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Введение. Новое противоопухолевое соединение ЛХС-1269 из класса индолокарбазолов проходит доклини-
ческие исследования в ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Бло-
хина»  Минздрава  России.  ЛХС-1269  обладает  высокой  противоопухолевой  активностью  на  перевиваемых 
опухолях мышей, проявляет значимую цитотоксическую активность на многих клеточных линиях in vitro, инги-
бирует васкулогенную мимикрию в опухолях in vitrо. ЛХС-1269 не влияет на каталитическую активность топо-
изомераз I и IIα человека. Возможен антиангиогенный механизм противоопухолевого действия ЛХС-1269.
Цель исследования – оценка влияния ЛХС-1269 на морфологические особенности и ангиогенез перевиваемой 
эпидермоидной карциномы легкого Льюис (LLC) мышей.
Материалы и методы. Группа мышей (n = 20) линии BDF

1
 с перевитой опухолью LLC на 1-е и 3-и сутки после 

5-кратного внутрибрюшинного введения ЛХС-1269 в разовой дозе 60 мг (суммарная доза – 300 мг / кг); группа 
мышей (n = 20) на 5-е и 8-е сутки после однократного внутривенного введения препарата в дозе 100 мг / кг 
и группа мышей (n = 20) с перевитыми опухолями, которым препарат не вводили (контроль). Оценивали про-
тивоопухолевый эффект по критерию торможение роста опухоли (%) и исследовали морфологические особен-
ности опухолей. Для оценки влияния ЛХС-1269 на опухолевый ангиогенез в срезах опухоли LLC проводили 
визуальный подсчет среднего числа (плотности) кровеносных сосудов и иммуногистохимическое выявление 
экспрессии маркера эндотелия СD31+.
Результаты. Соединение ЛХС-1269 в группах животных при 5-кратном и однократном применении вызывало 
торможение роста опухоли (59–70 и 67–79 %) с выраженными морфологическими изменениями и гибелью 
опухолевых клеток. В опухолях и окружающих тканях во всех группах обнаружено неравномерное распреде-
ление кровеносных сосудов. ЛХС-1269 вызывало статистически значимое уменьшение среднего числа крове-
носных сосудов в опухоли как после 5-кратного, так и после однократного введения. Статистически значимое 
уменьшение среднего числа кровеносных сосудов в окружающей опухоль соединительной ткани наблюдали 
лишь  после  5-кратного  введения  препарата.  Снижение  среднего  числа  СD31+-эндотелиальных  клеток  после 
5-кратного внутрибрюшинного введения было статистически незначимым по сравнению с контролем (83,1 ± 8,7 
и  59,6  ±  18,9  соответственно).  Увеличение  этого  показателя  после  однократного  внутривенного  введения 
 ЛХС-1269 по сравнению с контролем было статистически значимым.
Заключение. ЛХС-1269 при 5-кратном и однократном введении мышам вызывал выраженные морфологические изме-
нения в виде повреждений и гибели клеток опухоли LLC. Результаты исследования ангиогенеза в опухоли не позволя-
ют сделать однозначный вывод об угнетающем действии ЛХС-1269 на сосудистую сеть опухоли LLC у мышей.
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Background. The new anticancer chemical compound LHS-1269 from the class of indolocarbazoles is undergoing 
preclinical studies at the N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia. 
LHS-1269 has a high antitumor activity on transplanted tumors of mice, showed high cytotoxic activity on many 
tumor cells lines in vitro, and has shown an inhibitory effect on vasculogenic mimicry in tumors in vitro. LHS-1269 
does not affect the catalytic activity of human topoisomerases I and IIα. An antiangiogenic mechanism of the drug’s 
antitumor action is suggested.
Aim. To evaluate the effect of LHS-1269 on the morphological features and angiogenesis of transplanted Lewis 
lung carcinoma (LLC) in BDF

1
 mice.

Materials and methods. In BDF
1
 mice (n = 20) with transplanted LLC tumor on days 1 and 3 after 5-fold intraperi-

toneal administration of LHS-1269 in a single dose of 60 mg (total dose – 300 mg / kg), mice (n = 20) on days 5 and 
8 after a single intravenous injection of LHS-1269 at a dose of 100 mg / kg, mice (n = 20) with transplanted LLC 
tumor without administration of LHS-1269 (control). The assessment of the antitumor effect was carried out ac-
cording to the criterion of inhibition of tumor growth (%) and the study of the morphological features of the tu-
mors. To assess the effect of LHS-1269 on tumor angiogenesis in LLC tumor sections, a visual calculation of the 
average number (density) of blood vessels and immunohistochemical detection of expression of the CD31+ endo-
thelial marker were performed.
Results. The LHS-1269 compound in animal groups with 5-fold and 1-fold use caused tumor growth inhibition – 
59–70 and 67–79 %, with pronounced morphological changes and tumor cell death. There is an uneven distribu-
tion of blood vessels in tumors and surrounding tissues in all groups. LHS-1269 caused a statistically significant 
decrease in the average number of blood vessels in the tumor both after 5-fold and after 1-fold administration. 
The statistically significant decrease in the average number of blood vessels in the surrounding connective tissue 
tumor  was  observed  only  after  5-fold  administration  of  the  drug.  The  decrease  in  the  average  number  
of CD31+ endothelial cells after five times intraperitoneal administration was statistically insignificant compared 
to control (83.1 ± 8.7 and 59.6 ± 18.9, respectively). The increase in this indicator after a single intravenous injec-
tion of LHS-1269 was statistically significant.
Conclusion. LHS-1269, when administered five times and once in mice, caused pronounced morphological chang-
es in the form of damage and death of LLC tumor cells. The results of a study of angiogenesis in a tumor do not al-
low an unambiguous conclusion about the inhibitory effect of LHS-1269 on angiogenesis in LLC tumors in mice.
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brane protein CD31, endothelial cells
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Введение
Новое соединение с противоопухолевой актив-

ностью ЛХС-1269 из класса индолокарбазолов ото-
брано из большого числа гликозидов индолокар-
базолов и проходит доклиническое исследование 
c изу чением механизмов противоопухолевого дейст-
вия в ФГБУ «Национальный медицинский исследо-
вательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России [1]. Установлено, что ЛХС-1269 
обладает высокой противоопухолевой активностью 
на перевиваемых солидных и асцитных опухолях мы-
шей [1–3]. Препарат проявил цитотоксическую ак-
тивность на опухолевых клеточных линиях in vitrо 
при исследовании с помощью МТТ-теста [4, 5], од-
нако не влиял на каталитическую активность топо-
изомераз I и IIα человека [5]. Показан ингибирующий 
эффект ЛХС-1269 на васкулогенную мимикрию 
в опухолях in vitrо [4]. Имеются данные об антиангио-
генном и антипролиферативном действии некоторых 
производных индолокарбазола. Так, аналоги алкало-
ида стауроспорина, производного индолокарбазола, 
являющегося неизбирательным ингибитором проте-

инкиназы С, подавляли формирование капиллярной 
трубки из эндотелиоцитов линии HUVEC в матри-
гельной матрице in vitro и вызывали некоторое умень-
шение числа метастазов карциномы легкого Льюис 
(Lewis lung carcinoma, LLC) мышей in vivo [6]. В свя-
зи с вышеизложенным для соединения ЛХС-1269 мы 
предполагаем возможность антиангиогенного меха-
низма противоопухолевого действия. Как известно, 
сосудистая сеть опухолей, обеспечивая опухолевые 
клетки питательными веществами и кислородом, 
способствует выведению продуктов обмена веществ. 
Регуляция ангиогенеза осуществляется с помощью 
ростовых факторов, специфичных для эндотелия 
кровеносных сосудов и продуцируемых опу хо-
левыми и некоторыми стромальными клетками [7–9]. 
Некоторые злокачественные опухоли способны 
формировать сосудистоподобные каналы без эндо-
телиальных клеток (васкулогенная мимикрия) и экс-
прессировать маркеры, характерные для эндотели-
альных клеток [4, 10]. Известно, что ингибирующий 
эффект антиангиогенных таргетных противоопухо-
левых препаратов связан с блокированием активации 



78 Оригинальные статьи | Original reports

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  4'2022  ТОм 21    vol. 21

рецепторов ростовых факторов на клетках эндотелия 
кровеносных сосудов опухоли, что приводит к сни-
жению неоангиогенеза, развитию гипоксии, после-
дующему повреждению и гибели опухолевых клеток 
и, как следствие, торможению роста опухоли (ТРО) 
[11, 12].

Среди существующих методов оценки ангиоге-
неза в злокачественных опухолях иммуногистохими-
ческая оценка плотности микрососудов является 
основным способом анализа [13]. При этом исполь-
зуют маркеры клеток эндотелия кровеносных сосудов 
при иммуногистохимическом анализе ткани, такие 
как гликопротеин, мембранный белок CD31, антиген 
фактора YIII, CD34 и др. [14–16]. Химиопрепараты 
разных классов могут оказывать антиангиогенное 
действие на опухоли. Так, препарат араноза наряду 
с высоким противоопухолевым эффектом на пере-
виваемой опухоли LLС дозозависимо снижал неоан-
гиогенез в участках максимальной плотности микро-
сосудов [17]. Показано также, что применение 
наноразмерной формы доксорубицина у крыс Wistar 
с перевиваемой глиобластомой 101.8 вызывало сни-
жение объемной доли и количества сосудов в опухоли 
(антиангиогенное действие), выявляемых с помощью 
маркера эндотелия изолектина В4, что наблюдалось 
параллельно с гибелью опухолевых клеток и сниже-
нием их пролиферативной активности [18]. Однако 
неясно, на какие молекулярные мишени ангиогене-
за эти препараты влияют.

Как отмечено выше, соединение ЛХС-1269 обла-
дает цитотоксическим действием на опухолевые клет-
ки in vitro [4, 5], но морфологические исследования 
изменений в опухолях под влиянием этого препара-
та in vivo не проводились. Учитывая, что повреждение 
и гибель опухолевых клеток могут в какой-то степени 
снижать продукцию ангиогенных факторов, мы в на-
стоящем исследовании попытались оценить взаимос-
вязь между морфологическими изменениями опухо-
ли LLC и ее васкуляризацией под воздействием 
ЛХС-1269, примененного в дозах и режимах, оказы-
вающих высокий противоопухолевый эффект у мы-
шей [3]. Результаты многочисленных морфологиче-
ских исследований перевиваемых опухолей мышей 
и крыс, полученные при углубленном доклиническом 
изучении противоопухолевых соединений разных 
классов, обладающих цитостатической и цитотокси-
ческой активностью, опубликованные в 60–80-е го-
ды прошлого века, и в настоящее время остаются 
актуальными при изучении действия новых проти-
воопухолевых препаратов, их комбинаций между 
собой и с модифицирующими факторами [19, 20], 
а также в клинической практике при оценке лекар-
ственного патоморфоза злокачественных опухолей 
с целью прогноза онкологического заболевания [21, 
22]. В этих работах при использовании рутинных ги-

стологических методик (окраска гематоксилином 
и эозином) на перевиваемых опухолях или клини-
ческом опухолевом материале изучаются динамика 
патоморфологических изменений в опухоли, особен-
ности изменений и гибели опухолевых клеток, изме-
нения стромы и ее клеток, особенности клеточной 
инфильтрации; оценивается количество пролифери-
рующих клеток (фигуры митозов), очагов некроза, 
наличие и состояние кровеносных сосудов. Исследо-
вание морфологических особенностей перевиваемой 
опухоли LLC мышей, визуальный подсчет кровенос-
ных сосудов, а также иммуногистохимическое выяв-
ление и подсчет кровеносных микрососудов с исполь-
зованием маркера эндотелия CD31 при воздействии 
ЛХС-1269 могут внести определенный вклад в пони-
мание механизма действия этого соединения.

Цель исследования – оценка влияния ЛХС-1269 
на морфологические особенности и ангиогенез пе-
ревиваемой LLC у мышей BDF

1.

Материалы и методы
Исследование выполнено на иммунокомпетент-

ных мышах, которых содержали в виварии при есте-
ственном освещении, на стандартном рационе пита-
ния и со свободным доступом к воде. Использовано 
60 мышей-самок линии BDF

1
 (C57Bl / 6 × DBA / 2) 

массой 18–22 г, полученных из отдела разведения 
лабораторных животных ФГБУ «Национальный ме-
дицинский исследовательский центр онкологии им. 
Н. Н. Блохина» Минздрава России.

Соединение с противоопухолевой активностью 
ЛХС-1269 использовали в экспериментальной лекар-
ственной форме ЛФ 1 (состав: субстанция ЛХС-1269, 
коллидон 17PF, этанол, диметилсульфоксид, вода).

Для исследования использовали эпидермоидную 
LLC. Эта модель опухолевого роста мышей широко 
применяется в экспериментальной онкологии [23].

Для трансплантации опухолевую ткань рака лег-
кого мыши LLC измельчали ножницами до гомо-
генной консистенции, добавляли среду 199 до соот-
ношения 1:10 и 0,5 мл (50 мг опухолевой массы) 
полученной суспензии вводили подкожно в область 
правой подмышечной впадины мышам.

Через 48 ч после перевивки мыши с опухолями 
были разделены на 3 группы по 20 мышей в каждой: 
1-я группа (контроль) – мыши с перевитыми опухо-
лями, которым препарат не вводили; 2-я группа – 
мыши, которым через 48 ч после перевивки опухоли 
вводили 5-кратно внутрибрюшинно с интервалом 
24 ч ЛХС-1269 в разовой дозе 60 мг / кг (суммарная 
доза – 300 мг / кг); 3-я группа – мыши, которым через 
48 ч после перевивки опухоли вводили ЛХС-1269 
внутривенно однократно в дозе 100 мг / кг.

Для гистологического и иммуногистохимическо-
го исследования опухолей по 10 мышей из каж дой 
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группы выводили из опыта на 7-е и 10-е сутки после 
перевивки опухоли соответственно, на 1-е и 3-и сутки 
после окончания 5-кратного внутрибрюшинного 
и на 5-е и 8-е сутки после однократного внутривен-
ного введения соединения ЛХС-1269. Мышей усы-
пляли диэтиловым эфиром. Затем по общепринятой 
методике, используя измерение 3 диаметров каждой 
опухоли, определяли средний объем опухоли и ТРО (%) 
в каждой группе [23]. На вскрытии опухоли удаляли 
и помещали в 10 % нейтральный формалин для фик-
сации. По окончании фиксации опухоли подвергали 
общепринятой гистологической обработке, включав-
шей заливку в парафин; половину срезов толщиной 
5 мкм от каждой опухоли окрашивали гематоксили-
ном и эозином и исследовали под световым микро-
скопом фирмы Leica при увеличении: ×100, ×400 
и ×1000. Другую половину срезов опухолей использо-
вали для иммуногистохимического исследования.

Гистологическое исследование включало изуче-
ние общей морфологии опухолей, опухолевых клеток, 
особенностей расположения кровеносных сосудов 
в опухоли и в окружающих тканях (рыхлой соедини-
тельной и жировой ткани), подсчет визуализируемых 
кровеносных сосудов на 1 поле зрения при увеличе-
нии ×1000 в 10–20 участках жизнеспособной ткани 
каждой опухоли (в зависимости от площади среза) 
и в прилежащей к ней соединительной или жировой 
ткани. При этом учитывали все видимые кровеносные 
сосуды (поперечные или продольные срезы) диаме-
тром от 3–10 до 70–100 мкм, преимущественно со-
держащие эритроциты. Результаты подсчета средних 
величин числа сосудов на 1 поле зрения микроскопа 
в каждой опухоли усредняли и получали среднее 
арифметическое число кровеносных сосудов на 1 по-
ле зрения опухоли в каждой группе.

Иммуногистохимическое определение количе-
ства микрососудов в опухоли проводили стандартным 
методом с использованием антител к СD31 (Abcam) – 
маркеру клеточной адгезии клеток эндотелия в участ-
ках высокой плотности микрососудов. Инкубация 
с антителами проходила в течение 18 ч при темпера-
туре +4 °С. Проявку результатов (экспрессию СD31) 
проводили при помощи EnVision +kit (Dako). Гисто-
логические срезы докрашивали гематоксилином и за-
ключали под покровное стекло. Подсчет окрашенных 
СD31+-микрососудов выполняли в 20 полях зрения 
микроскопа при увеличении ×200.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью компьютерных программ Mi-
crosoft Office и BioStat Professional. Достоверными 
считали различия при p ≤0,05.

Результаты и обсуждение
У мышей контрольной группы на 7-е сутки после 

перевивки опухоль состояла преимущественно из 

2–3 узелков, окруженных рыхлой соединительной 
или жировой тканью (рис. 1). По морфологическому 
строению опухоль соответствовала штамму LLC [24]. 
Опухоль состояла в основном из плотно расположен-
ных полиморфных округлых клеток, бо́льшая часть 
которых имела круглые светлые ядра с глыбками хро-
матина и крупными 1–2 ядрышками. На периферии 
опухолевые клетки располагались более рыхло, раз-
розненно, границы цитоплазмы четкие; в некоторых 
участках опухолевые клетки образовывали синцитий. 
Среди жизнеспособных опухолевых клеток обнару-
живали единичные клетки c признаками апоптоза 
или некроза. В некоторых участках опухолей нахо-
дили митотические фигуры (по 2–3 в поле зрения 
при увеличении ×1000). В большинстве опухолей этой 
группы обнаруживали очаги некроза, что характерно 
для LLC [24]. Вокруг опухоли, в рыхлой соединитель-
ной и жировой тканях, наблюдали неравномерную 
лимфомакрофагальную инфильтрацию, более сильную 
вблизи очагов некроза. Кроме того, в соединительной 
и жировой тканях с одной стороны и в мышечной 
ткани с другой стороны опухоли обнаруживали инва-
зию тканей опухолевыми клетками, что также харак-
терно для LLC [24].

Кровеносные сосуды внутри опухоли обнаружи-
вали в небольшом количестве, в основном в виде 
тонкостенных капилляров и венул, преимуществен-
но содержащих эритроциты. На периферии опухоли 
кровеносные сосуды находили в большем количестве. 
Следует заметить, что кровеносные сосуды распола-
гались неравномерно как в опухоли, так и в приле-
жащих к ней тканях. Участки без кровеносных сосудов 
чередовались с участками, содержащими единичные 
сосуды (в опухоли по 1–2 сосуда в поле зрения) 
или группы кровеносных сосудов (в тканях, окружа-
ющих опухоль, по 5–7 сосудов) (см. рис. 1). В тканях 
вокруг опухоли местами наблюдалось много предсу-
ществовавших кровеносных сосудов крупного диа-
метра.

На 10-е сутки после перевивки рост опухолей про-
должается, увеличивается их средний объем (табл. 1).

Морфологическая картина опухолей существен-
но не отличается от картины в предыдущий срок. 
Опухолевые клетки инфильтрируют окружающие 
ткани; в некоторых участках опухоли обнаруживают-
ся фигуры митоза, вокруг некоторых опухолей не-
сколько сильнее, чем в предыдущий срок, выражена 
лимфомакрофагальная реакция; среди участков жиз-
неспособной ткани сохраняются участки некрозов 
разной величины, кровеносные сосуды в опухоли 
и в окружающих тканях обнаруживаются с той же 
частотой (рис. 2).

Торможение роста опухоли во 2-й группе на 1-е сут-
ки после окончания 5-кратного введения препарата 
составило 59 % (7-е сутки после перевивки опухоли) 
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и увеличилось к последующим 3-м суткам до 70 % 
(10-е сутки после перевивки) (см. табл. 1).

При гистологическом исследовании образцов 
опухоли 2-й группы на 1-е сутки после окончания 
введения ЛХС-1269 в опухолевых узелках, окружен-
ных рыхлой соединительной или жировой тканью, 
среди участков жизнеспособных опухолевых клеток 
обнаруживали участки опухолевых клеток с призна-
ками дистрофии и дегенерации (крупные клетки 
с крупными светлыми или пикноморфными ядрами, 
клетки с вакуолизацией ядер, цитоплазмы и в состо-
янии лизиса). Митозы обнаруживали крайне редко. 
Кровеносные сосуды внутри опухолей визуализиро-
вались редко, а на периферии опухоли и в окружа-
ющих тканях обнаруживались чаще, но неравномерно 
(рис. 3). Следует заметить, что, в отличие от контро-
ля, в большинстве опухолей отсутствовали характер-

ные массивные очаги некроза. Это отмечено и дру-
гими авторами для других препаратов [19, 20].

На 3-и сутки после 5-кратного внутрибрюшинно-
го введения препарата процесс повреждения опухоли 
продолжается: выявляется большое число поврежден-
ных и погибших опухолевых клеток (рис. 4), во многих 
опухолях обнаруживаются очажки микронекроза 
и участки разрежения клеток опухоли, а на периферии 
части опухолей выражена соединительнотканная ре-
акция в виде многих рядов коллагеновых волокон, 
фибробластов и макрофагов между ними. В отличие 
от предыдущего срока опыта, в этот срок митотические 
фигуры обнаруживаются чаще, но реже, чем в контро-
ле. Отмечается набухание стенок кровеносных сосудов 
опухоли, а также запустевание части сосудов.

Торможение роста опухоли в 3-й группе на 5-е сут-
ки после окончания введения ЛХС-1269 (7-е сутки 

Рис. 1. Контроль. Опухоль LLC на 7-е сутки после перевивки (окраска гематоксилином и эозином): а – общий вид опухоли LLC с окружающей 
рыхлой соединительной тканью (×100); б – инвазия опухолевых клеток в окружающую ткань, 3 кровеносных сосуда среди полимор-
фных опухолевых клеток (×400); в – полиморфные опухолевые клетки с крупным светлым ядром и крупным ядрышком, 2 митоза (×1000); 
г – 3 кровеносных сосуда разного диаметра среди опухолевых клеток (×1000); д – 2 кровеносных сосуда среди полиморфных опухолевых 
клеток (×1000); е – кровеносные сосуды в рыхлой соединительной ткани, граничащей с опухолью (×400). Здесь и на рис. 2–6: LLC – карци-
нома легкого Льюис

Fig. 1. Control. Tumor LLC on the 7th day after inoculation (staining with hematoxylin and eosin): a – general view of the LLC tumor with surrounding 
loose connective tissue (×100); б – invasion of tumor cells into the surrounding tissue; three blood vessels among polymorphic tumor cells (×400);  
в – polymorphic tumor cells with a large light nucleus and a large nucleolus, two mitoses (×1000); г – three blood vessels of different diameters among 
tumor cells (×1000); д – two blood vessels among polymorphic tumor cells (×1000); е – blood vessels in the loose connective tissue bordering the tumor 
(×400). Here and on fig. 2–6: LLC–Lewis lung carcinoma
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Таблица 1. Противоопухолевая эффективность ЛХС-1269 на модели карциномы легких Льюис

Table 1. LHS-1269 antitumor effect against Lewis lung carcinoma

Группа опыта 
Experience group

Сроки оценки эффекта 
Effect evaluation time

Средний объем 
опухоли, M ± m, 

мм3 
Mean tumor volume, 

M ± m, mm3

Торможение 
роста опухо-

ли, % 
Tumor growth 
inhibition, %

После перевивки 
опухоли 

After tumor transplantation

После окончания введения 
препарата 

After the end of the drug administration

Контроль 
Control

7-е сутки 
7th day

 – 163,5 ± 22,0  – 

10-е сутки 
10th day

 – 1837,0 ± 332,9  – 

ЛХС-1269
60 мг / кг × 5 (в /б) 
LHS-1269  
60 mg / kg × 5 (i / p) 

7-е сутки 
7th day

1-е сутки 
1st day

68,3 ± 14,6* 59

10-е сутки 
10th day

3-и сутки 
3rd day

558,0 ± 106,6* 70

ЛХС-1269 
100 мг / кг × 1 (в / в) 
LHS-1269  
100 mg / kg × 1 (i / v)

7-е сутки 
7th day

5-е сутки 
5th day

54,6 ± 12,5* 67

10-е сутки 
10th day

8-е сутки 
8th day

383,5 ± 92,7* 79

*Статистически значимые различия по сравнению с контролем, p ≤0,05. 
*Statistically significant differences compared to control, p ≤0.05.
Примечание. Здесь и в табл. 2, 3: в / б – внутрибрюшинно; в / в – внутривенно; M ± m – среднее значение ± стандартное 
отклонение 
Note. Here and in tables 2, 3: i / p – intraperitoneal; i / v – intravenously; M ± m – arithmetic mean ± standard deviation

Рис. 2. Контроль. Опухоль LLС на 10-е сутки после перевивки (окраска гематоксилином и эозином): а – общий вид опухоли LLC с окружа-
ющей тканью, инфильтрированной лимфомакрфагальными элементами и опухолевыми клетками (×100); б – погибшие опухолевые клетки 
и кровеносные сосуды в опухоли (×400); в – 3 фигуры митоза в ткани опухоли (×1000)

Fig. 2. Control. Tumor LLC on the 10th day after inoculation (staining with hematoxylin and eosin): a – general view of the LLC tumor with surrounding 
tissue infiltrated with lymphomacrophage elements and tumor cells (×100); б – dead tumor cells and blood vessels in the tumor (×400); в – three mitotic 
figures in the tumor tissue (×1000)

после перевивки) составило 67 % и увеличилось 
к 8-м суткам после окончания введения препарата 
(10-е сутки после перевивки) до 79 % (см. табл. 1).

Хотя гистологическое исследование проведено 
на 5-е и 8-е сутки после однократного внутривенно-
го введения, изменения в опухолях достаточно чет-
кие. В отличие от контроля, наблюдали выраженное 
уменьшение площади среза опухолей, разрастание 

рыхлой соединительной ткани вокруг опухоли и меж-
ду опухолевыми узелками, отсутствие или слабую 
инвазию опухолевых клеток в окружающие ткани, 
отсутствие или минимальный размер очагов некроза 
(только 3 из 8 опухолей имели небольшие очаги не-
кроза); митозы обнаруживали крайне редко; дистро-
фические и деструктивные изменения опухолевых 
клеток выражались в пикнозе или вакуолизации ядер, 

а вб
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Рис. 4. Изменения в опухоли LLC на 3-и сутки после 5-кратного внутрибрюшинного введения ЛХС-1269 (10-е сутки после перевивки) (окра-
ска гематоксилином и эозином): а – участок соединительнотканной реакции в виде нескольких рядов коллагеновых волокон, фибробластов 
и макрофагов между ними (×400); б – участок микронекроза и разрежения клеток опухоли (×400); в – митоз опухолевой клетки (×1000)

Fig. 4. Changes in the LLC tumor on 3rd day after 5-fold intraperitoneal injection of LHS-1269 (10th day after inoculation) (staining with hematoxylin 
and eosin); a – area of connective tissue reaction in the form of several rows of collagen fibers, fibroblasts and macrophages between them (×400); б – 
area of micronecrosis and rarefaction of tumor cells (×400); в – mitosis of a tumor cell (×1000)

Рис. 3. Изменения в опухоли LLC на 1-е сутки после 5-кратного внутрибрюшинного введения ЛХС-1269 (7-е сутки после перевивки) (окраска 
гематоксилином и эозином): а – край опухоли с прилежащей рыхлой соединительной тканью (×100); б – кровеносные сосуды и лимфомакро-
фагальные элементы в рыхлой соединительной ткани, граничащей с опухолью (×100); в – полиморфные опухолевые клетки с пикноморфны-
ми ядрами (×1000); г – кровеносные сосуды среди поврежденных опухолевых клеток (×1000); д – увеличение, вакуолизация и пикноз ядер 
опухолевых клеток (×1000); е – кровеносные сосуды в краевой зоне опухоли (×400)

Fig. 3. Changes in the LLC tumor on the 1st day after 5-fold intraperitoneal injection of LHS-1269 (7th  day after inoculation) (staining with hematoxylin 
and eosin): а – edge of the tumor with adjacent loose connective tissue (×100); б – blood vessels and lymphomacrophage elements in the loose connective 
tissue bordering the tumor (×100); в – polymorphic tumor cells with pycnomorphic nuclei (×1000); г – blood vessels among damaged tumor cells (×1000); 
д – enlargement, vacuolization and pycnosis of tumor cell nuclei (×1000); е – blood vessels in the marginal zone of the tumor (×400)
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увеличении ядер с конденсацией хроматина, лизисе 
опухолевых клеток (рис. 5). Кроме того, характерным 
для большинства опухолей этой группы было появ-
ление крупных клеток с оксифильной широкой удли-
ненной цитоплазмой и овальным ядром, похожих 
на гигантские фибробласты. Морфологическая кар-
тина опухолей этой группы в целом была характерной 
для частично рассасывающихся опухолей разных 
штаммов под влиянием противоопухолевых препа-
ратов. Расположение кровеносных сосудов как в опу-
холи, так и в прилежащей к ней рыхлой соединитель-
ной ткани, как и в контроле, было неравномерным.

На 8-е сутки после однократного внутривенного 
введения ЛХС-1269 микроскопическая картина не-
сколько отличалась от предыдущей. В опухолях участ-
ки плотного строения, состоящие из относительно 

мономорфных клеток со светлыми ядрами, чередо-
вались с участками более рыхлого строения. Следует 
отметить, что крупные фибробластоподобные клетки 
обнаруживали крайне редко. В некоторых опухолях 
ближе к центру наблюдали участки начального скле-
роза стромы. В целом в этот срок выявляется еще 
много поврежденных и погибших опухолевых клеток, 
а в окружающих тканях и внутри очагов некроза вы-
ражена лимфомакрофагальная инфильтрация (рис. 
6). Также в этот срок в некоторых участках опухоли 
обнаруживали фигуры митоза. Кровеносные сосуды, 
расположенные в опухоли, были редки, отме чалось 
запустевание части из них (лишены крови).

Таким образом, морфологическое исследование по-
казало, что ЛХС-1269 в примененных дозах и режимах 
обладает достаточно выраженным цитотоксическим 

Рис. 5. Изменения в опухоли LLC на 5-е сутки после однократного внутривенного введения ЛХС-1269 (7-е сутки после перевивки) (окраска 
гематоксилином и эозином): а – общий вид опухоли LLC, участки рыхлого строения (разрежений) опухолевой ткани и кровеносные сосуды 
на периферии опухоли (×100); б – соединительнотканная капсула из параллельных рядов фибробластов и волокнистых структур, рыхлое 
строение опухоли на периферии (×400); в – кровеносные сосуды разного калибра и лимфомакрофагальная инфильтрация в рыхлой соедини-
тельной ткани, окружающей опухоль (×400); г – деструктивные изменения и увеличение размеров опухолевых клеток, снижение плотности 
их расположения (×1000); д – лизис ядра опухолевой клетки, пикноз и распад ядер опухолевых клеток (×1000); е – кровеносный сосуд (ка-
пилляр) среди измененных опухолевых клеток (×1000)

Fig. 5. Changes in the LLC tumor on 5th day after a single intravenous injection of LHS-1269 (7th day after inoculation) (staining with hematoxylin and 
eosin): a – general view of the LLC tumor, areas of loose structure (discharges) of the tumor tissue and blood vessels on the periphery of the tumor 
(×100); б – connective tissue capsule of parallel rows of fibroblasts and fibrous structures, loose structure of the tumor on the periphery of the tumor (×400); 
в – blood vessels of different calibers and lymphomacrophage infiltration in the loose connective tissue surrounding the tumor (×400); г – destructive 
changes and an increase in the size of tumor cells, a decrease in their density (×1000); д – lysis of the nucleus of the tumor cell, pycnosis and disintegration 
of the nuclei of the tumor cells (×1000); е – blood vessel (capillary) among altered tumor cells (×1000)
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действием на перевиваемой карциноме LLC мышей. 
В нашем опыте ЛХС-1269 при однократном и 5-крат-
ном введении мышам наряду с высоким торможени-
ем роста вызывал морфологические изменения в ис-
следованных опухолях: повреждение и гибель многих 
опухолевых клеток, торможение пролиферации 
(практически полное исчезновение митотических фи-
гур), инвазию опухолевых клеток, разрастание рыхлой 
соединительной ткани как на 1-е и 3-и сутки после 
окончания 5-кратного внутрибрюшинного введения, 
так и на 5-е и 8-е сутки после однократного внутривен-
ного введения. О снижении скорости пролиферации 
опухолевых клеток под влиянием ЛХС-1269 можно 
косвенно судить и по уменьшению площади зон не-
кроза в опухолях по сравнению с опухолями контроль-
ной группы. В перевиваемых опухолях очаги некроза 
развиваются, как известно, вследствие гипоксии, так 
как образование новых кровеносных сосудов может 
отставать от размножения самих опухолевых клеток. 
Морфологические изменения в опухоли LLC были 
сходны с изменениями в перевиваемых опухолях 
(включая и опухоль LLC) при действии цитотоксиче-
ских противоопухолевых препаратов разных классов 
и наблюдаемыми при изучении патоморфоза разных 
солидных злокачественных опухолей [17, 19, 20].

Для уточнения предположения об антиангиоген-
ном механизме действия ЛХС-1269 в гистологических 
препаратах, окрашенных гематоксилином и эозином, 
провели визуальный подсчет кровеносных сосудов 
в опухоли и окружающих ее тканях при увеличении 
×1000, при этом подсчету подвергали хорошо види-
мые округлые, овальные и несколько вытянутые кро-
веносные сосуды замкнутого типа, содержащие эри-
троциты (эритроцит). Кроме того, в препаратах, 

окрашенных маркером эндотелия CD31, провели 
наиболее полное иммуногистохимическое выявление 
и подсчет микрососудов (эндотелиальных клеток) 
на 1 поле зрения микроскопа при увеличении микро-
скопа ×200.

Результаты визуального подсчета кровеносных 
сосудов в опухоли и окружающей рыхлой соедини-
тельной ткани представлены в табл. 2.

ЛХС-1269 в обоих режимах применения (2-я 
и 3-я группы) вызвал статистически значимое сни-
жение числа кровеносных сосудов в опухоли. В при-
лежащей к опухоли соединительной ткани статисти-
чески значимое снижение числа кровеносных сосудов 
отмечено только во 2-й группе.

Результаты иммуногистохимического окрашива-
ния CD31+ микрососудов в опухоли LLC в участках 
максимальной плотности при увеличении ×200 после 
применения ЛХС-1269, представленные в табл. 3, 
показали, что отмеченное снижение среднего числа 
СD31+-микрососудов во 2-й группе было статисти-
чески незначимым по сравнению с контролем. Уве-
личение этого показателя в 3-й группе было стати-
стически значимым по сравнению с контролем.

При сопоставлении результатов визуального 
и иммуногистохимического подсчета кровеносных 
микрососудов на 8-е сутки после перевивки опухо-
лей как в контроле, так и при применении ЛХС-1269 
в обоих режимах обнаружены различия в среднем 
количестве микрососудов (средних числах). Это 
вполне объяснимо большей чувствительностью им-
муногистохимического метода и различиями в ис-
пользовании разрешающей способности микроско-
па. Визуально при увеличении микроскопа ×1000 
и окраске гематоксилином и эозином мы могли 

Рис. 6. Изменения в опухоли LLC на 8-е сутки после однократного внутривенного введения ЛХС-1269 (окраска гематоксилином и эозином): 
а – на периферии опухоли – плотное расположение жизнеспособных опухолевых клеток и лимфоидно-макрофагальных элементов (×400); 
б – кровеносный сосуд среди поврежденных и неповрежденных опухолевых клеток (×1000); в – митотические фигуры и мелкие кровеносные 
сосуды среди опухолевых клеток (×1000)

Fig. 6. Changes in the LLC tumor on the 8th day after a single intravenous injection of LHS-1269 (staining with hematoxylin and eosin): a – dense 
arrangement of viable tumor cells and lymphoid-macrophage elements on the periphery of the tumor (×400); б – blood vessel among damaged and 
undamaged tumor cells (×1000); в – mitotic figures and small blood vessels among tumor cells (×1000)

а вб
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видеть и подсчитывать лишь микрососуды диамет-
ром от 3–8 до 40 мкм и более, образованные 1–2 эн-
дотелиальными клетками и содержащие эритроциты. 
Кроме того, подсчет сосудов проводили в случайных 
полях зрения микроскопа по всей площади среза. 
При иммуногистохимическом исследовании выяв-
ляется значительно больше мелких микрососудов 
разной формы и величины (от 1–2 мкм) в участках 
максимальной плотности микрососудов. Иммуно-
гистохимическое исследование показало, что со-
единение ЛХС-1269 на 1-е сутки после 5-кратного 
внутрибрюшинного введения не проявило антиан-
гиогенного действия в опухоли LLC, а на 5-е сутки 
после его однократного внутривенного применения 

вызвало стимулирование ангиогенеза. Визуальное 
исследование плотности микрососудов в LLC 
при применении ЛХС-1269 в тех же режимах и дозах 
в те же сроки показало некоторый антиангиогенный 
эффект.

Заключение
Учитывая результаты морфологического исследо-

вания опухоли LLC и высокий процент ТРО, можно 
заключить, что ЛХС-1269 обладает цитотоксическим 
действием. При этом ЛХС-1269 в режиме однократ-
ного и 5-кратного введения мышам вызывает выра-
женные морфологические изменения в виде повреж-
дений и гибели многих опухолевых клеток, изменения 

Таблица 2. Среднее число кровеносных сосудов в карциноме легкого Льюис и окружающей соединительной ткани после применения ЛХС-1269

Table 2. Mean number of blood vessels in Lewis lung carcinoma and surrounding loose connective tissue after application of LHS-1269

Группа опыта 
Experience group

Срок оценки эффекта 
Effect evaluation time

Среднее число кровеносных сосудов, М ± m 
Average number of blood vessels, M ± m

После перевивки 
опухоли 

After tumor 
transplantation

После окончания введе-
ния препарата 

Aafter the end of the drug 
administration

Опухоль 
Tumor tissue

Соединительная ткань 
Сonnective tissue

Контроль 
Control

8-е сутки 
8th day

 – 0,78 ± 0,43
(n = 10)

1,31 ± 0,73
(n = 10)

ЛХС-1269
60 мг / кг × 5 (в /б) 
LHS-1269 60 mg / kg × 5 (i / p) 

8-е сутки 
8th day

1-е сутки 
1st day

0,45 ± 0,23*
(n = 9)

0,67 ± 0,31*
(n = 8)

ЛХС-1269
100 мг / кг × 1 (в / в) 
LHS-1269 100 mg / kg × 1 (i / v)

8-е сутки 
8th day

5-е сутки 
5th day

0,36 ± 0,22*
(n = 8)

1,00 ± 0,81
(n = 9)

*Статистически значимые различия по сравнению с контролем, p ≤0,05. 
*Statistically significant differences compared to control, p ≤0.05.
Примечание. Здесь и в табл. 3: n – число опухолей (мышей). 
Note. Here and in table 3: n – number of tumors (mice).

Таблица 3. Результаты иммуногистохимического окрашивания CD31+-микрососудов в опухоли (карциноме легкого Льюис) после примене-
ния ЛХС-1269

Table 3. Results of immunohistochemical staining of CD31+ microvessels in tumor (Lewis lung carcinoma) after application of LHS-1269

Группа опыта 
Experience group

Срок оценки эффекта 
Effect evaluation time

Среднее число 
CD31+-микрососу-

дов, M ± m 
Mean number of CD31+ 

microvessels, M ± m
После перевивки опухоли 

After tumor transplantation
После окончания введения препарата 

Aafter the end of the drug administration

Контроль 
Control

8-е сутки 
8th day

 – 59,6 ± 18,9
(n = 10) 

ЛХС-1269 60 мг / кг × 5 (в /б) 
LHS-1269 60 mg / kg × 5 (i / p) 

8-е сутки 
8th day

1-е сутки 
1st day

56,1 ± 16,1
(n = 9)

ЛХС-1269 100 мг / кг × 1 (в / в) 
LHS-1269 100 mg / kg × 1 (i / v)

8-е сутки 
8th day

5-е сутки 
5th day

83,1 ± 8,7*
(n = 8)

*Статистически значимые различия по сравнению с контролем, p ≤0,05. 
*Statistically significant differences compared to control, p ≤0.05.
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структуры опухоли LLC. Также вместе с опухолевыми 
клетками происходят прямое повреждение и гибель 
некоторой части более крупных кровеносных сосудов 
или их участков. Более мелкие микрососуды и отдель-
ные эндотелиальные клетки, определяемые иммуно-

гистохимическим методом, сохраняются, и наблюда-
ется неоангиогенез. Результаты исследования 
ангиогенеза в опухоли не позволяют сделать вывод 
об антиангиогенном механизме действия ЛХС-1269 
в перевиваемой карциноме легкого LLC мышей.
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