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Введение. Эффективность фитоантиэстрогена секоизоларицирезинола (СЕКО) из группы лигнанов аналогична эффектив-
ности селективного модулятора экстрогенных рецепторов тамоксифену (ТАМ) на эстрогенпозитивных моделях рака мо-
лочной железы (РМЖ) мышей и человека in vivo. Тамоксифен в силу антагонистических и агонистических свойств одновре-
менно с эффективной профилактикой метастазирования РМЖ увеличивает риск развития аденокарциномы матки. Влияние 
СЕКО на пролиферативную активность циркулирующих опухолевых клеток, а также их способность к прогрессии (образо-
вание скрытых метастазов) не изучена.
Цель исследования – оценка риска диссеминации опухолевых клеток у мышей с перевиваемой аденокарциномой молочной 
железы под действием СЕКО в сравнении с ТАМ.
Материалы и методы. Исследование проводили на мышах линии BDF
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молочной железы Са755. Для выявления диссеминированных опухолевых клеток использовали эпителиальный маркер – 
внутриклеточный цитокератин CK19. Оценку содержания CK19-положительных клеток в циркуляции и костном мозге 
животных проводили методом проточной цитометрии и иммунофлуоресцентной микроскопии через 24 ч после 10-дневного 
введения СЕКО (в эффективной разовой дозе 250 мг/кг) или ТАМ (в разовой дозе 50 мг/кг).
Результаты. В группах мышей, получавших СЕКО и ТАМ, величины среднего геометрического интенсивности флуоресценции 
(GMFI) для экспрессии CK19 в крови составили 28,87 ± 13,70 и 28,02 ± 9,50 соответственно; в контрольной группе роста 
опухоли (КРО) без лечения – 31,94 ± 5,02. Показатель GMFI экспрессии СK19 в костном мозге в группах СЕКО, ТАМ и КРО 
составил 30,14 ± 2,33; 39,07 ± 2,30 и 32,48 ± 3,75 соответственно.
Заключение. В результате установлено, что у мышей с аденокарциномой молочной железы Са755, чувствительной к СЕКО 
или ТАМ, показатели экспрессии СK19 в клетках периферической крови имеют близкие значения и недостоверно 
отличаются от такового в контрольной группе животных. В костном мозге мышей-опухоленосителей показатель GMFI 
экспрессии СK19 в группе СЕКО был достоверно ниже по сравнению с этим показателем в группе ТАМ (р = 0,0003). Данные, 
полученные на мышиной модели, свидетельствуют в пользу низкого риска потенцирования диссеминации клеток 
аденокарциномы молочной железы при применении фитоантиэстрогена СЕКО по терапевтической схеме.
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Introduction. Phyto-anti-estrogen secoisolariciresinol (SECO) has similar effectiveness to that of Tamoxifen (TAM), a member of selec-
tion estrogen receptor modulators, in estrogen-positive models of murine mammary adenocarcinoma and human breast cancer in vivo. 
Due to its antagonistic and agonistic functions Tamoxifen may enhance risk of development of uterine adenocarcinoma while providing 
effective prophylactics of breast cancer metastases. SECO effect on proliferative activity of circulating or disseminating tumor cells (oc-
cult metastases) is still unclear. We used epithelial cell marker – intracellular cytokeratin 19 (CK19) to study SECO function in terms 
of possible metastatic process, since prognostic significance of CK19 is well established for identifying occult metastases and breast can-
cer dissemination.
Objective. To evaluate risk of tumor cell dissemination in mice with transplanted mammary adenocarcinoma after exposure to SECO 
and TAM.



44 Оригинальные статьи

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

Materials and methods. Mice BDF
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] bearing Са755 of the 3rd passage were used for the experiments. CK19 expression 

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

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

Введение
Новый пероральный фитоантиэстроген из груп-

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

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

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

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

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

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

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

разведения ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Бло-
хина» Минздрава России. Мышей содержали в вива-
рии отдела экспериментальных животных ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России. В эксперименте использовали 30 мышей-са-
мок гибридов BDF
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особи – для группы интактного контроля, 28 осо-
бей – для трансплантации опухоли и/или лечения). 
В качестве доноров опухолевого материала Са755 ис-
пользованы 4 мыши-самки линии C

57
Bl

6. 
Масса тела 

всех мышей – 19–20 г.
Группы мышей:

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

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

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

Опухолевая модель
Использован штамм гормонозависимой аде-

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

Секоизоларицеризинол
Для опытов использован СЕКО производства 

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

Тамоксифен
Клинический селективный модулятор рецепто-

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

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

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

Завершение экспериментов
Для взятия материала и после завершения экспе-

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

Проточная цитометрия
Для визуализации маркера использованы моно-

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

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

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

Флуоресцентная микроскопия
Визуализацию экспрессии внутриклеточного 

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

Результаты
Результаты оценки характера распределения 

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

Группа

Экспрессия CK19 (GMFI ± Sd) 

костный мозг
периферическая 

кровь

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

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

Тамоксифен 39,07 ± 2,30* 28,02 ± 9,50

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

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

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

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

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

Заключение
В результате проведенного исследования уста-

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

1
 при подкожной пере-

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

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

рис. 1. Гистограммы распределения CK19+ клеток в КМ и ПК мышей с аденокарциномой Са755, получавших СЕКО или ТАМ в терапевти-
ческих дозах: а – костный мозг; б – периферическая кровь; контроль флуоресценции МКА (FITC)
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рис. 2. Иммунофлуоресценция CK19+ клеток в костном мозге мышей с аденокарциномой Са755 в контрольной группе (КРО) и в группах 
животных, получавших лечение секоизоларицирезинолом (СЕКО) или тамоксифеном (ТАМ) в терапевтических дозах: а – КРО, × 40; б – КРО, 
× 100; в – СЕКО 250 мг/кг десятикратно, × 140; г – СЕКО 250 мг/кг десятикратно, × 100; д – ТАМ 50 мг/кг десятикратно, × 40;  
е – ТАМ 50 мг/кг десятикратно, × 1100
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