñòåíèÿ ó 2 (10,5 %) èç 19

áîëüíûõ.
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Òàáëèöà 9

Õàðàêòåðèñòèêà áîëüíûõ ÐÆ, âêëþ÷åííûõ â

èññëåäîâàíèå ÊËÒ + õèìèîòåðàïèÿ ïî ñõåìå TLF

Òàáëèöà 10

Ïðîÿâëåíèÿ ÐÆ

Òàáëèöà 11

Ðåçóëüòàòû ëå÷åíèÿ ÐÆ
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Ïðè îöåíêå èììóíîëîãè÷åñêîãî ñòàòóñà 7 áîëü-

íûõ, ïðîæèâøèõ îò 1 äî 2 ëåò ïîñëå íà÷àëà òåðàïèè

ÊËÒ, èììóíîëîãè÷åñêèå ïàðàìåòðû õàðàêòåðèçóþòñÿ

ñëåäóþùèì îáðàçîì: CD3+ äî ëå÷åíèÿ 56,8 %, ïîñëå

— 60,8 %, CD4+ 34 % è 43,7 %, CD8+ 28,4 % è 24,5 %,

CD5+ 58,6 % è 65,9 %, CD4/CD8 — 1,25 è 3,13; òàêèå

ïîêàçàòåëè, êàê CD20+, HLA-DR+, CD38+, CD50+,

CD7+, CD95+, áûëè ó ýòèõ áîëüíûõ â íîðìå è îñòàâà-

ëèñü â íîðìå ïîñëå ëå÷åíèÿ.

Èç îò÷åòà îíêîëîãè÷åñêîãî êëèíè÷åñêîãî äèñïàí-

ñåðà ¹1 Äåïàðòàìåíòà çäðàâîîõðàíåíèÿ ã. Ìîñêâû

ñëåäóåò, ÷òî èç 12 áîëüíûõ ÐÆ, âêëþ÷åííûõ â àíàëî-

ãè÷íûé ïðîòîêîë èññëåäîâàíèÿ, îöåíåíû ïî ýôôåêòó

10, ÷àñòè÷íàÿ ðåìèññèÿ çàôèêñèðîâàíà â 1 (10 %) ñëó-

÷àå, ñòàáèëèçàöèÿ â 6 (60 %), ïðîãðåññèðîâàíèå â 3

(30 %) ñëó÷àÿõ. Áîëüíîé ñ ÷àñòè÷íîé ðåìèññèåé ïðî-

æèë 374 äíÿ, áîëüíûå ñî ñòàáèëèçàöèåé — 307 äíåé, ñ

ïðîãðåññèðîâàíèåì — 272 äíÿ. Ìåäèàíà âûæèâàåìîñ-

òè ïî íàøèì ðàñ÷åòàì ñîñòàâèëà 9,6 ìåñ. 20 % áîëü-

íûõ ïðîæèëè áîëåå ãîäà.

Â ÍÈÈ îíêîëîãèè èì. Í. Ï. Ïåòðîâà (ïðîôåññîð

Ì. Ë. Ãåðøàíîâè÷) èç 9 îöåíåííûõ áîëüíûõ ó 1 — ÷à-

ñòè÷íûé ýôôåêò, ó 3 — ñòàáèëèçàöèÿ, âðåìÿ äî ïðî-

ãðåññèðîâàíèÿ ïðîöåññà — 145 äíåé. 3 èç 9 áîëüíûõ

æèâû áîëåå ãîäà. Ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè ïî íàøèì

ðàñ÷åòàì ñîñòàâèëà 8,4 ìåñ.

Ìåäèàíà âûæèâàåìîñòè âñåõ áîëüíûõ â 3 ó÷ðåæ-

äåíèÿõ ñîñòàâèëà 9,3 ìåñ.

Òàê æå, êàê è ïðè ðàêå ëåãêîãî, ìû îòìåòèëè, ÷òî 7

èç 18 áîëüíûõ ÐÆ æèëè áîëåå ãîäà (38 %), â òîì ÷èñ-

ëå 4 ïàöèåíòà — 2 ãîäà (22,2 %), ÷òî íåîáû÷íî äëÿ ðå-

æèìà ELF.

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Íà îñíîâàíèè ñâîåãî îïûòà ìû ïîäòâåðæäàåì ñëó-

÷àè íåîáû÷íîãî äîëãîæèòåëüñòâà ïîñëå êîìáèíèðî-

âàííîãî ïðèìåíåíèÿ ÊËÒ è õèìèîòåðàïèè ïðè ëå÷å-

íèè äèññåìèíèðîâàííîãî ÍÌÐË è ÐÆ. Îíè îòìå÷åíû

ñîîòâåòñòâåííî â 10 èç 17 è 7 èç 18 ñëó÷àåâ. Ìåäèàíà

âûæèâàåìîñòè äåìîíñòðàòèâíî âûøå ó áîëüíûõ

ÍÌÐË ïðè ïðèìåíåíèè êîìáèíàöèè ÊËÒ + ÅÐ èëè

ÊËÒ + GP –16,1 ìåñ è íåñêîëüêî âûøå ñòàíäàðòíûõ

ðåçóëüòàòîâ îò ELF ïðè ÐÆ (7 ìåñ, â íàøèõ èññëåäîâà-

íèÿõ — 9,3 ìåñ). Íåñîìíåíåí èììóíîìîäóëèðóþùèé

ýôôåêò ÊËÒ. Èììóíîëîãè÷åñêèé ñòàòóñ áîëüíûõ, ïðî-

æèâøèõ áîëåå 1 ãîäà, âûãîäíî îòëè÷àåòñÿ îò ñòàòóñà

óìåðøèõ ðàíüøå ýòîãî ñðîêà ïî òàêèì ïàðàìåòðàì,

êàê CD4+, CD4/CD8, HLA-DR+, CD50+, CD95+, CD16+,

CD25+, CD20+, CD45RA+.
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