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А. Ю.  Барышникова «Новые отечественные противоопухолевые препараты и  медицинские 
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клетку. Приведены примеры оптимизации вирусного генома с целью усиления онколитических свойств вируса. Описаны до-
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The main types of oncolytic viruses and the mechanisms of their action on the tumor cells are described in this review. Examples of opti-
mization of the viral genome are given with a view to enhancing the oncolytic properties of the virus. The achievements in the field of de-
velopment of antitumour agents based on oncolytic viruses and methods of their application in oncology are described.
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Введение
Злокачественные опухоли – одна из главных 

причин смертности в развитых странах, и этот пока-
затель продолжает расти, несмотря на прогресс в уве-
личении выживаемости больных раком, достигнутый 
в результате совершенствования методов диагности-
ки и изучения молекулярных процессов канцероге-
неза. При этом внедрение в клиническую практику 
химио-, эндокрино-, иммуно- и лучевой терапии 
не увеличивает выживаемость больных при наличии 
на момент диагностики отдаленных метастазов, 
оставляя этот показатель на низком уровне. Хирур-
гическое лечение и радиотерапия дают эффект ис-
ключительно при локализованном процессе и не мо-
гут препятствовать развитию отдаленных метастазов, 
а возможности лекарственной терапии ограничены 
не только токсичностью противоопухолевых средств, 
но и первичной и приобретенной лекарственной 
устойчивостью опухолей.

В настоящее время основные усилия ученых 
и врачей направлены на поиски лекарственных 
средств, вызывающих селективную гибель опухоле-
вых клеток, преодоление лекарственной устойчиво-
сти без ухудшения при этом качества жизни боль-
ных. С этой точки зрения некоторые классы 

противоопухолевых средств, направленные на угне-
тение патогенетических путей канцерогенеза, так 
называемые таргетные препараты, могут существен-
но улучшить результаты терапии онкологических 
заболеваний. К ним относятся моноклональные 
антитела, модификаторы биологического ответа, 
ингибиторы ангиогенеза, модуляторы путей пере-
дачи сигналов, средства генотерапии, в том числе 
антисмысловые олигонуклеотиды, ингибиторы те-
ломеразы и различных протеинкиназ. Перспектив-
ным классом противоопухолевых средств являются 
онкотропные экзогенные вирусы, способные до-
ставлять в клетку закодированную в их геноме ин-
формацию. Они инфицируют опухолевые клетки, 
реплицируются в них и затем лизируют, оказывая, 
в отличие от традиционных терапевтических средств, 
минимальное влияние на здоровые клетки. Откры-
тие онколитических вирусов заложило основу для 
создания нового перспективного направления те-
рапии рака – виротерапии [1–6]. В настоящее время 
число публикаций, посвященных тематике онколи-
за, в том числе в реферативном журнале «Онколо-
гия», неуклонно растет, что указывает на интерес 
исследователей к этому направлению противоопу-
холевой терапии.
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Характеристика вирусов, обладающих 
онколитическими свойствами
Онколитическое действие вирусов обнаружено 

в начале прошлого века. Клиницисты давно подме-
тили, что иногда у больных даже с генерализованны-
ми онкологическими заболеваниями опухоли спон-
танно регрессируют [7]. Примером может служить 
опубликованное в 1912 г. одно из первых сообщений, 
описывающее регрессию рака шейки матки у женщи-
ны, которой после укуса собаки была введена вакцина 
на основе аттенуированного вируса бешенства, что 
позволило установить взаимосвязь между регрессией 
опухоли и вирусной инфекцией [8]. Такие наблюде-
ния навели исследователей на идею использования 
вирусов для лечения онкологических заболеваний.

В последней трети прошлого века в СССР при-
менение онколитических вирусов для виротерапии 
злокачественных новообразований изучалось в ос-
новном на модели энтеровирусов в Институте микро-
биологии им. Кирхенштейна (Рига, Латвия) [9–13]. 
Однако такие причины, как низкий тропизм онко-
литических вирусов к конкретным опухолям, слабая 
избирательность, недостаточность информации 
о молекулярных механизмах онколиза, а также от-
сутствие адекватных моделей in vitro и in vivo тормо-
зили развитие этого направления. И только начиная 
с 90-х годов прошлого столетия успехи молекулярной 
биологии, генетики и вирусологии привели к отно-
сительному прогрессу в понимании фундаментальных 
механизмов вирусного канцерогенеза, молекулярных 
процессов взаимодействия вируса и клетки-хозяина, 
создали предпосылки для возобновления поиска 
специфических онколитических вирусов.

В 1991 г. появилась успешная разработка способа 
лечения глиомы человека генетически модифициро-
ванным вирусом простого герпеса [14]. В настоящее 
время интенсивно изучаются ДНК- и РНК-содержа-
щие вирусы различных семейств (аденовирусы, гер-
песвирусы, поксвирусы, парвовирусы, реовирусы, 
энтеровирусы, парамиксовирусы, рабдовирусы, тога-
вирусы и др.), обладающие онколитическими свой-
ствами.

Онколитические вирусы имеют различные типы 
генома, морфологию, тропизм, происхождение (при-
родные или генномодифицированные), относятся 
к условно-патогенным или патогенным для человека. 
Известно, что отнесение вируса к конкретному се-
мейству определяется типом нуклеиновой кислоты, 
структурой генома, а также наличием или отсутстви-
ем внешней оболочки. Ниже мы охарактеризуем ряд 
семейств вирусов, обладающих онколитическими 
свойствами.

аденовирусы (семейство Adenoviridae). Идентифи-
цировано более 50 серотипов аденовируса, вызыва-
ющих инфекции (острые респираторные заболева-

ния, тонзиллит, отит, конъюнктивит, гастроэнтерит) 
у позвоночных и человека. Аденовирусы использу-
ются в качестве вирусных векторов для генотерапии 
и в онколитической терапии [15–23]. Для лизиса 
опухолей часто применяется аденовирус серотипа 5 
(Ad5) [20].

К герпесвирусам человека (семейство Herpesviridae) 
относят вирусы простого герпеса 1 и 2, вирус 
Эпштейна–Барр, вирус ветряной оспы, цитомегало-
вирус, ассоциированный с саркомой Капоши герпес-
вирус, герпесвирусы человека типов 6 и 7 (розеоловиру-
сы) [24, 25]. Перечисленные герпесвирусы вызывают 
у человека разные по тяжести заболевания, чаще 
всего кожи, слизистых оболочек, наружных половых 
органов, нервной системы, способны длительное 
время находиться в организме хозяина в латентном 
состоянии. В качестве онколитических используют-
ся вирусы простого герпеса типов 1 и 2, модифици-
рованные методами генной инженерии [14, 25–28].

Семейство поксвирусов (Poxviridae) включает ви-
рус осповакцины, вирус натуральной оспы и вирусы 
оспы позвоночных (обезьян, верблюдов, мышей, 
крупного рогатого скота, кур и других животных), 
а также вирус Орф, вирус папулезного стоматита 
крупного рогатого скота и ряд других. Для онколиза 
используются аттенуированные штаммы вируса 
осповакцины [3, 29–31].

К патогенным для человека парвовирусам (семей-
ство Parvoviridae) в числе прочих относят вирус RA-1, 
обнаруженный в синовиальной оболочке суставов 
при ревматоидном артрите, аденоассоциированный 
вирус, репродукция которого происходит в присут-
ствии аденовируса, что осложняет течение аденови-
русных инфекций, а также вирус В19, вызывающий 
инфекционную эритему и хроническую гемолитиче-
скую анемию [32–33]. Парвовирусы могут реплици-
роваться в опухолевых клетках, вызывая их лизис 
[34–38].

В семействе реовирусов (Reoviridae) выделяют 
более 10 родов, которые вызывают инфекции у рас-
тений, рыб, птиц, диких и домашних животных, че-
ловека. Значимы для человека и животных вирусы 
рода ротавирусов и рода ортовирусов, вызывающие 
развитие желудочно-кишечных и респираторных 
инфекций, особенно у детей. Онколитические свой-
ства реовирусов связаны с их способностью размно-
жаться в трансформированных клетках и подавлять 
развитие опухолей различной локализации (желудоч-
но-кишечный тракт, молочная железа, яичники, 
головной мозг, кроветворная система) [5, 39–44].

Семейство пикорнавирусов (Picornaviridae) насчи-
тывает 31 род, из которых наибольшее значение 
имеют роды Enterovirus, Cardiovirus, Aphthovirus и Hepato-
virus, вызывающие инфекции у позвоночных и че-
ловека. К энтеровирусам относятся поражающий 
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нервную систему вирус полиомиелита, вирус Коксаки, 
риновирусы, а также различные типы энтеровирусов, 
вызывающие кишечные инфекции. Способность 
к онколизу вируса Коксаки обнаружили в середине 
прошлого века [45–62]. В 1970-е годы М. К. Вороши-
лова и соавт. [46–63], А. Я. Муцениеце и соавт. [11] 
показали противоопухолевую активность эховирусов 
и вируса Коксаки. Онколитические энтеровирусы, 
такие как вирус полиомиелита, вирус Коксаки, эхо-
вирус, активно изучаются и находят применение 
в клинике для лечения различных опухолей [47–49].

К семейству парамиксовирусов (семейство Para-
myxo viridae) относятся такие патогенные для челове-
ка и животных вирусы, как вирус болезни Ньюкасла 
(NDV) (птицы), вирус эпидемического паротита (че-
ловек), вирус Сендай (человек, мыши), вирусы пара-
гриппа серотипов 1–4 (человек, млекопитающие, 
птицы), вирус кори (человек, обезьяны). Репликация 
вирионов происходит в цитоплазме, при этом в клетках 
образуются цитоплазматические или внутриядерные 
включения. Парамиксовирусы вызывают заболева-
ния дыхательных путей, энцефалит, множественные 
точечные геморрагические поражения внутренних 
органов, конъюнктивит, пятнисто-папулезную сыпь 
кожных покровов, общую интоксикацию. Некото-
рые парамиксовирусы обладают онколитической 
активностью [4, 53–57]. К ним относятся аттенуиро-
ванные штаммы вируса кори, NDV, вируса Сендай, 
которые разрушают опухолевые клетки и могут ис-
пользоваться в составе противоопухолевых компози-
ций [58–61].

Семейство рабдовирусов (семейства Rhabdoviri-
dae) включает 13 родов. Среди них такие, как Vesiculo-
virus (9 вирусов млекопитающих, в их числе вирус 
везикулярного стоматита), Lyssavirus (14 серологиче-
ски родственных вирусов, среди них вирус бешен-
ства), Sigmavirus (единственный представитель – вирус 
сигма дрозофилы). Рабдовирусы вызывают инфек-
ционные заболевания у растений, беспозвоночных 
и позвоночных животных, а также у человека. Зара-
жение вирусом везикулярного стоматита млекопита-
ющих приводит к соответствующим высыпаниям 
на слизистых оболочках и коже, но для человека он 
слабо патогенен. Обнаружены онколитические свой-
ства этого вируса, который реплицируется в опухо-
левых клетках различного тканевого происхождения 
(глиома, рак легкого, рак толстой кишки, рак желуд-
ка и др.), подавляя их пролиферацию и индуцируя 
апоптоз [62–64].

Семейство тогавирусов (семейство Togaviridae) 
включает роды Alphavirus и Rubivirus. К альфавирусам 
относятся вирус Синдбис, вирус венесуэльского эн-
цефаломиелита лошадей, вирус Карельской лихорад-
ки, вирус Чикунгунья, вирус Ньонг-Ньонг, вирус 
леса Семлики. К рубивирусам относят вирус красну-

хи. Вызываемые тогавирусами инфекции у животных 
и человека ассоциированы с лихорадкой, энцефали-
том, миалгией, сыпью, синдромом общей интоксика-
ции [65]. Перспективен в отношении онколитической 
активности вирус венесуэльского энцефаломиелита 
лошадей, оказывающий выраженное деструктивное 
действие на клетки-мишени карциномы Эрлиха 
in vitro [66–69].

Ведется активная работа по оптимизации генома 
онколитических вирусов, проходят клинические 
испытания и уже применяются оптимизированные 
вирусы на основе вируса простого герпеса, аденови-
руса, NDV и ряда других [15, 19, 24, 53].

Механизмы действия онколитических вирусов
В настоящее время основными путями гибели 

инфицированных клеток считаются апоптоз, некроз 
и аутофагия [70]. При первичном контакте вируса 
и клетки происходит его адсорбция посредством 
электростатического взаимодействия разнозаряжен-
ных комплементарных групп (так называемых рецеп-
торов) на поверхностях вируса и клетки, причем 
структура и состав контактных областей зависят от 
типа вируса и клетки. Контактные области взаимодей-
ствия «опухолевая клетка – вирус» содержат различ-
ные молекулы: сиаловые кислоты, пептиды и гли-
копротеины. Кроме того, вирусы, как паразиты, 
используют рецепторы, экспрессируемые на поверх-
ности клеток различных органов, которые в норме 
осуществляют различные биологические функции. 
В частности, рецептор аденовирусов CD46 в норме 
участвует в регуляции активации комплемента, ин-
дукции аутофагии; рецептор полиовирусов CD155 
в нормальных клетках участвует в процессах межкле-
точных взаимодействий. Функции так называемого 
первичного рецептора аденовирусов и вирусов Кок-
саки (CAR), вирусов герпеса и других вирусов в нор-
мальных клетках еще до конца не изучены, но из-
вестно, что они участвуют в процессах клеточной 
адгезии. Возможно, именно уровень экспрессии таких 
рецепторов в тканях и определяет эффективность 
инфицирования и тропность вирусов к определен-
ным тканям. Далее вирус проникает в клетку, в ос-
новном по типу пиноцитоза. Инфицирование клетки 
вирусом вызывает полное репрограммирование ее 
метаболизма, направленное на биосинтез молекул 
для создания новых вирионов, с результатом, зави-
сящим как от типа клетки, так и от типа вируса. 
Конечная стадия репродукции вируса – его выход 
из клетки. Цитолитическое действие вирусов прояв-
ляется как взрывоподобный одновременный выброс 
большого числа вирусных частиц, что во многих 
случаях приводит к лизису клетки, после которого 
происходит резкое увеличение локальной концен-
трации вирусов. Это может приводить к увеличению 
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эффективности адсорбции вирусов на соседних клет-
ках, даже с низким числом сайтов связывания. Вновь 
образованные вирусы распространяются либо 
от клетки к клетке, либо с током биологических жид-
костей по тканям организма. Вирусы, инфицирую-
щие и лизирующие опухолевые клетки, называют 
онколитическими и, как уже было сказано, принад-
лежат к различным семействам, которые объединяет 
способность избирательно лизировать опухолевые 
клетки. Хотя опухолевые клетки бессмертны (у них 
отсутствует лимит Хайфлика), они становятся более 
чувствительными к вирусной инфекции по сравне-
нию с нормальными клетками как вследствие увели-
чения в процессе канцерогенеза уровня молекул, 
служащих рецепторами для вирусов, так и в резуль-
тате нарушения индуцируемого интерфероном пути 
антивирусной защиты, важным компонентом кото-
рого является зависимая от двунитевой РНК (днР-
НК) протеинкиназа PKR. Появление днРНК в ре-
зультате вирусной инфекции активирует PKR, 
которая фосфорилирует регуляторную субъединицу 
эукариотического фактора инициации трансляции 
elF2a, блокируя синтез вирусных белков, и индуци-
рует апоптоз, в результате которого опухолевая клет-
ка погибает, что предотвращает репликацию вируса 
и дальнейшее его распространение [71]. Известно, 
что у ~30 % опухолей активирован онкоген Ras, сни-
жающий активность PKR, которая останавливает 
процесс трансляции вирусных белков. Вследствие 
того, что большинство опухолевых клеток дефектны 
по киназе PKR, в частности из-за ингибирования 
PKR активированным онкогеном Ras, в опухолевых 
клетках происходит репликация вируса, вызывающая 
их гибель [72]. Таким образом, онколитические ви-
русы, обладающие тропностью к определенным тка-
ням, могут лизировать опухоли этих тканей, а изби-
рательность литического действия обеспе чивается 
свойствами самой опухоли, неспособной бороться 
с вирусной атакой [73]. Природные онколитические 
вирусы либо должны быть слабови рулентными для 
нормальных тканей, либо аттену ированными (искус-
ственно ослабленные вакцинные штаммы). Метаболизм 
клеток человека препятствует репликации вирусов, 
вызывающих заболевания у животных (поражающий 
птиц NDV, вакцинный штамм вируса венесуэльского 
энцефалита лошадей и другие вирусы).

Разрушение опухолевых клеток при инфици-
ровании онколитическими вирусами происходит по 
различным, еще недостаточно изученным механизмам.

С помощью электронной микроскопии показано, 
что в результате заражения NDV опухолевых клеток 
изменяется морфология цитоскелета, происходит на-
растающее во времени повреждение их ультраструк-
туры, подавление роста. В зависимости от типа транс-
формации опухолевых клеток развивается апоптоз 

или, при невозможности его реализации вследствие 
нарушения регуляторных сигнальных путей, ауто-
фагия, тогда как в клетках культуры нормальных 
фибробластов человека отсутствуют связанные с ин-
фекцией NDV признаки значимого нарушения мор-
фологии [74]. Изучение влияния вакцинного штамма 
цитолитического вируса венесуэльского энцефало-
миелита лошадей на клетки рака Эрлиха показало, 
что он стимулирует увеличение числа патологиче-
ских митозов и повышение уровня хромосомных 
аберраций [45]. Механизмы избирательности онко-
литических вирусов пока не совсем ясны.

Одним из основных факторов, препятствующих 
развитию опухолей в организме, служит ген-супрес-
сор р53. Он картирован в геноме человека на корот-
ком плече хромосомы 17 и кодирует белок из 393 
аминокислотных остатков [75]. В ответ на поврежде-
ние ДНК и активацию онкогенов р53 стимулирует 
задержку клеточного цикла и апоптоз. Нарушение 
сигнальных путей с участием р53 вызывает пролифе-
рацию и трансформацию клеток [76]. В клетках 
с геном р53 дикого типа вирусы, как правило, быстро 
элиминируются, однако ряд ДНК-содержащих ви-
русов, например аденовирусы, вирусы папилломы, 
способны инактивировать ген р53, обеспечивая эф-
фективную репликацию вирионов в клетке. Геном 
аденовирусов содержит особый ген Е1В, который 
кодирует белок, способный связываться с р53 и инак-
тивировать его [77]. Этот ген необходим для репли-
кации аденовирусов в нормальных клетках человека, 
при этом дефектные по Е1В аденовирусные штаммы 
становятся неспособными к репликации в нормаль-
ных тканях, но могут размножаться в клетках, несу-
щих мутантный ген-супрессор р53, что характерно 
для ~50 % опухолей человека и может быть исполь-
зовано для онколиза опухолей [19, 78].

Одним из механизмов цитоцидного действия 
онколитических вирусов на опухолевые клетки яв-
ляется индукция синтеза цитотоксических белков. 
К ним относятся цитотоксические белки Е3 и E4orf4 
аденовирусов [79]. D. Zeng и соавт. установили, что 
вирус везикулярного стоматита, селективно репли-
цирующийся в опухолевых клетках различного тка-
невого происхождения (глиома, рак легкого, рак 
желудка, рак толстой кишки и др.) с нарушенными 
интерферонзависимыми противовирусными путями 
или дефектной функцией гена-супрессора р53, онко-
генов Ras или Myc, индуцирует в них апоптоз, причем 
матриксный белок играет главную роль в этом про-
цессе. Обработка матриксным белком вируса вези-
кулярного стоматита культуры клеток рака желудка 
MKN-28 эффективно ингибирует пролиферацию 
и индуцирует апоптозную гибель клеток. Протеом-
ный анализ обработанных матриксным белком кле-
ток выявил снижение характерного для них уровня 
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ферментов аэробного гликолиза, приводящего к на-
коплению молочной кислоты, что, в свою очередь, 
способствует избеганию опухолевыми клетками эли-
минации со стороны иммунной системы. Кроме 
того, матриксный белок вируса везикулярного сто-
матита индуцирует избыточную продукцию активных 
форм кислорода, что вызывает нарушение созрева-
ния и транспорта мРНК и приводит к гибели раковых 
клеток. Хотя вирус везикулярного стоматита прояв-
ляет активность в качестве цитолитического агента, 
его клиническое использование считается нецелесо-
образным вследствие быстрой элиминации [62].

Кроме непосредственного лизиса клеток, насту-
пающего в результате репликативного цикла, вирусы 
вызывают элиминацию опухолевых клеток посред-
ством индукции неспецифического и специфического 
иммунитета у макроорганизма, в том числе противо-
опухолевого. При инфицировании вирусом возника-
ет местное воспаление, приводящее к повышению 
ответа Т-клеток, а при дальнейшем лизисе независимо 
от клеточной локализации высвобождаются опухоле-
ассоциированные антигены, что может индуцировать 
специфический противоопухолевый иммунитет. Ин-
фицирование вирусом клеток вызывает ответную ре-
акцию организма, которая выражается в активации 
макрофагов, естественных киллерных клеток, Т-лим-
фоцитов и усилении продукции ими цитокинов и ря-
да интерлейкинов. В частности, установлено, что, 
несмотря на свою внутреннюю онколитическую 
активность, парвовирус H-1PV усиливает опосредо-
ванную естественными киллерными клетками гибель 
клеток Panc-1 протоковой аденокарциномы подже-
лудочной железы, поскольку инфекция H-1PV сти-
мулирует способность естественных киллерных клеток 
высвобождать интерферон гамма, фактор некроза 
опухоли альфа и макрофагальный белок воспаления 
1α (MIP-1α/β) в этих клетках [37]. Активация класси-
ческих апоптозных путей в раковых клетках не явля-
ется преимущественным путем их гибели, кроме 
того, перекрестная устойчивость опухолевых клеток 
к стандартной радио- и химиотерапии также не по-
зволяет реализовать апоптоз. При этом влияние 
иммунного ответа может разрушать реплицирован-
ные вирионы и снижать непосредственное литиче-
ское действие на опухолевые клетки [80].

Оптимизация генома онколитических вирусов
При любой противоопухолевой терапии необхо-

димо минимизировать цитотоксическое действие 
на ткани, окружающие опухоль. Оптимальный онко-
литический вирус должен реплицироваться исклю-
чительно в опухолевых клетках и даже при систем-
ном введении концентрироваться в опухоли. Кроме 
того, вирус должен быстро реплицироваться с высо-
ким титром как в покоящихся, так и в делящихся 

опухолевых клетках и затем проникать через опухо-
левую массу, непосредственно разрушая клетки 
или повышая их чувствительность к другим проти-
воопухолевым агентам, в то же время оставаясь ми-
нимально безопасным для окружающих нормальных 
тканей. Оптимальный терапевтический вирус харак-
теризуется эффективной репликацией даже в усло-
виях активно работающего противовирусного им-
мунного ответа, для чего требуется синтез вирусных 
белков, контролирующих направленную на инфек-
ционный агент активность организма. Следовательно, 
такой вирус должен вызывать минимальную имму-
нологическую реакцию и хорошо переноситься боль-
ными. Более того, вирусная инфекция должна стиму-
лировать эффективный противоопухолевый иммунитет 
и разрушать метастазы.

Современные методы генной инженерии позво-
ляют изменять геном таких вирусов с целью повыше-
ния их селективной способности к репликации 
в опухолях. В настоящее время оптимизация генома 
онколитических вирусов ведется в направлении 
их избирательного нацеливания на опухолевые тка-
ни. Проводятся работы по встраиванию в промотор-
ные области вирусного генома элементов, специфич-
ных для опухолевого роста, в частности промотора 
теломеразы [81], промотора циклооксигеназы-2 [82, 
83] и др., создаются pH-чувствительные наноком-
плексы аденовируса и блок-сополимера, реагирую-
щие на кислотность микроокружения [84], а также 
используются элементы, специфичные для опухолей 
различного тканевого происхождения – многие тка-
неспецифические диагностические маркеры, а именно 
специфический антиген предстательной железы для 
лечения рака предстательной железы [85], альфа-фе-
топротеин для лечения рака печени и др. [1, 7, 86].

Первый рекомбинантный вирус для онколитиче-
ской терапии, полученный методами генной инже-
нерии, создан на основе вируса простого герпеса 
в 1991 г. R. Martuza и соавт. [14]. Мутантный онколи-
тический аденовирус, который избирательно репли-
цируется в дефектных по гену-супрессору р53 опухо-
левых клетках человека, получен в 1996 г. [19]. 
Как правило, с помощью методов генной инженерии 
удаляют гены, необходимые для репликации онко-
литического вируса в нормальных клетках. Известно, 
что аденовирусы продуцируют белок Е1В, инактиви-
рующий р53 и тем самым способствующий реплика-
ции вирусов в здоровых тканях [87]. С целью повыше-
ния избирательности аденовируса к опухолевым 
тканям создали рекомбинантный штамм, в котором 
делетирована область E1b55K. Этот репликационно 
компетентный аденовирус размножается в опухоле-
вых клетках поздних стадий рака с мутантным р53, но 
не способен размножаться в нормальных клетках с р53 
дикого типа, что усиливает его противоопухолевую 
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избирательность [88]. Более сложную модификацию 
аденовируса SG611 произвели J. Zhou и соавт. (2016). 
Учитывая тот факт, что в основе патогенеза лейкоза 
лежит, в частности, недостаточность экспрессии гена 
VSTM1 и синтезируется теломераза, они создали 
аденовирус SG611-VSTM1, экспрессирующий VSTM1 
под контролем промотора цитомегаловируса. Таким 
образом, получили рекомбинантный вирус SG611-
VSTM1, в котором объединены свойства онколити-
ческого вируса и вектора для генотерапии. В экспе-
риментах на лейкозных клетках К562 как in vitro, так 
и in vivo SG611-VSTM1 более активно индуцирует 
апоптоз, чем исходный вирус SG611, причем допол-
нительная обработка клеток низкими дозами дауно-
рубицина синергично усиливает индуцирующее 
апоптоз действие SG611-VSTM1 [89]. На модели рака 
предстательной железы, трансплантированного в обе 
конечности мышей, показано, что онколитический 
аденовирус теломелизин (ОВР-301, репликационно 
компетентный аденовирус с промотором гена hTERT 
человека, поражающий клетки, экспрессирующие 
hTERT) при его внутриопухолевом введении эффек-
тивно подавляет рост контралатеральной опухоли 
и может быть использован для удаления метастати-
ческих поражений [90, 91].

В рекомбинантные вирусы могут быть введены 
гены, содержащие регуляторные элементы с ткане-
специфическим действием, которые участвуют в ре-
гуляции экспрессии вирусных генов в конкретных 
тканях. Особо следует отметить возможности приме-
нения онколитических вирусов для элиминации 
метастазов (циркулирующих опухолевых клеток 
или их конгломератов) после удаления первичной 
опухоли. С использованием методов обратной гене-
тики получен вариант онколитического NDV на ос-
нове мезогенного штамма NDV-73T, содержащий 
модификацию участка, кодирующего сайт расщепле-
ния белка слияния (F) (для снижения эффективно-
сти расщепления белка F) и инсерцию размером 198 
нуклеотидов в межгенной области HM–L, что при-
водит к снижению уровня экспрессии вирусных ге-
нов и подавлению репликации в клетках птиц, но не 
млекопитающих. В тканях последних, за исключени-
ем гена вирусной полимеразы, экспрессия других 
вирусных генов никак не модулируется в результате 
межгенной инсерции HN–L. Показана также воз-
можность создания варианта NDV для экспрессии 
чужеродного гена, который сохраняет способность 
к росту с высоким титром в клеточной культуре. 
При внутриопухолевом или внутривенном введении 
на модели мыши избирательная репликация реком-
бинантного NDV в опухолевых клетках приводит к их 
гибели и обеспечивает ингибирование роста опухо-
ли, что указывает на его функцию как онколитиче-
ского вируса [92]. T. Kojima и соавт. установили, что 

виротерапия мышей с трансплантированными в ки-
шечник клетками НТ29 рака толстой кишки до хи-
рургического удаления опухоли путем внутриопухо-
левого введения онколитического вируса ОВР-301 
(теломелизин, аттенуированный аденовирус, содер-
жащий элемент промотора гена hTERT человека) 
эффективно очищает регионарные лимфатические 
узлы от опухолевых клеток [93].

С целью усиления природной онколитической 
активности вируса осповакцины получен рекомби-
нантный штамм VVdGF-ApoS24/2, в геном которого 
встроен ген апоптина, индуцирующий апоптоз опу-
холевых клеток. На модели мышей с привитым раком 
Эрлиха после внутриопухолевого введения рекомби-
нантного штамма VVdGF-ApoS24/2 вируса осповак-
цины обнаружено снижение числа опухолевых клеток 
в результате блока S-фазы митоза, т. е. противоопу-
холевый эффект апоптинпродуцирующего рекомби-
нантного штамма вируса осповакцины in vivo связан 
с блокированием клеточного цикла опухолевых кле-
ток. [31].

Примером тонкого генетического программиро-
вания служит модификация с помощью микроРНК 
цитолитической функции входящего в семейство 
пикорнавирусов менговируса, который проявляет 
широкий диапазон клеточного тропизма и вызывает 
энцефалит и миокардит у многих видов млекопита-
ющих. Аттенуация менговируса достигается путем 
укорочения полицитидинового участка в 5’-некодиру-
ющей области генома (NCR). Штамм vMC

24
 менгови-

руса с поли(С)-укорочением приводит к значимой 
опухолевой регрессии у иммунокомпрометированных 
опухоленесущих мышей BALB/c c сингенными плаз-
мацитомами MPC-11, что, однако, связано с недопу-
стимо высоким уровнем токсичности. С целью по-
вышения профиля безопасности в 5’-NCR генома 
штамма vMC

24
 ввели адресные для микроРНК (miR) 

последовательности, комплементарные miR-124 или 
miR-125 (повышенный уровень экспрессии в нерв-
ной ткани), miR-133 и miR-208 (повышенный уро-
вень экспрессии в сердечной ткани) или miR-142 
(контроль, повышенный уровень в гемопоэтических 
тканях). Установлено, что перенацеленные посред-
ством микроРНК вирусы проявляют сниженный 
уровень репликации и киллинг клеток, экспрессиру-
ющих родственные микроРНК. Тестирование ток-
сичности in vivo подтвердило, что miR-124, нацелен-
ная на 5’-NCR, подавляет репликацию вируса 
в центральной нервной системе, тогда как miR-133 
и miR-208, нацеленные на 3’-NCR, подавляют ре-
пликацию вируса в сердечной мышце. Вирус vMC

24
-NC 

с двойным перенацеливанием (несущий miR-124, 
адресную для 5’-NCR, и miR-133/miR-208, совмест-
но нацеленные на 3’-NCR) характеризуется отсут-
ствием способности к репликации в нервной ткани 
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и сердечной мышце, но остается полностью онколи-
тически активным при внутриопухолевом введении 
в дозе 106 TCID

50
 (50 % инфекционной дозы в куль-

туре ткани) и при внутривенном введении в дозе 
107–108 TCID

50
 опухоленесущим мышам BALB/c син-

генными плазмацитомами MPC-11. Общая выжива-
емость обработанных генетически модифицированным 
штаммом vMC

24
-NC менговируса опухоленесущих 

мышей значимо увеличивается по сравнению с кон-
трольной группой. Таким образом, перенацеленные 
посредством микроРНК менговирусы служат высо-
коперспективной платформой онколитической ви-
ротерапии, которая представляет интерес для клини-
ческой практики [94].

Апробация способов лечения опухолей 
онколитическими вирусами
В настоящее время в пре- и клинических иссле-

дованиях получены четкие доказательства того, 
что виротерапия онкологических заболеваний может 
занять достойное место в ряду других традиционных 
методов лечения [95]. Тестированные в качестве про-
тивоопухолевых средств онколитические вирусы 
либо выбраны из существующих в природе, либо 
получены методом генной инженерии. Онколитиче-
ские вирусы проявляют опухолевую селективность 
как in vitro, так и in vivo при внутриопухолевом, вну-
трибрюшинном или внутривенном введении. Одно 
из первых сообщений о клинических испытаниях 
в 2001 г. онколитического вируса относится к адено-
вирусу ONYX-015 с делетированным геном Е1В-55kD. 
Свыше 250 больных различными типами рака, соот-
ветствующего по 10 клиническим признаком фазам 
I–III, получили курс инъекций ONYX-015, которые 
хорошо переносились в дозе 2 × 1012 частиц ONYX-015 
при внутриопухолевом, внутрибрюшинном, внутри-
венном введении и введении в печеночную артерию. 
Репликация аденовируса ONYX-015 была опухолесе-
лективной, но зависела от гистологии опухоли. Часто-
та регрессии локальных опухолей составила 0–14 %, 
но в комбинации с химиотерапией зарегистрирована 
значимая противоопухолевая активность [96].

К природным онколитическим вирусам, которые 
могут быть использованы в исходном немодифици-
рованном виде, относятся NDV, вирус везикулярного 
стоматита, парвовирусы [38], некоторые штаммы 
вируса кори, реовирусы, которые селективно репли-
цируются в опухолевых клетках. Y. Nishiyama и соавт. 
для лечения больных раком молочной железы и пло-
скоклеточным раком головы и шеи успешно при-
менили репликативно-компетентный природный 
мутант HF10 вируса герпеса [97]. Клинические испы-
тания (фаза I) онколитического герпесвируса G207 
у больных злокачественной глиомой показали, что 
его однократная внутриопухолевая инъекция у 8 из 

21 больных вызывает, по данным МРТ, значимое 
уменьшение объема опухоли [98]. После многократ-
ного внутривенного введения онколитического NDV 
(штамм HUJ) 14 больным рецидивирующей мульти-
формной глиобластомой у 1 больного произошла 
полная регрессия опухоли, у 3 больных продолжи-
тельность жизни увеличилась более чем на 6 лет [99].

Для лечения злокачественных глиом, наиболее 
распространенных заболеваний головного мозга 
с чрезвычайно плохим прогнозом (средняя выжива-
емость больных не превышает 14 мес, и мало надежды 
на прорыв как в областях лекарственной, так и луче-
вой терапии) изучена возможность использования 
онколитических вирусов. В статьях А. О. Сосновце-
вой [100–101], а также большом обобщающем обзоре 
[102], посвященном виротерапии глиом, представле-
ны данные клинических исследований за последние 
25 лет. Показано, что онколитическое действие 
на глиомы с разной степенью эффективности оказы-
вают вирусы различных семейств, в том числе вирусы 
герпеса, NVD, аденовирусы, реовирусы, парвовирусы 
и др. Причем во всех клинических испытаниях фаз 
I–III отмечается положительная динамика терапии 
заболевания и низкая токсичность лечения. Если 
учитывать тот факт, что больные глиобластомой обыч-
но уже перенесли хирургическое лечение и получают 
облучение и кортикостероиды, виротерапия не только 
не снижает качество жизни, но и оказывает выражен-
ное иммуномодулирующее действие. В обзоре обсуж-
дают существование корреляции между индукцией 
иммунитета и противоглиомным действием вирусов 
в зависимости от генотипа опухоли, генотипа вируса 
и противоопухолевого иммунного ответа, стимулиро-
ванного вирусной инфекцией [103].

Как уже упоминалось ранее, онколитические ви-
русы оказывают не только непосредственно цито-
цидное действие на опухоли, но и стимулируют им-
мунитет. В частности, NDV способен выступать 
в качестве адъюванта, поскольку стимулирует актив-
ность Т-лимфоцитов, индукцию цитокинов, RANTES, 
IL-10, а также TNF-α, который повышает Т-хелпер-
ную активность. Кроме того, NDV, попадая в опу-
холевые клетки, запускает в них синтез стрессовых 
белков, в частности HSP70, что может быть исполь-
зовано для получения аутологичных вакцин. Лечение 
36 больных с диссеминированными, резистентными 
к химио- и лучевой терапии опухолями различных 
локализаций (рак молочной железы, меланома, рак 
яичника) аутологичной вакциной с престимуляцией 
NDV привело к полному исчезновению опухолевых 
узлов через 5–6 курсов терапии с длительностью 
ремиссий в среднем 11 мес [104]. В некоторых случа-
ях онколитические вирусы используют в качестве 
противоопухолевых вакцин. Возможности иммуно-
терапии для лечения онкологических заболеваний 



13

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 4'2018  ТОм 17    vol. 17

Обзоры литературы

в настоящее время ограничены как токсичностью, 
так и невысокой эффективностью. Использование 
NDV показало, что опухолевые клетки могут быть 
уничтожены как непосредственно вирусом, так и че-
рез активацию иммунной системы. Неоадъювантная 
иммунотерапия больных раком молочной железы 
вызывает стабилизацию заболевания у всех 30 боль-
ных, а у 18 больных индуцирует лечебный метаморфоз 
опухоли [105]. Пока остаются неясными механизмы 
реализации противовирусного и противоопухолевого 
иммунитета. У онкологических больных с генерали-
зованными стадиями заболевания может сохранять-
ся достаточный резерв иммунитета для элиминации 
вируса, поэтому, вероятно, будет целесообразно ис-
пользовать виротерапию после удаления первичной 
опухоли для предотвращения ее рецидивирования 
и метастазирования. Изучение возможностей влия-
ния на эффективность действия онколитических 
вирусов цитостатических и/или лучевых средств, 
иммунотерапевтических средств, а также потенци-
рование их действия важно для применения вироте-
рапии в клинических схемах. Например, учитывая 
тот факт, что стандартом лечения распространенной 
саркомы мягких тканей служит химиотерапия доксо-
рубицином или комбинацией доксорубицина с ифо-
сфамидом, исследована эффективность лечения 
хомячков и мышей с установившимися опухолями 
саркомы мягких тканей комбинацией онколитиче-
ского (репликативно-компетентного в клетках, де-
фектных по р16/Rb) аденовируса CGTG-102 и комби-
нации доксорубицина с ифосфамидом. Установлено, 
что доксорубицин и ифосфамид как по отдельности, 
так и совместно синергично увеличивают эффектив-
ность киллинга клеток саркомы мягких тканей, 
что создает предпосылки исследования возможности 
использования комбинации этого аденовируса и ци-
тостатиков [106]. Для лечения рака толстой кишки 
запатентовано использование мезогенного варианта 
NDV линии МК107 в комбинации с фторпиримиди-
нами и камптотецинами [107]. Кроме того, в прекли-
нических и клинических испытаниях получены данные 
о том, что использование репликативно-компетентных 
вирусов в комбинации с химио- и лучевой терапией 
оказывает хороший клинический эффект [80, 108]. 
Аденовирус ONYX-015 – первый среди вирусов, приме-
ненных в комплексном лечении больных [27].

Как следует из вышеизложенного, действие ви-
ротерапии может быть синергично усилено комби-
нированием с рутинно применяемыми цитотоксиче-
скими средствами. Однако некоторые современные 
таргетные препараты, а именно ингибиторы тиро-
зинкиназ, такие как сорафениб, регорафениб и пазо-
паниб, оказывают не только противоопухолевое, но 
и антибактериальное и противовирусное действие. 
Показано, что эти препараты ингибируют развитие, 

в частности, серотипа 5 аденовируса, варианты кото-
рого используются в качестве основы для получения 
онколитических вирусов [109]. По-видимому, в ка-
ждом конкретном случае необходимо проверять со-
вместимость компонентов либо применять их по-
следовательно, учитывая тот факт, что препараты, 
используемые в химиотерапии опухолей, могут как 
потенцировать действие виротерапии, так и осла-
блять его. L. M. Berghauser Pont и соавт. (2015 г.) про-
вели скрининг 446 лекарственных средств на культуре 
клеток глиобластомы, подобных стволовым, обрабо-
танных онколитическим вирусом Delta24-RGD. На 
этой модельной системе выявили 4 вирусных сенси-
билизатора: флуфеназин, индирубин, лофепрамин 
и ранолазин, которые не только синергично с виру-
сом Delta24-RGD индуцировали гибель клеток глиоб-
ластомы, но так же синергично увеличивали киллинг 
клеток под действием ряда других онколитических 
вирусов [110].

При проведении большинства клинических ис-
пытаний используют внутриопухолевую доставку 
вирусов. Очевидно, что отработка методики систем-
ного введения вирусов при лечении онкологических 
больных значительно расширит возможности виро-
терапии. Получены данные о максимально перено-
симом титре вирусов PV701 и ONYX-015 при внутри-
венном введении [111]. Исследована возможность 
введения в печеночную артерию вируса ONYX-015 
при лечении больных раком толстой и прямой киш-
ки с метастазами в печени [112]. Следует отметить, 
что потенциал локорегионарного и системного лече-
ния онколитическими вирусами пока не раскрыт, 
что предполагает необходимость разработки надеж-
ных преклинических моделей предсказания резуль-
татов лечения человека. Ответы на вопросы, касаю-
щиеся виремии, клиренса вирусов, гуморального 
и клеточного иммунного ответа, распространения 
вируса от опухоли к опухоли (при множественных 
опухолях), повышения устойчивости вируса в орга-
низме могут дать только исследования на человеке.

Среди вышеупомянутых природных онколити-
ческих вирусов в человеческой популяции широко 
распространены реовирусы, которые часто выявляют 
в дыхательных и пищеварительных путях человека. 
С этими вирусами не связывают серьезных заболева-
ний, но они могут быть полезны для лечения онко-
логических заболеваний. Показано, что реовирусы 
поражают преимущественно клетки с активирован-
ными генами семейства RAS или с активированными 
сигнальными путями RAS, но не влияют на нормаль-
ные клетки [40, 113]. Такая избирательность может 
представлять большой интерес для онкологов, по-
скольку примерно в 60–80 % опухолей человека ак-
тивированы пути онкогена Ras. В опухолевых клетках 
с активированными путями RAS реовирусы свободно 
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реплицируются и, как правило, лизируют эти клетки. 
После того как инфицированная клетка погибает, 
вновь синтезированные вирионы становятся способ-
ными инфицировать соседние опухолевые клетки. 
Такой процесс продолжается до тех пор, пока в на-
личии имеются клетки с активированными путями 
RAS либо пока вирус не будет элиминирован клетка-
ми иммунной системы. Однако даже высоковиру-
лентные вирусы поражают не все опухолевые клетки 
в чувствительных к такому вирусу опухолях, что мо-
жет частично объясняться внутриопухолевой гетеро-
генностью. Для преодоления этого эффекта может 
быть использована комбинация типов или штаммов 
онколитических вирусов.

Сравнительное исследование цитопатического 
эффекта природного реовируса линии Dearing серо-
типа 3 на клетки медуллобластомы и нормальные 
культивируемые фибробласты показывает, что цито-
патический эффект на клетках медуллобластомы 
проявляется в течение 4 дней, в то время как фибро-
бласты остаются интактными [114]. Реовирусы значи-
тельно усиливают цитотоксический эффект циспла-
тина на клетки глиобластомы. Компания Onco lytic 
Biotech Inc производит на основе реовирусов проти-
воопухолевый препарат реолизин, который успешно 
проходит клинические испытания в Великобрита-
нии, США и Канаде [115]. В настоящее время идет 
оптимизация методов введения реолизина при раз-
личных онкологических заболеваниях, в частности 
при лечении глиом и меланомы человека [116, 117]. 
В Латвии для лечения больных меланомой применя-
ется иммуномодулятор вирусного происхождения 
RIGVIR – генетически модифицированный онколи-
тический непатогенный эховирус (ECHO-7), который 
в 2004 г. апробирован и зарегистрирован для вироте-
рапии, а с 2011 г. включен в список компенсируемых 
лекарственных средств для больных меланомой. 
Клинически показано, что RIGVIR непатогенен для 
человека и животных, проявляет онкотропное, онко-
литическое и иммуномодулирующее действия в от-
ношении таких опухолей, как меланома, рак желуд-
ка, рак толстой и прямой кишки, рак поджелудочной 
железы, рак почки, рак легкого, рак матки, рак мо-
чевого пузыря, рак предстательной железы, различные 
виды сарком. Основа противоопухолевого действия 
препарата RIGVIR – вирусный онколиз в комбинации 
с реакцией иммунологического отторжения опухоли 
[49]. Проведенный ретроспективный анализ эффек-
тивности RIGVIR у 79 больных меланомой на суб-
стадиях IB, IIA, IIB и IIC (после удаления первичной 
опухоли) показал, что RIGVIR значимо повышает 
выживаемость больных, снижая летальность в 4,4–
6,6 раза. Препарат RIGVIR также значимо увеличи-
вает выживаемость больных на ранних стадиях мела-
номы без проявления побочных эффектов [118].

На сегодняшний день в клиническую практику 
введено 2 препарата на основе репликационно-ком-
петентных вирусов – Oncorine (Китай) [119] для ле-
чения опухолей головы и шеи и Imlygic (США) для 
лечения меланомы [120]. Целый ряд вирусов в насто-
ящее время проходят клинические испытания на 
больных раком различных локализаций и будут до-
ступны для клиницистов в самое ближайшее время 
[121–123].

Российские исследователи также проявляют ин-
терес к использованию вирусов в биотерапии опухо-
лей. В ГНЦ вирусологии и биотехнологии «Вектор» 
создана перевиваемая культура клеток 293, которая 
может быть использована для культивирования про-
тивоопухолевого препарата канцеролизин, представ-
ляющего собой мутантный вариант аденовируса 
Adel2, который с эффективностью, близкой к вирусу 
дикого типа, инфицирует опухолевые клетки, дефек-
тные по р53 [124]. Введение мышам с транспланти-
руемой опухолью HeLa канцеролизина (клетки 293) 
предотвращает развитие первичной опухоли и ее 
метастазов. Клетки 293 рекомендованы для произ-
водства препаратов для лечения онкологических 
больных [125].

Исследования по виротерапии опухолей ведутся 
также в Новосибирском государственном универси-
тете, Институте химической биологии и фундамен-
тальной медицины СО РАН, Институте цитологии 
и генетики СО РАН, Институте молекулярной био-
логии им. В. А. Энгельгардта РАН, Национальном 
исследовательском университете им. Н. И. Пирогова, 
НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина, НИИ экспе-
риментальной и клинической медицины (Новоси-
бирск) и ряде других научных центров России.

Заключение
Из-за недостаточной эффективности и высо-

кой токсичности классических противоопухолевых 
средств, применяемых для химиотерапии рака, ко-
торая часто сопровождается дисфункцией органов, 
тканей, иммунной и кроветворной систем, во всем 
мире активно идет поиск новых возможностей унич-
тожения опухолевых клеток. Из всех групп существу-
ющих противоопухолевых средств репликативно- 
компетентные онколитические вирусы обладают 
наиболее привлекательным фармакологическим про-
филем из-за их специфической способности репли-
цироваться и распространяться в опухолевой ткани. 
Следует отметить, что наряду с хорошей переносимо-
стью препараты на основе онколитических вирусов 
могут вводиться адресно – внутриопухолево (солид-
ные опухоли), внутривенно (гемобластозы), местно 
(меланома), вагинально (рак шейки матки), интрана-
зально или посредством ингаляционного спрея (рак 
легкого). Опыт применения онколитических вирусов 
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свидетельствует об относительной безопасности 
и выраженном синергическом эффекте при комби-
нировании с другими средствами химио- и лучевой 

терапии, но недостаточно высокой эффективности 
при монотерапии, что указывает на необходимость 
разработки новых эффективных схем лечения.
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The paper discusses the possible mechanisms of antitumor action of indolocarbazole derivatives. Here we present a data that show inter-
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of cell death. Also we present results of our studies on the mechanisms of antitumor action of compounds LCS-1006 and LCS-1208 
synthesized in the N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia.
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Введение
Основными недостатками большинства препа-

ратов, используемых в химиотерапии злокачествен-
ных заболеваний, являются ограниченная избира-
тельность действия и развитие устойчивости к ним 
опухолевых клеток. В связи с этим актуально созда-
ние новых противоопухолевых химиопрепаратов, 
действующих на конкретные биомишени опухолевых 
клеток [1–3]. Поэтому идентификация молекуляр-
ных мишеней и изучение их взаимодействия с иссле-
дуемыми препаратами – важный этап исследования 
перспективных противоопухолевых средств.

В клинических исследованиях за рубежом актив-
но изучаются противоопухолевые свойства произ-
водных индолокарбазола, в частности эффективный 
ингибитор протеинкиназы С (РКС) алкалоид стау-
роспорин и его аналоги (энзастаурин, мидостаурин), 
а также близкий к стауроспорину по структуре анти-

биотик ребеккамицин и его водорастворимое произ-
водное бекатекарин, обладающие противоопухолевой 
активностью, связанной с подавлением топоизоме-
разы I. Энзастаурин в сочетании с цитостатическими 
препаратами показал эффективность в лечении не-
мелкоклеточного рака легкого [4]. Отмечена резуль-
тативность комбинаций энзастаурина с темозоломи-
дом у пациентов с рецидивом глиобластомы 
и с бевацизумабом при рецидивах злокачественных 
глиом [5, 6]. Оценена эффективность применения 
мидостаурина у пациентов с острым нелимфобласт-
ным лейкозом и острым миелобластным лейкозом, 
а также для лечения устойчивых к иматинибу желу-
дочно-кишечных стромальных опухолей [7–9].

Клинические испытания показали умеренную 
эффективность бекатекарина в терапии рака молоч-
ной железы [10]. Отмечено, что бекатекарин при ле-
чении мелкоклеточного рака легкого менее активен 
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в сравнении с существующими препаратами [11]. 
При метастатическом колоректальном раке бекате-
карин оказался практически неэффективным [12]. 
Ингибитор топоизомеразы I эдотекарин проходит 
исследование в комбинации с цисплатином у паци-
ентов с прогрессирующими солидными опухолями 
(рак пищевода, рак желудка) [13].

Результаты клинических исследований различ-
ных производных индолокарбазолов продемонстри-
ровали широкий спектр потенциальных показаний 
к их применению, а также хорошую сочетаемость 
с известными препаратами. В то же время эффектив-
ность производных индолокарбазолов была сопоста-
вимой с существующими препаратами при наличии 
выраженной токсичности, прежде всего гематологи-
ческой. Поэтому установление механизмов гибели 
опухолевых клеток при действии индолокарбазолов 
необходимо для поиска производных этого ряда со-
единений, обладающих оптимальной противоопухо-
левой активностью при минимальной токсичности.

У индолокарбазолов, производных стауроспори-
на и ребеккамицина, обнаружен широкий спектр 
различных биологических эффектов, включая фун-
гицидное, гипотензивное действие и способность 
ингибировать протеинкиназы [14]. Из наиболее зна-
чимых воздействий на клетки млекопитающих необ-
ходимо выделить способность индолокарбазолов 
ингибировать ряд протеинкиназ, эукариотические 
ДНК-топоизомеразы и связываться с ДНК.

Следует отметить, что классические киназные ин-
гибиторы имеют минимальную молекулярную основу, 
определяющую биологическую активность соедине-
ния, называемого фармакофором, в котором сосед-
ние ароматическая аминогруппа и ароматический 
азот или кислород карбонильной группы образуют 
пару координированных водородных связей с шар-
нирной областью киназного домена (АТФ-связыва-
ющий участок), имитируя водородные связи молекулы 
АТФ. Стауроспорин стал одной из первых молекул, 
использованных в качестве фармакофорной основы 
для моделирования идеальной структуры ингибито-
ров протеинкиназ [15]. Возможность использования 
моделирования фармакофора позволила синтези-
ровать высокоспецифичные ингибиторы целого 
ряда протеинкиназ, включая РКС, циклинзависимые 
киназы, киназы, связанные с G-протеином, тиро-
зинкиназы и белок рUL97 цитомегаловируса [16].

Структурную часть молекулы, которая статисти-
чески часто повторяется среди специфического 
большинства уже известных биологически активных 
соединений, или среди известных лигандов данного 
типа соединений, или же известных ингибиторов 
данного фермента, называют привилегированной 
[17]. Исследование механизма действия способству-
ет тому, что такие привилегированные элементы 

химической структуры, как у N-гликозидов индоло-
карбазолов, могут быть предложены для разработки 
новых биологически активных соединений.

Известно, что производные индолокарбазолов 
с двумя N-гликозидными связями, такие как стауро-
спорин и родственные ему соединения (сотрастаурин, 
мидостаурин и др.), являются мощными ингибито-
рами РКС – фермента, участвующего во внутрикле-
точной передаче сигналов [18–20].

Соединения, содержащие индоло[2,3-а]пирроло 
[3,4-с]карбазольный хромофор с одной N-гликозидной 
связью, например ребеккамицин и его аналоги, об-
ладают высокой противоопухолевой активностью, 
которую связывают с их способностью ингибировать 
фермент топоизомеразу I и/или II [21–23].

Клеточные мишени производных стауроспорина
Экспрессия гена множественной лекарственной 

устойчивости MDR1 регулируется РКС-зависимым 
путем сигнальной трансдукции, ингибиторы РКС 
могут снижать экспрессию Р-гликопротеина в рези-
стентных опухолевых клетках и тем самым повышать 
их чувствительность к химиотерапии [24]. Исследо-
вания, выполненные in vitro и in vivo, показали, что 
селективный ингибитор протеинкиназы 7-гидрок-
систауроспорин UCN-01 повышает противоопухо-
левую активность митомицина C и карбоплатина 
за счет усиления апоптоза, индуцируемого химиоте-
рапевтическими агентами [3, 25, 26].

Кроме того, активация PKC необходима для ан-
гиогенеза опухоли [2, 27]. К настоящему времени 
идентифицировано большое количество про- и ан-
тиангиогенных факторов, а также их рецепторов 
и путей сигнальной трансдукции. Все они могут быть 
мишенями для терапии. Многие из этих факторов 
связаны с тирозинкиназной активностью. Являясь 
клеточными рецепторами VEGF (Vascular endothelial 
growth factor), тирозинкиназы инициируют процесс 
ангиогенеза [28]. Производное карбазола СЕР-5214 
и его водорастворимый аналог СЕР-7055 оказались 
мощными ингибиторами VEGF, инактивируя 
при этом внутриклеточные тирозинкиназы и нару-
шая каскад фосфорилирования, что задерживает 
пролиферацию эндотелиальных клеток и тормозит 
рост новых сосудов [29].

Активация регуляторных белков (циклинов) на 
разных стадиях клеточного цикла происходит с об-
разованием комплекса с циклоспецифичной циклин-
зависимой киназой CDK1. Блокирование киназ 
приводит к остановке клеточного цикла. Среди ин-
долокарбазолов способность ингибировать циклин-
зависимые киназы 1 и 2 проявили стауроспорин и его 
7-гидроксианалог UCN-01 [30].

Другой производный аналог стауроспорина 
РКС-412 (мидостаурин) относится к агентам, 
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ингибирующим внутриклеточную тирозинкиназу FLT3. 
Как известно, FLT3-киназа экспрессирована на тех 
же стволовых CD34+ кроветворных клетках, на кото-
рых определяется высокий уровень экспрессии фак-
тора стволовых клеток (c-kit) [31]. Однако следует 
отметить, что мидостаурин не имеет узконаправлен-
ного действия. Угнетая активность c-kit, мидостаурин 
ингибирует рецепторные тирозинкиназы тромбоци-
тарного фактора роста (PDGFR) и сосудисто-эндо-
телиального фактора роста (VEGFR), отвечающие 
за пролиферацию и рост клеток [32].

Ациклический бисиндолмалеимид энзастаурин 
(LY-317615), разработанный в качестве мощного 
и селективного АТФ конкурентного ингибитора 
PKCβ, инициирует гибель опухолевых клеток путем 
подавления пролиферативной активности и инги-
бирует процесс опухолеиндуцированного ангиоге-
неза [33].

Энзастаурин в клинически нетоксичных концен-
трациях индуцирует апоптоз и влияет на передачу 
сигналов киназы Akt [34]. Необходимо отметить, что 
РКС способствует активации PI3K/Akt-сигнального 
внутриклеточного пути, интегрирующего митогенные 
и антиапоптотические стимулы. PI3K (фосфатиди-
линозитол 3-киназа) является одним из важнейших 
регуляторных белков, находящихся на пересечении 
разных сигнальных путей и контролирующих клю-
чевые функции клетки. PI3K/Akt-путь вовлечен в рост 
и выживание гематологических злокачественных но-
вообразований, и ингибирование этого пути рассма-
тривается в качестве терапевтической мишени [35].

Клеточные мишени производных ребеккамицина
Другие производные индолокарбазолов – ребек-

камицин и его аналоги – способны эффективно по-
давлять активность топоизомераз – ядерных фермен-
тов, отвечающих за образование разрывов в цепи 
ДНК в процессе репликации и транскрипции. Инги-
биторы топоизомеразы I вызывают обратимые нару-
шения отдельных нитей ДНК. Химиотерапевтические 
агенты, подавляющие активность топоизомеразы II, 
приводят к обратимым нарушениям разрыва двой-
ных нитей. Ингибиторы топоизомеразной активности 
стабилизируют ДНК-топоизомеразный комплекс, 
делая клетку неспособной к синтезу ДНК, и являют-
ся эффективными индукторами апоптоза [36].

Ребеккамицин и его водорастворимый аналог 
бекатекарин (NSC-655649) интеркалируют в ДНК, 
ингибируют связь топоизомеразы I и II с местом рас-
щепления ДНК, предотвращая дальнейшие действия 
в каталитическом цикле, и инициируют апоптоз [37].

К эффективным ингибиторам топоизомеразы I 
относится эдотекарин (J-107088), который образует 
стабильный комплекс ДНК – топоизомераза I, что 
приводит к нарушению синтеза ДНК [38].

Индолокарбазолы ЭД-110 и NB-506, воздействуя 
на ДНК-зависимые топоизомеразы опухолевой клет-
ки, нарушают структуру двойной спирали и, препят-
ствуя репарации разрывов, активизируют накопле-
ние поврежденных молекул ДНК, вызывая гибель 
клетки [39, 40].

К настоящему времени накоплена обширная 
база данных об антипролиферативной активности 
индолокарбазолов различной химической структуры, 
позволяющая считать соединения этого класса пер-
спективными для дальнейшего изучения [41].

В ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России синтезирован ряд соединений 
производных индолокарбазолов, среди которых из-
учен механизм противоопухолевого действия араби-
нопиранозилов ЛХС-1006 и ЛХС-1208 с разной 
структурой агликона [42–45].

Внутриклеточной мишенью для индолокарбазо-
ла ЛХС-1006 является двухцепочечная ДНК. Коли-
чественный расчет констант связывания ЛХС-1006 
с ДНК позволил установить, что соединение образу-
ет 2 типа комплексов с высокой и низкой константой 
связывания. Так, при взаимодействии индолокарба-
зола с нативной ДНК формируется комплекс с вы-
сокой константой связывания c двуспиральной ДНК 
(K1 = 60 × 105 М-1). Анализ сайт-специфичности 
связывания показал, что предпочтительными для 
ЛХС-1006 являются пары GC, что также характерно 
для углеводных производных индолокарбазола. Эти 
участки представлены местами первоначального 
связывания ЛХС-1006 и образования высокоаффин-
ных комплексов с нативной ДНК (~20 % всех мест 
связывания). С возрастанием концентрации лиганда 
и заполнением этих участков формируются более 
слабые комплексы. При насыщении мест связывания 
молекулами ЛХС-1006 на каждые 2 пары оснований 
приходится 1 молекула лиганда с меньшей констан-
той связывания [46].

Встраивание молекулы индолокарбазола ЛХС-
1006 между основаниями нуклеиновых кислот спо-
собствует раскручиванию двойной спирали ДНК 
и вносит изменения в ее конформацию. Такие изме-
нения могут приводить к ингибированию комплекса 
ДНК – топоизомераза I, блокированию матричных 
синтезов и активации сенсоров повреждений ДНК, 
в том числе p53, что инициирует программирован-
ную клеточную гибель (апоптоз).

Так как фиксация комплекса ДНК – топоизо-
мераза I является характерной для ряда индолокар-
базолов, авторами исследовательской работы был 
проведен анализ действия ЛХС-1006 на релаксацию 
суперскрученной ДНК в бесклеточной системе. 
Ингибирование 50 % реакции релаксации супер-
скрученной ДНК обнаружено при концентрации 
ЛХС-1006 ~2 мкМ, полное ингибирование активности 
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топоизомеразы I наблюдалось при концентрации 
5 мкМ. Для других производных индолокарбазолов 
было показано, что ингибирование активности то-
поизомеразы I происходило на этапе сшивки нитей 
ДНК, что приводило к образованию множества од-
ноцепочечных разрывов ДНК при репликации. Бло-
кирование репликации исследовали по включению 
3Н-тимидина клетками линии НСТ-116. Согласно 
полученным данным, ЛХС-1006 эффективно инги-
бировал репликацию в диапазоне концентраций от 
0,5 до 5 мкМ уже в течение 3 ч [47].

Следует отметить, что повреждение ДНК и инги-
бирование репликации вызывает активацию ATM- 
и ATR-киназ с последующей активацией каскада 
ответа на повреждение ДНК (в том числе стабилиза-
цию и активацию р53 chk1 и chk2, р21 и т. д.), блоки-
рование прохождения клеток по клеточному циклу 
и индукцию апоптоза [48, 49].

Результатами взаимодействия ЛХС-1006 с ДНК 
являются нарушение конформации дуплекса, сни-
жение активности топоизомеразы I и р53-зависимая 
трансактивация генной транскрипции. Так, р53-за-
висимая активация транскрипции была изучена на 
сублинии НСТ-116, стабильно трансфецированной 
плазмидой с репортерным геном, находящимся под 
контролем р53-зависимого промотора. При обработке 
клеток препаратом активация р53 возрастала до 
3-кратного увеличения экспрессии репортерного гена 
при концентрации 1 мкМ, а затем падала до уровня, 
составляющего половину контрольного. Необходимо 
отметить, что такое падение типично для агентов, 
связывающихся с ДНК, таких как цитарабин, миток-
сантрон, этопозид и доксорубицин, и может быть 
связано с ингибированием транскрипции при увели-
чении концентраций или невозможности для р53 
связаться со своими респонсивными элементами 
в промоторе. Для установления значимости р53 для 
цитотоксичности авторы проводили сравнение гибели 
клеток в МТТ-тесте для линии НСТ-116 с диким типом 
гена ТР53 и делецией этого гена (НСТ-116р53КО). 
Полученные различия между кривыми гибели не пре-
вышали погрешность метода, что определило второ-
степенную роль р53 в цитотоксичности ЛХС-1006. 
Это могло быть обусловлено ролью ингибирования 
активности топоизомеразы I в цитотоксичности, так 
как в ряде исследований показано, что ингибиторы 
топоизомеразы I могут вызывать активацию апопто-
за независимо от статуса р53 в клетке [50].

Ингибирование репликации, повреждение ДНК, 
активация р53 могут приводить к блокированию 
клеток в одной или нескольких фазах клеточного 
цикла и запуску программированной клеточной ги-
бели. Анализ распределения клеток по фазам цикла 
показал, что увеличение концентрации индолокар-
базола ЛХС-1006 приводило к увеличению количе-

ства клеток с деградацией ДНК (до максимума 70 % 
при наиболее высокой изученной концентрации). При 
этом цитотоксическое действие ЛХС-1006 сопрово-
ждалось фрагментацией ядерного материала у боль-
шинства клеток. Количество клеток в G1- и S-фазах 
стабильно падало при увеличении концентрации. 
Процент клеток, находящихся в G2/M-фазе, незна-
чительно возрастал до максимума в 42 % при концен-
трации 1 мкМ, а затем резко снижался при дальней-
шем увеличении концентрации. Предположительно, 
блокирование клеток в G2/M-фазе может предотвра-
щать клеточную гибель, которая происходит в других 
фазах цикла. При этом уменьшение процента клеток 
в G2/M-фазе происходит в тех же концентрациях, 
что и падение р53-зависимой транскрипции, что мо-
жет свидетельствовать о важности этого механизма 
для блокирования клеток в G2/M-фазе при действии 
индолокарбазола ЛХС-1006. Другими причинами 
уменьшения количества клеток в этой фазе цикла 
могут служить ингибирование транскрипции и со-
ответствующее уменьшение экспрессии белков, не-
обходимых для блока митоза. Также возможно, что 
при увеличении концентрации индолокарбазола 
ЛХС-1006 происходит ингибирование других вну-
триклеточных мишеней, что вызывает гибель клеток 
в G2/M-фазе [51].

ЛХС-1006 эффективно воздействует на клетки 
с делецией каспазы 3 (MCF-7), подтверждая, что 
апоптоз является не единственным индуцируемым 
видом гибели при действии ЛХС-1006. Таким обра-
зом, делеции генов, контролирующих процесс апоп-
тоза, не блокируют гибель клеток, обработанных 
индолокарбазолом, что является важным свойством 
вещества как потенциального средства для химиоте-
рапии [52].

По результатам морфологического анализа при 
действии ЛХС-1006 в клетках НСТ-116 отмечаются 
фрагментированные ядра, а также формирование 
апоптотических телец. Это согласуется с данными, 
полученными с помощью анализа плоидности и из-
учения характера деградации ДНК в вышеописанных 
экспериментах, и подтверждает, что основным типом 
клеточной гибели является апоптоз.

Итак, механизмы гибели клеток при действии 
ЛХС-1006 включают ингибирование пролиферации, 
остановку клеточного цикла и активацию апоптоза. 
Эти механизмы проявляются в зависимости от кон-
центрации индолокарбазола ЛХС-1006 и его взаимо-
действия с конкретными внутриклеточными мише-
нями.

Компьютерное моделирование взаимодействия 
молекулы арабинопиранозила ЛХС-1006 с ДНК по-
казало, что соединение интеркалирует индолокарба-
зольной частью, а углеводная группа образует в малой 
бороздке дополнительные водородные связи [46]. 
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Особенностью взаимодействия ЛХС-1006 с ДНК яв-
ляется образование сильного комплекса с нативной 
ДНК, причем лиганд занимает ~20 % всех мест свя-
зывания. При насыщении мест связывания молеку-
лами ЛХС-1006 на каждые 2 пары оснований прихо-
дится 1 молекула лиганда. В результате образования 
интеркаляционных комплексов нарушается конфор-
мация двойной спирали за счет сильного растяжения 
и раскручивания при максимальном заполнении 
ДНК лигандом. Вызываемые комплексообразовани-
ем изменения конформации двойной спирали ДНК 
нарушают матричные синтезы. Гибель опухолевых 
клеток наступает в основном за счет образования 
сильного типа интеркаляционных комплексов меж-
ду лигандом и ДНК [43].

Определены мишени и молекулярные механиз-
мы противоопухолевого действия производного 
индолокарбазола ЛХС-1208. Арабинопиранозил 
ЛХС-1208 интеркалирует в двухцепочечную ДНК 
с образованием высокоаффинных комплексов, ха-
рактеризующихся различными константами связы-
вания и максимальным числом мест посадки лиганда. 
Одна молекула ЛХС-1208 занимает участок, соот-
ветствующий 4 × 5 нуклеотидным остаткам. Анализ 
функций лиганда подтверждает его влияние на про-
никновение через мембраны, внутриклеточную ми-
грацию, сортировку и секрецию белков [44, 45]. 
Установлено, что ЛХС-1208 в микромолярных кон-
центрациях ингибирует ядерный белковый фермент 
топоизомеразу I, необходимую для образования вре-
менного комплекса с разорванной спиралью опухо-
левой ДНК во время процесса репликации.

Таким образом, непосредственными мишенями 
производных индолокарбазолов могут служить топо-
изомеразы I и II, серин-треониновые протеинкина-
зы, РКС, связанная с G-протеином и Р-гликопро-
теином, Akt и PI3K киназы, циклинзависимые 
киназы 1 и 2, тирозинкиназа FLT3. Вместе с тем ин-
гибирование этих киназ не всегда достаточно для ре-
ализации цитотоксичности, тогда как не только ан-
типролиферативный эффект, а именно индукция 
гибели существенна для элиминации опухолевых 
клеток.

Кроме того, действие индолокарбазолов может 
стимулировать дополнительные механизмы, напри-
мер вакуолизацию цитоплазмы, связанную с актива-
цией вакуолярной АТФазы. Так, отличительной 
особенностью гибели клеток при действии произво-
дного индолокарбазола ЛХС-1006 является фенотип 
вакуолизации цитоплазмы, связанный с быстрым 
расширением лизосомального компартмента в ре-
зультате активности вакуолярной АТФазы [43]. Не-
которые представители класса индолокарбазолов 
могут встраиваться в участок ABL-тирозинкиназы, 
называемый «тирозиновым карманом», блокируя 
процесс фосфорилирования и последовательно всю 
цепь событий, приводя к пролиферации патологиче-
ских клеток [29].

Заключение
Открытие ряда биологических активностей у ин-

долокарбазолов привело к поиску и созданию их 
синтетических аналогов и низкомолекулярных про-
изводных, представляющих терапевтически важный 
класс противоопухолевых средств с меньшими ток-
сическими свойствами. В ряде работ предложены раз-
личные подходы к химической модификации соеди-
нений указанного класса, позволяющие повысить их 
противоопухолевый эффект, исходя из их структур-
ных особенностей и молекулярного механизма дей-
ствия.

Исследование механизма действия способствует 
тому, что различные модификации химической струк-
туры индолокарбазолов могут быть использованы 
в качестве основы для разработки новых биологиче-
ски активных соединений или новых лекарств со 
сходными или, возможно, улучшенными по сравне-
нию с исходными соединениями свойствами, а также 
для разработки библиотек таких соединений.

Разработка новых потенциальных противоопухо-
левых препаратов из класса производных индолокар-
базолов необходима для расширения возможностей 
химиотерапевтического лечения злокачественных но-
вообразований и перспективна для преодоления лекар-
ственной резистентности опухолевых клеток за счет 
индукторов, связанных с механизмом их действия.
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клеточные линии меланомы человека 
и иХ кСеноГраФты С мУтаЦиями BRAF или NRAS 
в качеСтве миШеней для тарГетной тераПии. 
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В обзоре представлен свод статей и патентов, описывающих новые модели пигментированной или амеланотической мела-
номы кожи человека in vitro и in vivo, полученные в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России из мета-
стазов пациентов. Помимо фактического материала, в обзоре обсуждаются молекулярно-генетические особенности новых 
моделей меланомы кожи, охарактеризованных как тест-системы для предклинических исследований. Объекты, описанные 
в публикации – 3 поликлональные клеточные линии, 2 субклона и 4 подкожных ксенографта у иммунодефицитных мышей 
Balb/c nude. Все модели хранятся в криобанке НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина, а клеточные линии также в Российской 
коллекции культур клеток позвоночных (Санкт-Петербург). Эта мини-коллекция предназначена для фундаментальных ис-
следований меланомы кожи и доклинических испытаний антимеланомных средств. Основанием для этого служат адекват-
ные цитологические, иммунологические, трансплантационные и молекулярно-генетические характеристики моделей, а так-
же их лекарственная чувствительность in vivo к соответствующей таргетной терапии.

Ключевые слова: мини-коллекция, меланома человека, культура клеток, ксенографты, мутации
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CEll lINES OF huMAN MElANOMA ANd ThEIR XENOGRAFT wITh BRAF OR NRAS MuTATIONS A TARGETS 
FOR TARGETEd ThERAPy. REVIEwS

I. N. Mikhaylova, E. M. Treshalina, L. F. Morozova, N. V. Andronova, I. Zh. Shubina, A. A. Lushnikova

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, 
Moscow 115478, Russia

The review presents a discussion on articles and patents, describing new in vitro and in vivo models of pigmented or non-pigmented hu-
man cutaneous melanoma, received in NMRCO from the patients» metastases. Molecular genetic characteristics of the new models 
is supported by the arguments in addition to the given data and visual materials. The subjects of the discussed publications are 3 poly-
clonal cell lines, 2 subclones and 4 subcutaneous (s/c) xenografts in immunodeficient mice Balb/c nude. All the models are stored 
in Cryo Collection with xenografts at N. N. Blokhin NMRCO as well as in the Russian Collection of Cell Cultures of Vertebrae (RCCCV, 
St. Petersburg). This mini-collection is recommended for use in basic research of cutaneous melanoma and pre-clinical studies of an-
ti-melanoma agents. The basis for these studies are the appropriate characteristics of the models, including cytological, immunologic, 
transplantation and molecular-genetic ones, as well as in vivo drug sensitivity to the corresponding target therapy.

Key words: mini-collection, human melanoma, mutation, cell culture, xenograft

Введение
Меланома кожи (МК) человека – гетерогенное 

по фенотипу и молекулярно-генетическим характе-
ристикам заболевание, диссеминированная форма 
которого отличается чрезвычайно низкой чувстви-
тельностью к различным видам терапии [1, 2]. При-
оритетом при создании моделей МК in vitro/in vivo 
остается прогрессия опухоли, развивающаяся 
при наличии генных мутаций, дефектные продукты 
которых нарушают клеточную пролиферацию, диф-

ференцировку и ингибируют апоптоз. Клинически 
значимые мутации – V600E/К в экзоне 15 гена BRAF, 
приводящая к гиперактивации серинтреониновой 
BRAF-киназы, и Q61R/К/Н в экзоне 3 гена NRAS, 
кодирующего малую ГТФазу. Мутации NRAS неред-
ко выявляются в метастазах меланомы после терапии 
BRAF-ингибиторами [2–5]. Для избирательного бло-
кирования терапевтически значимых мутаций создан 
ряд таргетных препаратов. Одними из наиболее эф-
фективных являются направленный на V600E BRAF 
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Вемурафениб (Зелбораф) и применяемый для тера-
пии распространенной МК селективный ингибитор 
киназ MEK1 и MEK2 Траметиниб (Мекинист), а на-
правленные на мутантный Q61R NRAS Пимазертиб 
и Биниметиниб проходят клинические испытания 
[6–11]. В качестве модели для изучения антимела-
номных таргетных препаратов представлены клеточ-
ные линии (КЛ) или субклоны КЛ и полученные 
из них подкожные (п/к) ксенографты [12–22]. Со-
здание in vitro/in vivo доклинической тест-системы 
на основе культуры клеток и ксенографтов меланомы 
с терапевтически значимыми мутациями способству-
ет исследованиям механизмов развития заболевания 
и доклиническому изучению новых антимеланомных 
лекарственных средств.

В обзоре описаны стабильные КЛ пигментной 
и малопигментной МК, полученные из хирургически 
удаленных метастазов. Один из клонов полностью 
охарактеризован по биологическим признакам в со-
ответствии с целью исследования. Ксенографты по-
лучали путем адаптации к росту под кожей иммуно-
дефицитных мышей-cамок Balb/c nude – клеточных 
линий меланомы и субклонов одной из линий, как 
описано ранее [23]. В качестве контроля за адаптаци-
ей использовали следующие критерии: 100 % приви-
вочную дозу клеток на «нулевом» пассаже in vivo, 
устойчивую трансплантацию взвесью опухолевой 
ткани со 100 % прививаемостью при многократном 
пассировании in vivo, стабильную кинетику роста 
на поздних (4–9-й) пассажах in vivo, идентичность 
клеточного состава ксенографта и КЛ, верификацию 
мутации в опухолевой ДНК и чувствительность опу-
холи к таргетной терапии Вемурафенибом и другими 
ингибиторами сигнального пути RAS/RAF/MEK/ 
ERK.

Клеточная линия меланомы кожи mel Cher  
с высоким содержанием меланина
клеточная линия mel Cher имеет высокий мито-

тический потенциал, стабильные цитоморфологиче-
ские и культуральные характеристики, индивидуаль-
ные фенотипические особенности и мутацию V600E 
в экзоне 15 гена BRAF [24]. КЛ mel Cher депонирова-
на в Коллекции клеточных культур института цито-
логии РАН РККК (П) 704Д и хранится в криобанке 
НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина. Цитоморфо-
логически КЛ mel Cher представлена низкодиффе-
ренцированными, резко полиморфными клетками 
с множеством гигантских уродливых форм. На цито-
грамме выявляется большое количество округлых, 
овальных, удлиненных клеток, с неправильной фор-
мой ядер. Хроматин грубоглыбчатый, ядерная обо-
лочка утолщена и неровная, ядрышки в количестве 
от 1 до 6 в ядре, выраженная гиперхромия, отмечены 
многочисленные атипичные митозы (рис. 1).

Для клеток линии mel Cher характерны различ-
ные по диаметру ядра при одинаковой плотности 
их окрашивания и при сходной структуре интерфаз-
ного хроматина. Цитогенетический анализ 25 мета-
фаз показал, что число хромосом колеблется от 85 
до 92, модальное число соответствует тетраплоидно-
му набору (4n). В кариотипе обнаружена делеция 
короткого плеча хромосомы 4 (p12-pter), транслока-
ция длинных плеч хромосомы 7 с образованием 
изохромосомы, дополнительный хромосомный ма-
териал неизвестного происхождения на коротком 
плече хромосомы 9 в районе 9p21. Суммарный 
карио тип КЛ mel Cher: 85~92<4n>, XXYY, del (4) 
(p12), i (7) (q10), add (9) (p21) х2, inc 143.

В клетках линии mel Cher выявлена экспрессия 
следующих антигенов: дифференцировочных марке-
ров СD63, HMB45, тирозиназы (Tyrosinase) и мРНК 
генов, кодирующих раково-тестикулярные антигены 
класса MAGE [25–27]. Особенностью данной линии 
является экспрессия антигенов гистосовместимости 
I и II классов. Выявлена терапевтически значимая 
мутация V600E BRAF, активирующая RAF/MEK/ 
ERK-сигнальный путь (табл. 1).

Подкожный ксенографт mel Cher
Ксенографт получен в результате имплантации 

1,0 × 107 клеток п/к ксенографта «нулевого» пассажа 
in vivo пигментированной mel Cher с мутацией BRAF 
V600E. При последующей трансплантации по 50 мг 
клеточной взвеси мышам-cамкам Balb/c nude вплоть 
до 9-го пассажа in vivo наблюдали стабильную кине-
тику роста с латентной фазой 8 дней, экспоненци-
альной – до 14 дней, стационарной – до 24 дней [15]. 
Кинетика роста п/к ксенографта mel Сher у мы-
шей-самок Balb/c nude на 4–9-м поздних пассажах 
in vivo показана на рис. 2.

рис. 1. Цитоморфологическая картина культуры клеток Cher/BRAF+ 
с выраженным пигментом. Окраска гематоксилином и эозином ×400
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Цитограмма КЛ mel Rac представлена полимор-
фной популяцией клеток округлой, веретенообраз-
ной, вытянутой удлиненной, неправильной формы. 
Ядра клеток резко гиперхромные с зернистой струк-
турой хроматина в виде крупных глыбок и зачастую 
содержат гипертрофированные ядрышки. В клетках 
наблюдается фрагментация и почкование ядер. Ци-
топлазма клеток негомогенная, интенсивно базо-
фильная (рис. 4).

Кариологический анализ выявил 2 клона клеток 
с различными хромосомными нарушениями. Из 33 
проанализированных метафаз 22 представляли 1 клон 
и 11 – другой. В клетках этих клонов обнаружено 
от 70 до 84 хромосом, модальное число соответствует 
гипертриплоидному набору (3n+). Обнаружено также 
12 клеток с гексаплоидным (6n) набором (≈150 хро-
мосом), что говорит о повышенном уровне полипло-
идизации. В клетках первого клона выявлена нулли-
сомия по Y-хромосоме. В каждой из метафазных 
пластинок этого клона обнаружены две нормальные 
хромосомы 1, две хромосомы 1 с дополнительными 
фраг ментами неизвестного происхождения на 

таблица 1. Антигенный и мутационный профиль КЛ mel Cher

антигены мутация/экзон

дифференцировочные раково-тестикулярные гистосовместимости NRAS/3-й BRAF/15-й анализ ПЦр-продукта, м

CD63
+

MAGE-3 +

HLA (I класс) 

+ Wt V600Е
HMB45

Tyrosinase + HLA-DR (II класс) 

Примечание. ПЦР – полимеразная цепная реакция. М – молекулярная масса.

рис. 2. Устойчивая кинетика роста п/к узлов 4-й и 9-й генерации 
у мышей Balb/c nude после имплантации 1,0 × 10 7 клеток («нулевой» 
пассаж in vivo) пигментированной МК человека mel Сher
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рис. 3. Чувствительность п/к ксенографта mel Cher/BRAF+ к вему-
рафенибу
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ежедневно 16 дней

  Контроль
  Вемурафениб 75 мг/кг
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Рецидив 40 %

Чувствительность п/к ксенографта mel Cher/ 
BRAF+ к Вемурафенибу, примененному в разовой 
дозе 75 мг/кг ежедневно 16-кратно, спустя 4–19 с после 
трансплантации, проявилась в достижении 7-дневной 
полной ремиссии с последующим рецидивом (рис. 3), 
[15, 18].

Таким образом, КЛ и п/к ксенографт пигменти-
рованной МК mel Cher/BRAF+ с чувствительностью 
к ингибитору BRAF-киназы представляют собой 
адекватную тест-систему для поиска лечебных аген-
тов пролонгированного действия, направленных 
на мутантную BRAF-киназу in vivo.

Клеточные линии меланомы кожи mel Rac  
с низким содержанием меланина
Клеточная линия mel Rac МК человека получена 

по описанному выше алгоритму из фрагмента мета-
статического узла в мягких тканях правого бедра па-
циента с диссеминированной МК. Стабильно расту-
щая КЛ хранится в Специализированной коллекции 
культур клеток позвоночных Российской коллекции 
клеточных культур под номером РККК (П) 710Д [17].
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ко ротких плечах. Кроме того, выявлены трансло-
кации фрагмента длинных плеч двух хромосом 1 
(1q12 qter) с неидентифицированной хромосомой. 
Обнаружена делеция двух фрагментов длинных плеч 
хромосом 6 в районе 6q21, транслокация двух длин-
ных плеч хромосомы 7 с образованием пары изохро-
мосом и транслокация длинных плеч хромосом 9 
и 14. В клетках первого клона линии mel Rac выяв-
лено также по 2–3 маленьких маркерных хромосом 
и по 4 морфологически нормальных хромосомы 3. 
В 159 клетках 2-го клона выявлена дисомия по Y-хро-
мосоме и нуллисомия по X-хромосоме. На длинном 
плече хромосомы 5 и на коротком плече хромосомы 9 
обнаружен дополнительный хромосомный фраг-
мент неизвестного происхождения. В этих клетках 
выявлено по 4 морфологически нормальных хромо-
сомы 3.

Суммарный кариотип КЛ mel Rac:
70~84<3n>XX,–Y,add(1)(p36),+add(1)(p36),del(6)

(q21)×2,
i(7)(q10)×2,der(9;14)(q10;q10),+der(?)t(?;1)(?;q12) 

×2,+2~3mar, inc
70~84<3n>,YY,Х,+3,add(5)(q35),add(9)(p21),inc.
Иммунофенотип КЛ включает экспрессию диф-

ференцировочных антигенов СD63, HMW, экспрессии 
MelanA, HMB45, Tyrosinase не выявлено. Наблюда-
лась экспрессия мРНК генов, кодирующих раково- 
тестикулярные маркеры класса MAGE [25]. Особен-
ностью данной линии является экспрессия антигенов 
гистосовместимости I и II класса [26, 27].

В результате полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) на матрице геномной ДНК получен ампликон 
длиной 143 п. н., соответствующий экзону 3 гена NRAS. 
При секвенировании ПЦР-продукта обнаружена му-
тация NRAS p. Q61R (c. 182A>G). Эта мутация вери-
фицирована затем в п/к ксенографтах 9-го пассажа 
со стабильной кинетикой роста на пике экспоненци-
альной фазы.

Подкожный ксенографт mel Rac
Оценка прививаемости КЛ mel Rac после п/к им-

плантации показала, что оптимальной является 
прививочная доза 1,0 × 107 клеток на мышь, приво-
дящая к 100 % выходу пальпируемых опухолевых 
узлов «нулевого» пассажа in vivo через 11 дней ла-
тентной фазы после имплантации. Стабильный рост 
получен после 4-го пассажа in vivo, при этом латент-
ная фаза cократилась до 7 дней с достижением V

cp
 = 

40,0 ± 19,0 мм3, что почти в 3 раза больше объема 
опухоли «нулевого» пассажа in vivo. Вплоть до 9-го 
пассажа сохранялась устойчивая динамика роста 
опухоли с близкими временными характеристиками 
и к 19-му дню объем опухолевого узла составил: V

cp
 = 

1353,7 ± 543,0 мм3.
Гистологическая картина п/к ксенографта mel Rac 

на этот срок была идентичной КЛ. Как видно на рис. 5, 
п/к ксенографт состоит из полиморфных клеток 
округлой, овальной, веретенообразной формы с круп-
ными ядрами, содержащими ядрышки. Цитоплазма 
опухолевых клеток обычно темноокрашенная, но 
в отдельных местах – светлая. Пигмент в опухолевых 
клетках не обнаружен. В опухолевом узле клетки 
образуют солидные поля и местами формируют тяжи 
различного размера, ячейки, альвеолярно-подобные 
структуры, разделенные тонкими соединительно- 
тканными прослойками на отдельные дольки. В так 
называемых горячих точках встречается до 7 митозов 
в поле зрения, участки некрозов в опухоли единич-
ные и мелкие. По периферии опухолевого узла рас-
полагаются жировая и мышечная ткань, в которую 
он прорастает.

При гистологической верификации крупного 
опухолевого узла диаметром 0,8–1,0 см выявлено пре-
имущественно альвеолярно-дольчатое строение узла 
с участками солидного типа. Оценка чувствительно-
сти п/к ксенографтов mel Rac/NRAS+ к таргетному 
препарату Траметинибу показала полную ремиссию 

рис 4. Морфология клеток из КЛ mel Rac. Окраска гематоксилином и эозином, ×200, ×400
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роста опухоли у всех мышей в течение 28 дней после 
лечения, вплоть до гибели контрольной группы 
без лечения (рис. 6) [19].

Таким образом, in vivo показана высокая эффек-
тивность Траметиниба. Чувствительность КЛ как мо-
дели in vitro с определением величины IC

50
 не оцени-

вали. Однако для клеток с аналогичными мишенями 
она составляет 0,92 нМ/1,8 нМ [22, 23].

Экспериментальные данные позволяют рассма-
тривать комбинацию КЛ и п/к ксенографта mel Rac/ 
NRAS+ в качестве тест-системы для оценки чувстви-
тельности in vitro/in vivo к Траметинибу и для поиска 
новых эффективных агентов, направленных на Q61R 
NRAS.

Клеточные линии меланомы кожи mel Ibr 
как источник субклонов
Стабильно перевиваемая КЛ человека mel Ibr 

получена из фрагмента метастатического узла паци-
ентки с диссеминированной МК [16].

Клетки mel Ibr, культивируемые с добавлением 
в среду 10 % эмбриональной телячьей сыворотки, 
формировали адгезионный монослой. Они имели 

преимущественно округлую эпителиоидную форму 
с признаками низкой дифференцировки, полимор-
фные ядра и цитоплазму, содержащую множество 
мелких светло окрашенных вакуолей (рис. 7). Около 
1 % клеток в монослое имели веретеновидную форму. 
При культивировании в в чашках D = 60 мм и в сре-
де с 5 % сывороткой при редком посеве клеток (около 
200 клеток на чашку), выросшие колонии включали 
3 морфологических типа клеток: эпителиоподобные, 
веретеновидные и смешанного типа [28].

В клетках mel Ibr и производных субклонах вы-
явлена мутация V600E BRAF. Имплантационные 
характеристики КЛ mel Ibr/BRAF+ были недостаточ-
ными из-за неполной прививаемости 1,0 × 107 клеток 
(«нулевой» пассаж in vivo) с длительным развитием 
относительно небольшого п/к узла: латентная фаза 
составила 12 дней, на 20-е сутки роста V

ср
 = 120 мм3. 

Благодаря полиморфизму клеток в КЛ mel Ibr/BRAF+ 
удалось получить 2 разных субклона, способных 
к адаптации in vivo.

Субклон mel Ibr EE
Субклон МК mel Ibr EE получен из стабильно 

перевиваемой родительской КЛ mel Ibr [16]. Клетки 
родоначальной линии культивировали в среде RPMI 
1640 с добавлением 5–10 % эмбриональной телячьей 
сыворотки, 2 мМ L-глутамина и гентамицина при 
37 °С в атмосфере 5 % СО2. Клетки 23 раза пересева-
ли в ростовой среде с 5 % сывороткой и 13-кратно – 
в среде с 10 % сывороткой [16]. В отличие от округлых 
эпителиоидных клеток родительской линии, клетки 
субклона mel Ibr EE имеют признаки эпителиаль-
но-мезенхимального перехода, что требует дальней-
шего изучения. Такие клетки имеют веретеновидную 
форму c резким изменением уровней экспрессии 
Е-кадгерина и виментина в зависимости от обогащения 
питательной среды. В частности, при культивирова-
нии клеток в среде с добавлением 5 % сыворотки ба-
зальный уровень экспрессии Е-кадгерина составил 
0,56 оптических единиц (о. е.) против 2,02 о. е., а уровень 
виментина – 1,77 о. е. против 1,61 о. е. В среде с 10 % 
сывороткой уровни экспрессии указанных маркеров 
в клетках этого субклона были существенно выше, 

рис. 5. Гистологические срезы п/к ксенографта МК человека mel Rac 9-го пассажа in vivo на 19-е сутки роста. Окраска гематоксилином, ×100

рис. 6. Полная ремиссия п/к ксенографтов МК человека mel Rac 9-го 
пассажа с мутацией NRAS после 14-дневного воздействия Трамети-
нибом в разовой дозе 0,3 мг/кг 
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а уровень виментина превышал уровень Е-кадгерина: 
9,52 о. е. против 3,84 о. е. для E-кадгерина [28].

Иммунологический фенотип клеток субклона 
mel Ibr EE оказался беднее, чем в исходной линии. 
В субклоне не выявлено заметной экспрессии CD90 – 
маркера ранних гемопоэтических клеток-предше-
ственников, не связанного с опухолевой прогрессией, 
а также CD95 – активатора CD95/Fas-сигнального 
пути апоптоза и CD271. Отсутствие двух первых мар-
керов указывает на возможное приобретение клетка-
ми субклона свойств стволовых клеток. Низкий 
уровень CD271 в исходной линии не обнаруживался 
в субклоне. Роль антигена CD271 в прогрессии мела-
номы CD271 остается спорной [29].

Подкожная имплантация субклона mel Ibr EE
В отличие от исходной линии, при имплантации 

3,0 × 106 клеток/мышь субклона mel Ibr ЕЕ/BRAF+ 
прививка состоялась у всех 3 реципиентов (100 % при-
вивочная доза клеток). Измеряемые п/к опухолевые 
узлы субклона mel Ibr ЕЕ/BRAF+ «нулевого» пассажа 
in vivo при коротком латентном периоде – 5 дней – 
с устойчивым экспоненциальным ростом увеличились 
более чем в 20 раз. За 72 ч в п/к опухолевом узле 
субклона mel Ibr ЕЕ/BRAF+ число клеточных делений 
по сравнению с исходной линией mel Ibr составило 
3 против 6. Это свидетельствует о пригодности субкло-
на для получения солидной опухоли у мышей Balb/c 
nude из культуры клеток уже на «нулевом» пассаже 
in vivo. Полученная модель КЛ mel Ibr EE/BRAF+ 
адекватна in vitro для оценки антипролиферативной 
активности и эффективности многократной таргет-
ной или цитостатической те рапии in vivo, направлен-
ной на клетки с мутацией BRAF V600E [29].

Субклон mel Ibr 5С
Субклон клеток меланомы mel Ibr 5С получен 

в результате культивирования КЛ mel Ibr в ростовой 

среде со сниженным до 5 % содержанием эмбрио-
нальной телячьей сыворотки по описанному выше 
протоколу. Для получения субклона под микроско-
пом были отобраны колонии, состоящие только из 
клеток веретеновидной формы. После 30-го и более 
пассажей клетки оставались мономорфными и со-
храняли свой иммунологический фенотип.

По морфологическим характеристикам клетки 
субклона mel Ibr 5С близки к субклону mel Ibr EE 
и отличаются от родительских клеток значительно 
меньшим размером, крупными ядрами, занимающи-
ми практически весь объем цитоплазмы, длинными 
вытянутыми отростками и интенсивной пролифера-
цией [29, 30]. Эти клетки растут в виде плотного 
монослоя и формируют на его поверхности выпу-
клые образования в виде сфероидов. Клетки субкло-
на mel Ibr 5С отличаются веретеновидной формой, 
в процессе роста образуют колонии сфероидного типа 
с резким уменьшением уровней экспрессии HLA-DR+, 
CD54+ и значительным повышением уровня CD63+, 
а также экспрессией в некоторых клетках маркера 
CD133+, характерного для стволовых клеток. Имму-
нологический фенотип и маркеры стволовых опухо-
левых клеток субклона и родоначальной КЛ разли-
чаются в отношении уровней экспрессии антигенных 
маркеров аналогично субклону mel Ibr EE. В клетках 
субклона уменьшились уровни HLA-DR+, CD95+ 
и CD54+. Вместе с тем, на фоне отрицательного Oct-4A 
выявлено 24,9 % клеток, экспрессирующих CD133+. 
Экспрессия антигена CD63 в клетках субклона по-
высилась, а экспрессия антигенов гистосовместимо-
сти I класса: HLA-ABC, CD24, CD34, CD44, CD117 
и CD105 не изменилась (табл. 2) [29, 30].

Цитогенетический анализ показал, что кариотип 
клеток субклона mel Ibr 5К и родоначальной КЛ 
различен [24, 29, 30].

Суммарный кариотип клеток субклона mel Ibr 5К 
и исходной КЛ mel Ibr:

рис. 7. Морфология клеток mel Ibr: а – крупные полиморфные опухолевые клетки с темной цитоплазмой и гиперхромными ядрами, видны.
единичные митозы; б – часть опухолевых клеток со светлой цитоплазмой и крупными ядрами округло-овальной формы, содержащими глыб-
ки хроматина. Окраска гематоксилином, ×200 

а б
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 – субклон mel Ibr 5К–92–100<4n+>,XXX,–X,del (6) 
(p21),?der(6)del(6)(12)dup(6)(q?q?),der(9)t(1;9)
(q12;p21),inc;

 – КЛ mel Ibr–71–87<4n->,XX,add(X)(q28),del(1) 
(q12),+7,+7,+7,i(21)(q10),inc.
При анализе 25 метафаз установлено, что число 

хромосом в клетках колеблется от 92 до 100, модаль-
ное число соответствует гипертетраплоидному набо-
ру (4n+). Обнаружены следующие структурные пе-
рестройки: дериватная хромосома 9, образованная 
в результате транслокации хромосом 1 и 9; делеция 
короткого плеча хромосомы 6 (p21-pter), как след-
ствие возможной терминальной делеции короткого 
плеча (p12-pter) – дериватная хромосома 6 с дупли-
кацией фрагмента ее длинного плеча. Перестройка, 
затрагивающая локус p21 хромосомы 9, в котором 
расположен ген-супрессор опухоли CDKN2A (p16), 
кодирующий белок-регулятор клеточного цикла 
и старения клеток, характерна для многих злокаче-
ственных новообразований.

В клетках исходной КЛ (анализ 15 метафаз) чис-
ло хромосом колеблется от 71 до 87, модальное число 
соответствует гипертетраплоидному набору (4n). В по-
пуляции клеток повышена копийность хромосомы 7. 
Кариотип не соответствует стандартному набору так-
же и по их структуре. Во всех клетках выявлены до-
полнительные хромосомные фрагменты неизвестно-
го происхождения, транслоцированные на длинное 
плечо Х-хромосомы. Обнаружены 2 различные 
по морфологии хромосомы 1: с делецией практиче-
ски всего короткого плеча (p21-pter) и с делецией – 
(q12-qter). Также выявлена изохромосома, образо-
ванная при слиянии длинных плеч хромосомы 21. 
Копийность хромосомы 7 увеличена, что характерно 
для клеток меланомы. На коротком плече хромосомы 
7 в районе 7p12.3-p12.1 локализован ген рецептора 
эпидермального фактора роста, гиперэкспрессия 
которога индуцирует и усиливает клеточную проли-
ферацию и прогрессию опухоли.

Полученные данные указывают на ряд особенно-
стей субклонов mel Ibr, возникших при селекции 
клеток, в частности веретеновидную морфологию, 
утрату антигенов гистосовместимости II класса, 
появление антигена стволовых клеток CD133 без 
экспрессии Oct-4A. Такие клетки с высокой проли-
феративной активностью имеют преимущество по 
сравнению с клетками исходной родительской линии 
и при наличии локомоторных свойств могут форми-
ровать метастазы in vivo.

Подкожный ксенографт субклона mel Ibr 5С
Субклон МК человека mel Ibr 5С получен из со-

ответствующей КЛ по описанной выше схеме. По-
казано, что оптимальная прививочная доза клеток, 
обеспечивающая 100 % прививаемость «нулевого» 
пассажа in vivo составляет 6,0 × 106 клеток, через 10 сут 
латентного периода выявляются пальпируемые опу-
холи. Стабильная кинетика роста опухолей достиг-
нута к 4-му пассажу in vivo. Латентная фаза сократи-
лась до 7 дней, а объем опухолевого узла составил 
V

cp
 = 64,0 ± 15,0 мм3, т. е. почти в 1,6 раза превысил 

размеры узла при первом пассаже in vivo. На 14-е 
сутки V

cp
 = 380,0 ± 132,0 мм3, V

t
/V

t-1
 = 5,9. На 14, 17, 

21-е сутки кинетика роста опухоли соответствовала 
стационарной фазе с колебаниями V

t
/V

t-1
=1,9–2,1–1,8. 

На 21-е сутки V
cp

 = 956,0 ± 237,0 мм3, что в 10 раз 
превысило размеры опухолевого узла при первом пас-
 саже. Устойчивая кинетика роста опухоли сохраня-
лась до 9-го пассажа с одинаковыми временными 
характеристиками: латентной фазой до 8 дней (V

cp
 = 

17,0 ± 44,0 мм3), экспоненциальной фазой роста 
до 14 дней (V

cp
 = 517,0 ± 184,0 мм3) и стационарной 

фазой роста до 19-го дня после трансплантации (V
cp

 = 
1254,0 ± 415,0 мм3). Отсутствие значимых различий 
кривых роста опухоли двух пассажей в полулогариф-
мической системе координат подтверждает устойчи-
вость кинетических характеристик роста п/к ксено-
графтов МК человека mel Ibr 5С у мышей Balb/c nude.

При гистологическом исследовании срезов опу-
холи 9-го пассажа, окрашенных гематоксилином и эо-
зином, она верифицирована как беспигментная МК, 
цитологически идентичная субклону КЛ mel Ibr 5С. 
Патоморфологические признаки п/к опухоли иден-
тичны таковым в исходной культуре клеток (рис. 7).

Данные экспериментальных исследований по-
зволяют считать комбинацию субклонов mel Ibr EE/ 
BRAF+ и mel Ibr 5С/BRAF+ адекватной тест-системой 
in vitro/in vivo для поиска новых таргетных средств 
и терапии амеланотической МК человека.

Заключение
Аналитический обзор статей и патентов за 2000–

2017 гг., посвященных полученным в НМИЦ онколо-
гии им. Н. Н. Блохина КЛ, их субклонам и п/к 

таблица 2. Различия иммунологических фенотипов КЛ mel Ibr 
и субклона mel Ibr 5С

антиген*
клеточная линия  

(48-й пассаж) 
Субклон  

(30-й пассаж) 

HLA-DR 87,9 18,6

CD133 1,6 24,9

CD63 0,9 92,4

CD54 93,1 24,9

CD 95 21,5 2,8

*Нет отличий в маркерах HLA-A, B, C; CD24; CD34; CD44; 
CD117; CD105 и Oct-4A.
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ксенографтам МК человека, позволяет считать эти 
модели, охарактеризованные по основным биоло-
гическим параметрам, адекватными тест-система-
ми для решения фундаментальных и прикладных 
задач онкологии. Предложенная мини-коллекция 

позволяет изучать механизмы прогрессии опухо-
лей, выявить прогностические факторы и способ-
ствует разработке новых молекулярно-направлен-
ных препаратов и подходов к комбинированной 
терапии МК человека.
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адЪЮванты в вакЦинотераПии оПУХолей

м. а. Барышникова, в. С. косоруков
ФБГУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Мария Анатольевна Барышникова ma_b@mail.ru

Адъюванты – важные составляющие противоопухолевых вакцин, поскольку они усиливают иммунные ответы на вакцинацию. 
Однако разрешенные к применению адъюванты, например соли алюминия, недостаточно эффективно стимулируют иммун-
ный ответ. Поиск и изучение свойств новых адъювантов, часто сочетающих в себе функции стимуляторов иммунитета 
с доставкой антигена к иммунным клеткам, на сегодняшний день являются актуальными задачами иммунотерапии. Клини-
ческие испытания иммуностимулирующих веществ, в частности лигандов Толл-лайк рецепторов (TLR), выявили их тера-
певтический потенциал не только как противоопухолевых агентов, но и как адъювантов к вакцинам.
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Введение
Несмотря на интенсивные исследования рака 

и развитие новых эффективных методов терапии, 
онкологические заболевания остаются одной из глав-
ных проблем здравоохранения, поражая миллионы 
людей во всем мире, что подтверждает необходи-
мость разработки новых подходов к противоопухо-
левой терапии. Среди развивающихся терапевтиче-
ских стратегий передовым подходом к лечению 
является иммунотерапия рака, которая использует 
собственные иммунные клетки организма для борь-
бы с опухолью.

Одним из ключевых признаков рака является его 
способность к ускользанию от иммунной системы 
[1], и главная цель иммунотерапии рака – преодоле-
ние иммуносупрессии в опухолевом микроокруже-
нии, чтобы иммунные клетки могли эффективно 
удалять опухоль, не вызывая при этом непереноси-
мых побочных эффектов.

Первые успешные попытки иммунотерапии опу-
холей были сделаны врачом Вильямом Коли, кото-
рый в 1891 г. установил взаимосвязь между перене-
сенной инфекцией (скарлатина, рожа) и регрессией 

опухоли у пациентов и начал вводить в неоперабель-
ные саркомы инактивированные бактерии (Strepto-
coccus pyogenes и Serratia marcescen), так называемый 
токсин Коли [2]. Через многие годы обнаружили, 
что противоопухолевый эффект токсина Коли обе-
спечивался стимуляцией паттернраспознающих ре-
цепторов (PRPs), к которым относятся и TLR (toll-
like receptors) [3].

Сегодня для иммунотерапии опухолей использу-
ют различные средства, включая цитокины (напри-
мер, ГМ-КСФ и интерлейкин 2), онколитические 
вирусы, адоптивный клеточный перенос (напри-
мер, адоптивная Т-клеточная терапия), ингибиторы 
контрольных точек иммунной системы (например, 
CTLA-4, PD-1), и терапевтические противоопухолевые 
вакцины (дендритноклеточные, ДНК- или РНК-вак-
цины, пептидные вакцины) [4].

Генетически нестабильные опухоли с большим 
числом мутаций содержат опухолеспецифичные нео-
антигены, способные индуцировать противоопухоле-
вый иммунный ответ. Вакцины, усиливающие иммун-
ное распознавание опухолевых неоантигенов, сегодня 
представляются многообещающим альтернативным 
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подходом к лечению злокачественных новообразо-
ваний и могут стать важной частью комбинирован-
ной терапии, включающей также лучевую терапию, 
химиотерапию и хирургию [5]. Ряд таких противо-
опухолевых вакцин проходят клинические испыта-
ния [6–8].

Исследования последних десятилетий показали, 
что большинство противоопухолевых вакцин сами 
по себе слабо иммуногенны и требуют применения 
адъювантов, повышающих эффективность анти-
генспецифических иммунных ответов [9]. Анализ 
результатов исследований противоопухолевой вак-
цинотерапии с использованием разных типов вак-
цин, выполненный в 2004 г. S. A. Rosenberg и соавт. 
[10], показал, что клиническая эффективность вак-
цинотерапии была чрезвычайно низкой, это могло 
быть связано с выбором неиммуногенных антигенов 
или отсутствием сильных адъювантов, способных 
преодолеть иммуносупрессию у больных раком. Та-
ким образом, мощные адъюванты являются ключе-
вым компонентом противоопухолевых вакцин, так 
как преодолевают иммунотолерантность опухолево-
го микроокружения, приводя к генерации выражен-
ных противоопухолевых иммунных ответов.

Адъюванты – вещества, которые усиливают им-
мунную реакцию на чужеродные антигены или соб-
ственные опухолеассоциированные антигены [11]. 
Термин адъювант происходит от латинского слова 
«adjuvare», означающего «помогающий» или «способ-
ствующий». Классическими считаются адъюванты 
бактериального происхождения – бациллы Кальмет-
та–Герена (БЦЖ) и Corynebacterium parvum, компо-
ненты клеточной стенки микроорганизмов (липид А, 
эндотоксин, мурамил-дипептид, димеколат трега-
лозы), иммуногенные белки (гемоцианин лимфы 
улитки), химически синтезированные соединения 
(DETOX), цитокины (интерлейкины 1, 2, фактор 
некроза опухоли, интерферон (ИФН), колониести-
мулирующий фактор) и некоторые другие. Эти веще-
ства в качестве адъювантов стимулируют активную 
неспецифическую иммунную реакцию, как гумо-
ральную, так и клеточную, и таким образом помога-
ют вакцинам улучшать антигенспецифические им-
мунные ответы [11]. Помимо этого, к адъювантам 
относят и вещества, образующие в месте введения 
вакцины депо с медленно высвобождающимся анти-
геном, и системы доставки, которые могут эффек-
тивно доставлять антиген к антигенпрезентирующим 
клеткам и тем самым обеспечивать развитие анти-
генспецифических иммунных ответов.

Поиск и изучение свойств новых адъювантов, 
часто сочетающих в себе функции стимуляторов 
иммунитета с доставкой антигена к иммунным клет-
кам, на сегодняшний день являются актуальными 
задачами в области иммунотерапии. Требования 

к перспективным адъювантам включают безопас-
ность, эффективность и экономическую целесо-
образность [12].

Адъюванты как системы доставки антигена
К традиционным адъювантам, функционирую-

щим в качестве системы доставки антигенов, относят 
масляные эмульсии, минеральные соли, липосомы. 
В ряде исследований показано, что некоторые систе-
мы доставки обладают также иммуногенными свой-
ствами.

Алюминий и его производные используются 
в качестве адъювантов уже более 80 лет. Среди огра-
ниченного количества традиционных адъювантов, 
разрешенных к применению, они применяются 
наиболее часто, в частности в противомикробных 
вакцинах от дифтерии, коклюша и столбняка, от па-
пилломавируса человека, гриппа типа В и вируса 
гепатита А. Известно, что производные алюминия 
очень эффективны в обеспечении гуморальных им-
мунных ответов, но не индуцируют клеточно-опо-
средованный иммунитет, который является ключе-
вым в удалении опухоли [13]. Несмотря на это, 
продолжаются исследования производных алюминия 
в качестве адъювантов противоопухолевых вакцин. 
Например, в работе S. Alfonso и соавт. описаны ре-
зультаты клинического испытания противоопухоле-
вой терапевтической вакцины с алюминием, направ-
ленной на опухолеассоциированный ганглиозид 
NeuGcGM3, у больных немелкоклеточным раком 
легкого [14]. Традиционно предполагалось, что адъ-
ювантные свойства солей алюминия реализуются 
за счет формирования депо в месте инъекции, из 
которого постепенно высвобождается антиген, что 
обеспечивает пролонгированное взаимодействие 
антигена с клетками иммунной системы. Однако 
S. Hutchison и соавт. показали, что это не так, алю-
миний не влиял на величину и последовательность 
иммунных ответов на антиген [15]. T. Marichal и со-
авт. обнаружили, что в результате клеточной гибели, 
индуцированной алюминием или его солями, высво-
бождается ДНК, которая выступает в качестве DAMP 
(молекулярного паттерна, ассоциированного с по-
вреждением/опасностью) и запускает врожденные 
иммунные ответы [16].

В последние годы значительно возрос интерес 
к липосомосодержащим вакцинам. Липосомы – син-
тетические фосфолипидные везикулы и их произ-
водные наночастицы, такие как археосомы и виро-
сомы, активно используются в вакцинотерапии 
в качестве систем доставки [17].

Способность липосом индуцировать иммунные 
ответы к включенным в них антигенам была впервые 
описана G. Gregoriadis и A. Allison в 1970-е годы [18, 19]. 
К достоинствам липосом относятся их универсальность, 
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биосовместимость и биоразлагаемость [20]. Ключе-
вым преимуществом липосомальных систем достав-
ки вакцин является их разнообразие и пластичность. 
Состав и способы приготовления липосом можно 
варьировать в зависимости от желаемых свойств, 
которые зависят от выбора липида, заряда, размера, 
распределения размера, загрузки и расположения 
антигенов или дополнительных адъювантов [17]. 
Водорастворимые антигены (белки, пептиды, нукле-
иновые кислоты, углеводы, гаптены) можно включать 
во внутреннее гидрофильное пространство липосом, 
тогда как липофильные компоненты (липопептиды, 
антигены, адъюванты, линкерные молекулы) интер-
калируют в липидный бислой; также антигены или 
адъюванты могут быть присоединены к поверхности 
липосом [21, 22].

К липосомальным системам, проходящим до-
клинические и клинические испытания или одо-
бренным для использования в качестве адъювантов 
в ряде противомикробных вакцин, относятся виро-
сомы, содержащие фосфолипиды и белки оболочки 
вируса гриппа; липосомы, содержащие натуральные 
и синтетические нейтральные или анионные фосфо-
липиды, холестерол, натуральный или синтетиче-
ский монофосфорил липид А и QS21 сапотин; не-
фосфолипидные катионные липосомы, комбинации 
и смеси липосом с иммуностимулирующими ком-
плексами [23].

В исследованиях на животных показана более 
высокая противоопухолевая эффективность липосо-
мальных вакцин по сравнению с нелипосомальны-
ми. Например, на мышиной модели нейробластомы 
липосомальная доставка CpG ODNs (цитозин-гуа-
нин динуклеотид олигодеоксинуклеотидов) в опу-
холь привела к выраженному противоопухолевому 
эффекту [24]. Липосомальные вакцины, содержащие 
основной фактор роста фибробластов и монофосфо-
рил липид А, индуцировали противоопухолевый 
иммунитет, вызывали продукцию опухолеспецифич-
ных антител и иммунные ответы Th1-типа у мышей 
с карциномой легкого Льюиса [25]. Липосомальная 
доставка липидного антигена α-галактозилцерамида 
обеспечивала противоопухолевые иммунные ответы, 
предотвращающие метастазы в легкие у 65 % мышей 
с меланомой В16F10 [26]. Клинические исследования, 
в которых липосомы использовали для доставки опу-
холь-специфичного антигена, показали, что липосо-
мальные вакцины потенциально безопасны и способ-
ны индуцировать длительные антиген-специфичные 
CD4+ и CD8+ Т-клеточные ответы у пациентов с фол-
ликулярной лимфомой [27].

Ряд публикаций посвящен исследованию в каче-
стве адъювантов противоопухолевых вакцин виро-
сом, сферических вирусных частиц без генетическо-
го материала вируса и нуклеокапсида, неспособных 

к репликации и инфицированию, но сохраняющих 
способность родительского вирусного штамма к про-
никновению в клетки [28, 29]. Впервые виросомы 
были созданы в 1975 г. J.D. Almeida  и соавт. из липо-
сом и частиц вируса гриппа [30]. Помимо того, что 
виросомы способствуют адресной доставке антигена, 
они могут стимулировать иммунную систему, в част-
ности, вакцинация комплексом из ДНК плазмиды 
и катионных виросом индуцировала активацию ци-
тотоксических Т-лимфоцитов [31]. В настоящее вре-
мя виросомы на основе ряда вирусов (вируса гриппа, 
гепатита В, иммунодефицита, болезни Ньюкасла 
и вируса Сендай) изучают в качестве векторов для до-
ставки лекарств, в том числе различных терапевти-
ческих молекул, таких как ДНК, РНК и пептиды [29].

На основе липидов созданы и другие адъюванты. 
Например, в работе X. Yang и соавт. описан новый 
иммунный адъювант мицеллы M-COSA, созданный 
для направленной доставки в цитозоль дендритных 
клеток (ДК) антигена овальбумина и плазмиды ДНК, 
кодирующей CCR7, (ССR7 DNA), обеспечивая ми-
грацию ДК в лимфатические узлы для усиления 
презентации антигена MHC-I. M-COSA показали 
более высокую эффективность в сравнении с неми-
целлярной формой. M-COSA увеличил экспрессию 
костимуляторных молекул и секрецию цитокинов, 
приводя к активации и созреванию ДК. Антигены 
и плазмидная ДНК, инкапсулированные в мицеллы, 
выходили из эндосом в цитоплазму и улучшали 
MHC-I презентацию антигена и увеличивали экс-
прессию CCR7. В результате вакцинации подавлялся 
рост опухоли и возрастало число CD8+ T-клеток, 
которые положительно коррелировали с уменьше-
нием опухоли [32].

F. Qiu и соавт. описали стратегию простой и бы-
строй упаковки пептидных антигенов в рН-чувстви-
тельные наночастицы с возможностью эндосомаль-
ного высвобождения их содержимого для улучшения 
иммунного ответа на противоопухолевые персона-
лизированные вакцины, направленные на индиви-
дуальные опухолевые неоантигены [33]. Неоантигенные 
пептиды обычно вызывают слабые CD8+Т-кле точ-
ные ответы и нуждаются в адъювантах для увеличения 
иммуногенности. Вакцины, направленные на неоан-
тигены, создаются с использованием химически 
синтезированных пептидных антигенов, присущих 
индивидуально каждому пациенту. F. Qiu и соавт. 
изучили электростатически стабильные полиплексные 
наночастицы (наноплексы), которые получали при 
смешивании декализинмодифицированных анти-
генных пептидов и полипропилакриловой кислоты 
(pPAA), полианиона с рН-зависимой мембрано-
дестабилизирующей активностью. Эти наноплексы 
увеличивали и пролонгировали захват антигена и его 
презентацию MHC-I молекулами, экспрессируемыми 
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ДК, приводя к увеличению активации CD8+ Т-кле-
ток. При интраназальном пути иммунизации нано-
плексные вакцины ингибировали формирование 
метастазов в легкие на модели мышиной меланомы 
В16. Кроме того, наноплексные вакцины синергич-
ны с адъювантом α-галактозилкерамидом (α-GalCer) 
в стимуляции выраженных CD8+ Т-клеточных отве-
тов, они значительно увеличивали время выживае-
мости мышей с развившейся меланомой [33]. Таким 
образом, пептид/рРАА наноплексы могут быть пер-
спективны при разработке неоантигенных противо-
опухолевых вакцин.

Еще один вид адъювантов на основе липидов – 
иммуностимулирующие комплексы, состоящие из 
сапонинов растения Quillajia saponaria, холестерина 
и фосфолипида, которые имеют клеткоподобную 
структуру диаметром около 40 нм. Из-за удобной 
структуры они могут обеспечивать эффективную 
доставку антигена в клетки, приводя к индукции 
антигенспецифичного клеточного и длительного 
гуморального иммунного ответов [34]. Механизм 
действия иммуностимулирующих комплексов вклю-
чает прямое взаимодействие с ДК для обеспечения 
кросс-презентации антигена, вызывая индукцию 
сильных антигенспецифичных CD4+ и CD8+ Т-кле-
точных ответов. Иммуностимулирующие комплексы 
ISCOMATRIX использовали как адъюванты в кли-
нических испытаниях противоопухолевых вакцин 
у пациентов с NY-ESO+-опухолями [35, 36]. В 2015 г. 
A. Silva и соавт. показали, что вакцины с иммуности-
мулирующим комплексом ISCOMATRIX в комбина-
ции с агонистами TLR3 и TLR9 могут быть перспек-
тивной иммунотерапетической противоопухолевой 
стратегией, поскольку такая комбинация приводила 
к снижению роста опухолей на мышиных моделях 
меланомы, карциномы поджелудочной железы 
и предстательной железы, причем для терапевтиче-
ского эффекта было важно наличие в качестве адъю-
ванта именно ISCOMATRIX [37].

Адъюванты-стимуляторы врожденного иммунитета
Исследования последних лет выявили необходи-

мость активации врожденного иммунитета для раз-
вития противоопухолевого иммунного ответа [38]. 
Распознавание чужеродных антигенов, а также опу-
холеассоциированных антигенов, врожденной иммун-
ной системой обеспечивается группой паттернрас-
познающих рецепторов (PRRs), экспрессирующихся 
в ДК и макрофагах. PRRs распознают чужеродные 
молекулы, такие как патогенассоциированные моле-
кулярные паттерны (PAMPs), и молекулярные пат-
терны, ассоциированные с повреждением/опасно-
стью (DAMPs), высвобождающиеся при смерти 
клеток или клеточном стрессе. Это приводит к ин-
дукции воспалительного ответа с продукцией про-

воспалительных цитокинов, которая вызывает гене-
рацию выраженного врожденного и приобретенного 
иммунных ответов против опухоли. Механизмы, 
с помощью которых сигнальные пути PPRs могут 
разрушить иммунотолерантность антигенпрезенти-
рующих клеток к опухолеассоциированным антиге-
нам, включают увеличение количества костимуля-
торных молекул, таких как CD80, CD86, CD40, 
и индукцию ИФН 1-го типа [39].

PPRs разделяют на семейства согласно их струк-
турной гомологии: TLRs (toll-like receptors), RLRs 
(retinoic acid-inducible gene I (RIG-1) – like receptors), 
NLRs (nucleotide-binding oligomerization domain 
(NOD) – like receptors) и CLRs (C-type lectin receptors). 
Семейство TLR – одно из самых больших и хорошо 
изученных с точки зрения известных лигандов, сиг-
нальных путей и функциональной значимости [3]. 
Лиганды TLR приобрели большое значение в имму-
нотерапии опухолей как адъюванты вакцинотерапии 
и как самостоятельные лекарственные препараты.

В связи с тем, что PAMPs и DAMPs имеют высо-
кую способность стимулировать клеточно-опосредо-
ванный иммунитет, они широко исследуются в каче-
стве адъювантов для противоопухолевых вакцин. 
Например, агонист TLR4 – монофосфорил липид А, 
модифицированное производное липополисахарида, 
обеспечивает усиление иммунного ответа и является 
компонентом разрешенной к применению вакцины 
против рака шейки матки [40, 41].

Проведено много исследований агонистов TLR7/ 
TLR8 в качестве адъювантов противоопухолевых 
вакцин. TLR7 распознает вирусную одноцепочечную 
РНК и производные имидазоквинолина, к которым 
относятся препараты ресиквимод и имиквимод.

Имиквимод разрешен к применению для анти-
вирусной терапии генитальной кандиломы, а также 
для лечения предраковых повреждений кожи (акти-
нического кератоза) [42]. Жидкая лекарственная форма 
на основе имиквимода – TMX-101 (Vesimune) – про-
ходила в 2015 г. II фазу клинических испытаний для 
лечения неинвазивного рака мочевого пузыря [43]. 
Механизм действия имиквимода не до конца изучен, 
известно, что он вызывает индукцию ИФН 1-го 
типа через активацию TLR7-MyD88-IRF7 сигналь-
ных путей. При изучении комбинированного эф-
фекта агониста TLR7 имиквимода и дендритнокле-
точной вакцины против мышиной меланомы S. Ren 
и соавт. обнаружили, что нанесение имиквимода 
в виде крема на кожу вызывает воспаление и увели-
чение поступ ления ДК в дренирующие лимфатиче-
ские узлы. Имиквимод усиливал эффективность 
дендритноклеточной вакцины против B16-OVA 
меланомы. Сочетанное использование имиквимода 
и дендритноклеточной вакцины усиливало цитоток-
сичность лимфоцитов селезенки в отношении 
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опухолевых клеток и ингибировало продукцию 
CD4+FOXP+Трег-клеток. Экспрессия мРНК TLR7 
была подтверждена в MC/9 тучных клетках и в ДК. 
Клетки MC/9, обработанные растворимой формой 
имиквимода R837, увеличивали экспрессию на ДК 
CD80, CD86, MHC-II и CCR7. Также R837 ингиби-
ровал рост клеток B16-OVA in vitro. Полученные 
в результате этой работы данные подтвердили, что 
имиквимод может быть использован как потенци-
альный адъювант для противоопухолевых дендритно-
клеточных вакцин [44]. D. Paßlick и соавт. выявили, 
что комбинация производного имидазоквинолина 
ресиквимода (R848) и мурамилдипептида (MDP) 
обладает дополняющим друг друга иммуностимули-
рующим эффектом [45]. Этой группой ученых были 
созданы нанокапсулы на основе сперминмодифици-
рованных декстрановых наночастиц, содержащие 
антиген с комбинацией адъювантов. Данная нано-
вакцина вызывала стимуляцию ДК и антигенспеци-
фическую пролиферацию CD4+ и CD8+ Т-клеток.

В исследовании [46] показали, что агонист TLR7/8 
ресиквимод (R848) значительно снижал рост клеток 
острого миелоидного лейкоза человека у иммуноде-
фицитных мышей, вызывая активацию TLR8, кото-
рая приводила к дифференцировке и ингибированию 
роста клеток по сигнальному пути TLR8/MyD88/p38.

K. Chen и соавт. исследовали индукцию спе-
цифических Т-клеток у больных гепатоцеллюляр-
ной карциномой при использовании нановакцины 
LPMan-GPC3/CL097 на основе маннозилированных 
липосом с глипиканом-3 (GPC3), одним из клю-
чевых тканевых маркеров, который помогает отли-
чать злокачественные и доброкачественные изме-
нения печени у больных циррозом. В качестве 
адъюванта использовали агонист TLR7/8 CL097 
[47]. Иммунизация LPMan-GPC3/CL097 вызывала 
образование GPC3-специфичных CD4+ ИФНγ- 
и CD8+ ИФНγ-продуцирующих T-клеток в селезенке 
и печени, которые удаляли GPC3-экспрессирующие 
опухолевые клетки.

TLR9 – эндосомальный TLR, распознающий 
внутриклеточные молекулы ДНК микробного про-
исхождения по наличию неметилированных повто-
ров CpG. CpG ODN (олигодинуклеотид, содержащий 
неметилированные CpG повторы) – синтетический 
лиганд TLR9, способный активировать сигнальный 
путь TLR9-MyD88-IRF7, приводящий к индукции 
ИФН 1-го типа, и через активацию сигнального пути 
TLR9-MyD88-NFkB индуцирующий продукцию 
провоспалительных цитокинов иммунными клетка-
ми [48].

Клинические испытания CpG ODN в качестве 
иммунотерапевтического агента у онкологических 
больных при меланоме или немелкоклеточном раке 
легкого подтвердили, что комбинация с химиотера-

пией или монотерапия CpG ODN может индуциро-
вать противоопухолевые иммунные ответы, которые 
коррелируют с клиническим исходом [49]. B. Temizoz 
и соавт. изучили возможность применения в качестве 
адъюванта противоопухолевых вакцин комбинацию 
CpG ODN и стимулятора гена ИФН STING, и пока-
зали синергизм их действия; в комбинации адъюван-
ты индуцировали иммунный ответ и уменьшали рост 
опухоли у мышей [50]. Однако раскрытие потенциа-
ла CpG ODN в качестве адъюванта для противоопу-
холевых вакцин или противоопухолевого агента тре-
бует дальнейших исследований [49].

Большой интерес как адъюванты противоопухо-
левых вакцин представляют агонисты TLR3: в ряде 
работ как в доклинических исследованиях на живот-
ных моделях, так и в клинических испытаниях пока-
зано, что они повышают вакциноиндуцированные 
противоопухолевые иммунные ответы и обеспечива-
ют удаление опухоли [51].

Лиганды TLR3 – полирибоинозиновая-полири-
боцитидиловая кислота (Polyriboinosinic – polyribocy-
tidylic acid, poly(I:C) и ее производное poly-ICLC 
(Хилтонол, Hiltonol™), представляющий собой poly(I:C), 
стабилизированную поли-L-лизином и карбоксиме-
тилцеллюлозой, – синтетические имитаторы поли-
меров вирусной двуцепочечной РНК со схожим ме-
ханизмом действия. Они включены в перечень 
иммунотерапевтических агентов Национального 
института рака (National Cancer Institute, США) как 
агенты с высоким потенциалом к усилению эффекта 
противоопухолевой иммунотерапии [52]. В настоя-
щее время проходят испытания различные стратегии, 
включающие poly(I:C)/poly-ICLC в вакцинотерапию 
рака, цель которых максимально стимулировать 
противоопухолевый иммунный ответ.

Исследования in vitro показали, что poly(I:C) 
эффективно способствует созреванию и активации 
ДК, стимулирует Т-клетки, обеспечивает цитоток-
сичность NK-клеток, повышает кросс-презентацию 
ДК и стимулирует ДК-NK-взаимодействие. Кроме 
того, poly(I:C) индуцирует секрецию провоспали-
тельных цитокинов как опухолевыми клетками, так 
и различным иммунными клетками [51]. В экспери-
ментах на мышах было показано, что из всех агони-
стов TLR poly(I:C) является наиболее эффективным 
индуктором ИФН 1-го типа [53].

Кроме того, оказалось, что некоторые опухолевые 
клетки имеют рецепторы TRL3, RIG-I и MDA5, на 
которые может воздействовать poly(I:C) и вызывать 
ингибирование опухолевого роста и индукцию апо-
птоза [54]. Однако в работе [55] показано, что in vitro 
гибель опухолевых клеток была вызвана poly(I:C) – 
опосредованным воздействием цитокинов и актива-
цией моноцитов. При внутриопухолевом введении 
poly(I:C) мышам наблюдали гибель опухолевых клеток 
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и снижение роста опухоли, независимо от активации 
TLR-сигнальных путей в опухолевых клетках.

Многочисленные доклинические исследования 
показали, что использование poly(I:C)/poly-ICLC как 
отдельного адъюванта в различных антигенсодержа-
щих вакцинах приводило к усилению индукции 
Т-клеток, специфичных к опухолеассоциированным 
антигенам. Рoly(I:C)/poly-ICLC-содержащие вакцины 
снижали опухолевый рост во всех исследованиях, 
независимо от пути введения. Также эффект poly(I:C)/ 
poly-ICLC изучали в комбинации с другими адъю-
вантами. B. Bayyurtи соавт. разработали липосомаль-
ную систему доставки белкового антигена, в которую 
включили poly(I:C) и агонист TLR9 CpG ODN, 
экспрессирующий неметилированные CpG повторы) 
[56]. Исследование противоопухолевого потенциала 
вакцины показало, что она значительно увеличивает 
продукцию цитокинов в клетках селезенки мышей, 
вызывает активацию и созревание ДК; иммунизация 
мышей обеспечивала длительный противоопухоле-
вый постинъекционный иммунитет и снижение про-
грессии опухоли [56].

В работе H. T.T. Duong и соавт. описана система 
доставки ДНК вакцин, в которой наноинженерная 
ДНК-вакцина с адъювантом poly(I:C) загружена 
в микроиглы из двуслойных ультра-рН-чувствитель-
ных компонентов [57]. В испытаниях на мышах по-
казали, что вакцина с новой системой доставки более 
эффективна по сравнению со свободной формой, 
она вызывала отторжение опухолей у мышей и акти-
вировала гуморальный и клеточный иммунитет.

Первые клинические исследования poly(I:C) 
в ка честве препарата для лечения рака проводили 
в 1970 годы, но они показали отсутствие положитель-
ного эффекта на исход заболеваний, возможно, из-за 
короткого времени полувыведения [51]. Стабилизи-
рованная форма – poly-ICLC – обеспечивала 5- или 
10-кратную устойчивость к гидролизу в сыворотке 
приматов и индуцировала значимые уровни сыворо-
точного ИФН [58]. Однако увеличение стабильности 
привело к усилению токсичности, которая проявля-
лась лихорадкой, гипотензией, синдромом артралгии- 
миалгии, снижением количества клеток крови, гриппо-
подобными симптомами, почечной недостаточностью, 
болью в костях, изменениями в печени, костном 
мозге и центральной нервной системе. Токсические 
эффекты poly-ICLC были облегчены снижением 
внутривенных дозировок или внутримышечным 
введением. Пилотное исследование, проведенное 
A. M. Salazar и соавт., показало безопасность и эффек-
тивность низких доз poly-ICLC при внутримышечном 
введении пациентам со злокачественной глиомой [59].

Созданы модификации poly(I:C) с более опти-
мизированной доставкой и минимизированными 
побочными эффектами [60]. Амплиген, poli-I:C – 

Poly(I:C12C), нетоксичный аналог poly(I:C) с заме-
ненными однонуклеотидными основаниями (G и U), 
что повысило его устойчивость к гидролизу и снизи-
ло токсичность [61].

В противоположность применению poly(I:C) 
и его модификаций в качестве лекарственных препа-
ратов, клиническая оценка их как адъювантов про-
тивоопухолевых вакцин был начата только около 
10 лет назад. В ряде исследований poly-ICLC исполь-
зовали в качестве адъюванта в дендритноклеточных 
вакцинах для лечения больных глиомой [62, 63]. В ра-
ботах 2017 г. приводятся многообещающие результаты 
клинических испытаний неоантигенных персонали-
зированных пептидных или РНК-вакцин для лечения 
меланомы, в которых в качестве адъюванта использо-
вали лиганд TLR3 poly-ICLC (Хилтонол) [6, 7].

В ряде исследований poly-ICLC сочетали с други-
ми стимуляторами иммунитета, например ГМ-КСФ 
или агонистом TLR7/8 ресиквимодом [64, 65], мон-
танидом ISA-51 [66]. Результаты клинических испы-
таний poly-ICLC в вакцинотерапии опухолей пока-
зывают, что этот адъювант безопасен и хорошо 
переносим [51].

Заключение
Адъюванты – ключевые компоненты противо-

опухолевых вакцин, так как они усиливают иммун-
ные ответы на вакцинацию. Помимо использования 
в качестве вспомогательных компонентов вакцин, 
некоторые адъюванты, например лиганды TLR3 
или TLR7/8, могут быть использованы в качестве 
противоопухолевых агентов для иммунотерапии ра-
ка. Несмотря на многообещающие результаты кли-
нических испытаний новых противоопухолевых вак-
цин, на данный момент существует только несколько 
адъювантов, разрешенных к использованию.

Механизмы, с помощью которых адъюванты 
обеспечивают противоопухолевый иммунный ответ, 
основываются на стимуляции врожденного иммуни-
тета через паттернраспознающие рецепторы, через 
которые реализуется развитие приобретенных им-
мунных ответов против опухоли. При этом некото-
рые адъюванты могут обеспечивать развитие проти-
воопухолевого иммунного ответа путем эффективной 
доставки антигена и/или адъюванта в опухоль или 
в антигенпрезентирующие клетки. Сегодня суще-
ствует 2 направления развития адъювантов для про-
тивоопухолевых вакцин: 1-е – поиск новых соедине-
ний с адъювантной активностью, 2-е – оптимизация 
известных сегодня адъювантов и исследование раз-
личных комбинаций адъювантов. Исследования 
на животных, а также клинические испытания под-
твердили, что комбинации адъювантов, способных 
активировать множественные PRRs, гораздо более 
эффективны, чем их одиночное применение.
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Биомаркеры Почечно-клеточноГо рака

С. а. ашуба, Э. Ш. Соломко, д. а. Хоченков, а. а. осипова, е. в. Степанова
ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Саида Анатольевна Ашуба Zanda82@mail.ru

Почечно-клеточный рак (ПКР) занимает первое место по смертности среди урогенитальных опухолей и является самым 
распространенным заболеванием после рака предстательной железы и мочевого пузыря. Раннее выявление ПКР позволяет 
сразу проводить адекватное лечение и тем самым существенно увеличивать выживаемость пациентов. В случае бессим-
птомного протекания своевременная диагностика ПКР на ранних стадиях, как правило, затруднена. На сегодняшний день 
проблема поиска молекулярных маркеров светлоклеточного ПКР, позволяющих определить стадию, метастатический по-
тенциал и прогноз заболевания, подобрать схему лечения остается актуальной. Особый интерес представляют биомаркеры 
раннего выявления ПКР и его метастатического потенциала, а также маркеры, которые могут быть получены неинвазив-
ными или минимально инвазивными методами. В данном обзоре представлены современные способы диагностики ПКР с по-
мощью биомаркеров.

Ключевые слова: почечно-клеточный рак, биомаркеры, ангиогенез, таргетная терапия

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-4-45-51

BIOMARKERS OF RENAl CEll CARCINOMA

S. A. Aschuba, E. S. Solomko, D. A. Khochenkov, A. A. Osipova, E. V. Stepanova

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Renal cell carcinoma (RCC) ranks first in mortality among urogenital tumors and is the most common disease after prostate and bladder 
cancer. Early detection of RCC allows immediately undertaking appropriate treatment, which significantly increases the survival of pa-
tients. In the case of the asymptomatic RCC, timely diagnosis in the early stages is usually difficult. To date, the problem of searching for 
molecular markers of clear cell RCC, which allows to determine the stage, metastatic potential and prognosis of disease, or select a treat-
ment regimen remains topical. Of particular interest are early-stage biomarkers of RCC and its metastatic potential, as well as markers 
that can be obtained by non-invasive or minimally invasive methods. This review presents modern methods for diagnosing RCC using 
biomarkers.

Key words: renal cell carcinoma, biomarkers, angiogenesis, targeted therapy

Введение
Почечно-клеточный рак (ПКР) составляет 90 % 

всех злокачественных опухолей почек и представ ляет 
собой одно из наиболее распространенных злока-
чественных новообразований. В 2015 г. в США за-
регистрировано примерно 61 560 новых случаев 
и 14 080 смертей [1], а в России – 22 846 новых слу-
чаев и 8511 смертей. Мужчины страдают от этой па-
тологии в 2 раза чаще, чем женщины, при этом пик 
заболеваемости приходится на возраст 50–70 лет [2].

Светлоклеточный почечно-клеточный рак (СКПКР) 
является наиболее распространенным гистологиче-
ским типом ПКР (80–90 %) и имеет худший прогноз 
выживаемости по сравнению с другими типами это-
го рака [3]. Гиперваскуляризация, наблюдаемая 
при СКПКР, происходит в результате инактивации 
гена VHL, который, в свою очередь, приводит к ин-

дукции ряда генов: VEGF, PDGF, TGF, ферментов 
CA9, MMP3, MMP9, цитокинов интерлейкинов 8, 
12, ФНО-α и других молекул [4]. В результате смеще-
ния баланса между проангиогенными и антиангио-
генными факторами активируется опухолевый рост 
и процессы метастазирования. Установление меха-
низмов, лежащих в основе патогенеза СКПКР, по-
служило толчком для активного изучения вышепере-
численных сигнальных молекул в качестве маркеров 
опухолевого роста и метастазирования ПКР.

С появлением технологий геномного профили-
рования и таргетной терапии биомаркеры играют все 
более важную роль в лечении больных раком. 
По определению ВОЗ [5] «биомаркером является 
любое вещество, структура или процесс, которые 
могут быть измерены в организме или в продуктах 
его жизнедеятельности и могут прогнозировать или 
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влиять на частоту возникновения или исход заболе-
вания». В клинической онкологии биомаркер злока-
чественных опухолей должен определять не только 
риск развития рака, локализацию опухоли, степень 
распространенности заболевания, но и потенциаль-
ный ответ на терапию, что очень важно при разра-
ботке стратегии персонализированного лечения.

В зависимости от цели использования биомарке-
ры рака могут быть классифицированы по следую-
щим категориям [6].

1. Диагностические биомаркеры. Используются для
определения наличия заболевания и локализа-
ции опухоли.

2. Прогностические биомаркеры. Предсказывают
характер течения болезни (рецидив или прогресси-
рование заболевания) в будущем и выживаемость. 
Прогностические маркеры связаны с опухолевой 
клеточной пролиферацией, дифференцировкой, 
ангиогенезом, инвазией или метастазированием.

3. Предиктивные биомаркеры. Позволяют предска-
зывать реакцию (клинический эффект, безреци-
дивный период, выживаемость) на конкретные 
терапевтические вмешательства, а также токсич-
ность различных видов планируемого лекарствен-
ного лечения. Предиктивные маркеры напрямую 
связаны с молекулярной мишенью для таргетного 
препарата, каскадом внутриклеточных сигналов.
Необходимо учитывать, что эта классификация 

условная, так как одни и те же биомаркеры могут 
обладать как прогностическими, так и предиктивны-
ми свойствами. В качестве первой линии лечения 
метастатического ПКР, представляющего собой ва-
скуляризированную опухоль, рекомендовано лече-
ние антиангиогенными препаратами, ингибирущими 
мультитирозинкиназную активность. Поэтому при-
менение предиктивных маркеров, определяющих 
васкулярный статус опухоли, имеет большое значе-
ние. В этой статье мы рассматриваем перспективные 
биомаркеры для выбора таргетной терапии и мони-
торинга эффективности лечения.

Мутации в гене VHL
Мутации и аберрантное метилирование гена VHL 

специфичны для СКПКР и являются ранним гене-
тическим событием в канцерогенезе. Однако вопрос 
о прогностической значимости этого маркера оста-
ется открытым, так как его использование для про-
гнозирования СКПКР дало противоречивые резуль-
таты [7, 8]. Было проведено 2 крупных исследования, 
в одном из которых выявили, что мутации гена VHL 
ассоциируются с улучшением выживаемости боль-
ных, особенно на ранних стадиях СКПКР, тогда как 
в другом, наоборот, больные с такой мутацией имели 
худшие прогноз и общую выживаемость. Так, в пер-
вом исследовании у 187 пациентов со СКПКР, 

подвергшихся радикальной нефрэктомии, мутации 
в гене VHL были обнаружены в 58 % случаев (46 % 
составляли делеции, 30 % – миссенс-мутации, 16 % – 
вставки и 6 % – нонсенс-мутации) и только в 5,3 % 
случаев – гиперметилирование VHL. Однофакторный 
регрессионный анализ показал, что наличие мутаций 
в гене VHL коррелирует с лучшей онкоспецифиче-
ской (p = 0,23) и безрецидивной выживаемостью 
(p = 0,24) больных со стадиями I–III и никак не кор-
релирует с выживаемостью больных с IV стадией 
СКПКР (p = 0,76) [9]. Во 2-м исследовании был 
также проведен однофакторный регрессионный ана-
лиз выживаемости 113 больных со СКПКР, 34 % 
из которых имели соматические мутации в гене VHL. 
Было показано, что клинический исход у пациентов 
с мутациями и без мутаций в гене VHL практически 
не имел отличий, однако худший прогноз наблюдал-
ся в подгруппе пациентов с мутациями VHL, связан-
ными со сдвигом рамки считывания, приводящими 
к синтезу нефункциональных укороченных VHL-
белков (p = 0,02) [10, 11].

Примечательно, что в другом исследовании у паци-
ентов с метастатическим СКПКР, имеющих мутацию 
VHL, также связанную с утратой функции VHL-бел-
ков, частота ответа на таргетную анти-VEGF-тера-
пию была выше по сравнению с пациентами, имею-
щими дикий тип гена VHL (52 % против 31 %, p = 0,04). 
Однако никаких различий в безрецидивной и общей 
выживаемости между этими 2 группами пациентов 
не выявлено [12].

При сравнении активационного статуса гена VHL 
с клиническим ответом у 43 пациентов, получавших 
комбинированную терапию интерферон + беваци-
зумаб, было обнаружено, что пациенты с мутантным 
или гиперметилированным VHL имели более про-
должительное среднее время до прогрессирования – 
13,3 мес против 7,4 мес у пациентов с диким типом 
VHL (p = 0,06) [13].

Терапия пазопанибом у 78 пациентов со СКПКР 
также показала отсутствие связи между статусом гена 
VHL и объективным ответом или безрецидивной вы-
живаемостью [14] получавших сорафениб [15].

Результаты всех перечисленных исследований 
свидетельствует о том, что VHL является не един-
ственной детерминантой СКПКР, которая определя-
ет ответ на терапию. Если учитывать, что более чем 
в половине случаев у пациентов со СКПКР происхо-
дит инактивация гена VHL, остается неясной воз-
можность достоверного использования данного био-
маркера в качестве значимого инструмента для 
прогнозирования клинического ответа.

Карбоангидраза IX (CA-IX)
Карбоангидразы (Carbonic anhydrase, СА) – транс-

мембранные ферменты, которые играют важную роль 
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в регуляции рН, катализируя обратимые реакции 
угольной кислоты в гидрокарбонат и протон. CA-IX 
не представлена в здоровой почечной ткани, но при 
этом присутствует почти во всех гистологических 
подтипах ПКР, накапливаясь под действием гипок-
сии в результате инактивации гена VHL. Чаще всего 
(86–95 %) СА-IX встречается в светлоклеточных 
опухолях почек, тогда как в онкоцитомах, хромофоб-
ном и папиллярном типах ее экспрессия значительно 
ниже [16]. Экспрессия CA-IX может быть обнаруже-
на в опухоли с помощью иммуногистохимии, в кро-
ви и ткани с помощью ELISA-анализа и RT-PCR. 
Потеря экспрессии CA-IX является неблагоприят-
ным фактором прогноза при СКПКР, связана с раз-
витием метастазов и рецидива заболевания, низкой 
выживаемостью без прогрессирования [17, 18]. По-
казано, что у пациентов с метастатическим СКПКР, 
получавших сунитиниб, высокий уровень экспрес-
сии CA-IX коррелирует с хорошим ответом на ле-
чение и более длительной общей выживаемостью 
[19]. В другом исследовании показано, что у паци-
ентов, получавших темсиролимус и бевацизумаб, 
высокий уровень СА-IX в сыворотке значимо ас-
социируется с более короткой общей выживае-
мостью [20].

При изучении прогностического значения экс-
прессии CA-IX в опухоли у 94 пациентов с метастати-
ческим СКПКР, получавших сорафениб или сунити-
ниб, было обнаружено, что у пациентов независимо 
от выраженности экспрессии CA-IX в опухоли наблю-
далось сходное сокращение размеров новообразова-
ния (p = 0,38). Кроме того, экспрессия CA-IX не была 
связана с частотой ответа (p = 1,0), продолжительно-
стью лечения (p = 0,23) и общей выживаемостью 
(p = 0,43) [21]. В клиническом исследовании TARGET 
оценка прогностической значимости CA-IX не выя-
вила корреляции между степенью экспрессии этого 
биомаркера и выживаемостью без прогрессирования 
(5,5 против 5,4 мес, при высоком уровне CA-IX про-
тив низкого, p = 0,97) или между размеров опухоли 
(–14,9 против –12,6 %, p = 0,63) у пациентов, полу-
чавших сорафениб по сравнению с пациентами, 
получавшими плацебо [15].

В то же время многофакторный анализ позволил 
установить, что положительное окрашивание CA-IX 
является независимым прогностическим фактором 
для более длительной общей выживаемости больных, 
получавших сунитиниб [20]. В дальнейшем этот ре-
зультат подтвердился при многофакторном анализе, 
показавшем, что повышение экспрессии СА-IX по-
сле терапии сунитинибом связано с более длитель-
ной выживаемостью (отношение рисков (ОР) = 0,48, 
р = 0,02), тогда как низкая экспрессия СА-IX – 
с плохим прогнозом и возможным развитием рези-
стентности [22].

HIF
HIF-1 – транскрипционный фактор, обеспечи-

вающий повышение экспрессии VEGF и рецепторов 
VEGF в ответ на гипоксию. Кроме того, HIF-1 изме-
няет экспрессию генов, контролирующих транспорт 
глюкозы и гликолиз, что обеспечивает адаптацию 
клеток к условиям гипоксии. Ряд данных свидетельст-
вует о том, что HIF-1α и HIF-2α играют разные роли 
в опухолевом генезе почек. Показано, что HIF-2α, 
но не HIF-1α, имеет решающее значение для роста 
VHL–/– ПКР in vivo [23]. HIF-1α стимулирует гены 
гликолитического пути метаболизма и блокирует 
анаболический биосинтез [24, 25]. В то же время 
HIF-2α активирует TGF-α [26]. Следует отметить, что 
HIF-2α индуцирует пролиферацию опухолевых кле-
ток путем индукции транскрипционной активности 
c-Myc [27]. Данные из вышеперечисленных исследо-
ваний позволяют заключить, что именно HIF-2α яв-
ляется основным онкогенным фактором при СКПКР.

В нескольких исследованиях показано, что вы-
сокая экспрессия HIF-1α коррелирует с низкой об-
щей выживаемостью больных метастатическим 
СКПКР [28, 29]. В частности, показано, что выжи-
ваемость пациентов с высокой экспрессией HIF-1α 
(>35 %) в опухоли была короче выживаемости паци-
ентов с низкой экспрессией HIF-1α (≤ 35 %). Меди-
ана выживаемости составила 13,5 мес против 24,4 мес 
соответственно [28].

Кроме того, установлено, что повышенная экс-
прессия как HIF-1α, так и HIF-2α в образцах СКПКР 
коррелирует с более высокой вероятностью объектив-
ного ответа на прием сунитиниба [30]. Пациенты 
с опухолями, выражающими высокий уровень HIF-1α 
(р = 0,003) или HIF-2α (p = 0,001), были более склон-
ны к достижению объективного клинического отве-
та на сунитиниб (76 %) по сравнению с опухолями 
с низким уровнем HIF (13 %). Однако эти данные 
были получены на ограниченном числе пациентов, 
включенных в исследование, и требуют подтвержде-
ния в независимых исследованиях.

VEGF и PDGF
VEGF (Vascular endothelial growth factor, фактор 

роста эндотелия сосудов) – семейство белков (VEGF-A, 
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D и PGF), которые регу-
лируют ангиогенез и лимфангиогенез у млекопита-
ющих путем специфического связывания с рецепто-
рами с тирозинкиназной активностью (VEGFR-1, -2 
и -3) на поверхности клеток. Наиболее изученный 
лиганд VEGF-A связывается с рецепторами VEGFR-1 
(Flt-1) и VEGFR-2 (KDR/Flk-1), что приводит к ди-
меризации рецептора и передаче сигнала [20].

Было проведено несколько независимых иссле-
дований, посвященных диагностической значимости 
динамики содержания VEGF в крови больных ПКР. 
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Показано, что уровень VEGF в плазме крови корре-
лирует со степенью и стадией ПКР, а также с нали-
чием метастазов. Уровень VEGF значительно выше 
у пациентов со СКПКР по сравнению с контрольной 
группой. Кроме того, обнаружено, что высокий уро-
вень VEGF у пациентов коррелирует с более корот-
ким безрецидивным периодом и с уменьшением 
общей выживаемости. Показано, что исходный уро-
вень VEGF определяет длительность безрецидивной 
и общей выживаемости у пациентов после хирурги-
ческого лечения метастатического ПКР. В несколь-
ких рандомизированных клинических испытаниях 
таргетных препаратов было также показано, что па-
циенты с метастатическим ПКР с исходно высоким 
содержанием VEGF в крови имели более неблаго-
приятный прогноз. Так, высокие значения VEGF 
ассоциировались с плохой общей выживаемостью 
и выживаемостью без прогрессирования у больных, 
получавших сунитиниб или интерферон альфа, тогда 
как исходно низкие значения VEGFR и VEGF зна-
чимо ассоциировались с более длительной выжива-
емостью без прогрессирования у больных, получав-
ших сунитиниб [31]. Обнаружено, что сунитиниб 
может вызывать дозозависимое обратимое повыше-
ние содержания VEGF-A в крови здоровых доноров 
и мышей без опухоли. В клинической ситуации это 
может привести к маскировке реальных значений 
VEGF, вызванных заболеванием, что делает сомни-
тельной возможность использования этого маркера 
для предсказания эффективности таргетной терапии 
[20, 32]. Использование VEGF в качестве независи-
мого прогностического маркера осложняется еще 
и тем фактом, что обычно VEGF содержится в высо-
ких концентрациях в тромбоцитах. Поэтому во время 
лизиса тромбоцитов концентрация VEGF в сыворот-
ке увеличивается и определение нетромбоцитарного 
VEGF, специфичного для процессов ангиогенеза 
опухоли, осложняется.

Рецептор тромбоцитарного фактора роста (Platelet- 
derived growth factor) PDGF (PDGFR) обладает тиро-
зинкиназной активностью и бывает 2 типов – α и β, 
которые кодируются разными генами. α-тип связы-
вается с PDGF-АА, PDGF-BB и PDGF-AB, а β-тип 
PDGFR связывается с PDGF-BB и PDGF-АВ. Ре-
цепторы являются важными белками, регулирующи-
ми пролиферацию, дифференцировку, рост клеток 
в онкогенезе. Анализ периваскулярного статуса ПКР 
выявил обратную зависимость между экспрессией 
PDGFR и низкой плотностью сосудов в опухоли 
и выживаемостью больных [33].

При многофакторном анализе экспрессии тка-
невых PDGFRα и VEGFR1 не установлены корреля-
ции с выживаемостью без прогрессирования у боль-
ных, леченных сунитинибом и сорафенибом [18]. 
В то же время в другом исследовании показано, 

что высокая экспрессия PDGFRB ассоциировалась 
с лучшим объективным ответом на лечение сунити-
нибом [34].

Матриксные металлопротеиназы  
(Matrix metalloproteinases, MMP)
MMP представляют собой семейство протеаз, 

в котором MMP2 и MMP9 (называемые также жела-
тиназами 72 kd и 92 kd) приписывается центральная 
роль в протеолитической деградации базальной 
мембраны и внеклеточного матрикса при инвазии 
малигнизированных клеток. MMP способствуют 
формированию микроокружения для роста опухоли 
на ранних стадиях туморогенеза и метастазированию 
на поздних стадиях.

Большинство MMP вырабатывается в качестве 
латентных проэнзимов, которые активируются 
во внеклеточном состоянии через протеолитическое 
расщепление. Активность MMP уравновешивается 
специфическими тканевыми ингибиторами метал-
лопротеиназ (TIMP), причем связывание TIMP-1 
с проMMP9, а TIMP-2 и TIMP-4 с проMMP2 предот-
вращает их последующую активацию. MMP9 спо-
собна деградировать коллаген 4 типа – главный 
структурный компонент базальной – и увеличивать 
активность проангиогенных факторов, таких как VEGF 
и TGF-β. Показано, что высокая экспрессия MMP9 
и высокий уровень ее желатинолитической активно-
сти были связаны с плохой выживаемостью и высо-
кой частотой метастазирования у больных ПКР. 
MMP9 может рассматриваться как прогностический 
фактор выживаемости без прогрессирования у боль-
ных с ПКР [35]. Кроме того, показано, что экспрессия 
MMP9 статистически значимо коррелирует с града-
цией СКПКР по морфологии клеточного ядра [27].

Биспецифические фосфатазы МАР-киназ
Аберрантная активность МАР-киназного каска-

да выявлена в опухолях различного происхождения. 
В последнее время большое внимание уделяется 
негативным регуляторам МАР-киназ – фосфатазам 
МАР-киназ (МКР). Эти фосфатазы, которые отно-
сятся к семейству биспецифических протеинфосфа-
таз, инактивируют МАР-киназы, дефосфорилируя 
последние по тирозиновым и треониновым остаткам. 
Блокада этого пути является целью уже используе-
мых и разрабатываемых новых таргетных препаратов 
для терапии рака. На сегодняшний день из всех MKP 
наиболее изучена MKP-1/DUSP1, которая экспрес-
сируется во время эмбрионального развития в пла-
центе и печени; постнатально высокий уровень 
мРНК определяется в почках. При анализе профи-
ля экспрессии более чем 200 генов в нормальных 
и клетках СКПКР методом эррей-гибридизации 
обнаружено значительное снижение в опухоли 
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уровня транскрипционной активности фосфатазы 
DUSP9/MKP4. Значительное снижение активности 
гена DUSP9 у пациентов со СКПКР на I стадии и не-
измененный уровень экспрессии гена в доброкаче-
ственных опухолях почки позволяют рассматривать 
DUSP9 в качестве одного из диагностических марке-
ров для раннего выявления злокачественных опухолей 
почки [36].

Опухолевая М2-пируваткиназа (M2-ПК)
Димерная форма опухолевой M2-ПК представ-

ляет собой один из наиболее перспективных биомар-
керов для раннего выявления рака почек. Изоформа 
M2-ПК – ключевой фермент, катализирующий ли-
митирующую конечную реакцию гликолиза. ПК 
здоровой клетки состоит из 4 субъединиц и существу-
ет в нескольких изоформах (L, R, M1, M2), отличаю-
щихся своими свойствами и тканеспецифичностью. 
Тип L обнаруживается в печеночных и почечных 
проксимальных канальцах, тип R – в эритроцитах, тип 
M1 – в мышцах и головном мозге, тип M2 – в легких. 
Однако только тип M2-ПК обнаруживается в опухо-
левой клетке. При этом было показано, что на ран-
них стадиях ПКР чувствительность к данному мар-
керу довольно низкая и варьирует в пределах 
27–47 % в разных исследованиях. Тем не менее об-
наружена значительная корреляция между уровнем 
M2-ПК и стадией ПКР. Большой интерес представ-
ляет анализ динамики содержания M2-ПК у пациен-
тов после хирургического вмешательства. Показано, 
что после успешной операции неметастатического 
ПКР повышенный уровень M2-ПК нормализуется 
в течение 11 нед и не меняется при рецидивах или 
метастазировании ПКР [37].

Опухолеассоциированный ингибитор трипсина (TATI)
Опухолеассоциированный ингибитор трипсина 

(tumorassociated trypsin inhibitor, TATI) представляет 
собой низкомолекулярный белок (6 кДа), ингиби-
рующий трипсин. TATI экспрессируется вместе с ас-
социированным с опухолью трипсином, который 
участвует в протеазных каскадах, способствующих 
инвазивности опухолей. Впервые выделен из мочи 
пациентки с раком яичников. В сыворотке может 
возникать при многих видах рака (рак яичников, мо-
чевого пузыря и почек) и является маркером неблаго-
приятного прогноза. Здоровые ткани почек продуци-
руют TATI в небольших количествах, однако резкое 
повышение концентрации ТАТI в крови связано 
с активацией синтеза TATI опухолевыми клетками 
и наблюдается у 48–69 % пациентов с карциномой 
почек [20]. Обнаружена также корреляция между со-
держанием TATI и клинической стадией ПКР и сте-
пенью дифференцировки опухолевых клеток. Сооб-
щается также, что TATI является независимым 

прогностическим фактором при ПКР: у пациентов 
с высоким содержанием TATI значительно снижает-
ся выживаемость по сравнению с пациентами с нор-
мальным уровнем этого маркера. Установлено, что 
TATI ‒ более чувствительный маркер по сравнению 
с раково-эмбриональным маркером (CEA) и карбо-
ангидразами (CA 15–3, CA 125 и CA 19–9) и подхо-
дит для мониторинга прогрессирования заболевания 
после хирургических вмешательств. Однако TATI 
в высоких концентрациях обнаруживается, как пра-
вило, у пациентов с распространенным заболеванием 
и не подходит для ранней диагностики ПКР. Недав-
но было подтверждено, что TATI является независи-
мым прогностическим фактором при почечно-кле-
точной карциноме [38].

МикроРНК
МикроРНК представляют собой класс малых, 

некодирующих РНК, которые участвуют в регуляции 
различных биологических процессов, таких как под-
вижность, дифференцировка, пролиферация клеток 
и апоптоз. При некоторых видах злокачественных 
опухолей происходит аберрантная экспрессия микро-
 РНК, что предполагает их новую роль в качестве 
онкогенов или опухолевых супрессоров и дает воз-
можность использовать их в клинике в качестве ди-
агностических и прогностических маркеров рака. 
Анализ экспрессии микроРНК в образцах, получен-
ных из опухоли и нормальной ткани пациентов 
с СКПКР, выявил нарушения в экспрессии miR-166. 
Экспрессия miR-122, miR-155 и miR-210 в опухоли 
была сильно повышена, тогда как экспрессия miR-200c, 
miR-335 и miR-218 была больше всего занижена 
по сравнению с нормальной тканью [39]. Получены 
данные о важной роли микроРНК в адаптивном от-
вете на низкий уровень кислорода в опухолях. Осо-
бый интерес представляет miR-210, которая играет 
доминирующую роль среди других микроРНК в раз-
витии ответа на гипоксический стресс. Это под-
тверждается ее стабильной экспрессией в условиях 
гипоксии во всех экспериментальных системах in vivo 
и in vitro как в злокачественных клетках, так и в нор-
мальных клетках в условиях физиологической гипоксии. 
miR-210 является мишенью для HIF1α, и ее экспрессия 
коррелирует с уровнем HIF1α и неблагоприятным 
клиническим прогнозом [40]. Высокая экспрессия при 
СКПКР подтверждена в нескольких исследованиях 
[40, 41], кроме того, показано также значительное по-
вышение уровня циркулирующей miR-210 у больных 
СКПКР по сравнению со здоровыми донорами [42]. 
Несмотря на возрастающий интерес к микроРНК, 
их роль в регуляции генов до конца не изучена. Лучшее 
понимание роли микроРНК в этих клеточных про-
цессах может привести к разработке новых терапев-
тических методов для таргетной терапии рака.
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Заключение
Несмотря на активные поиски новых универ-

сальных диагностических или прогностических мар-
керов ПКР в последние годы, данная проблема до 
сих пор не решена. Известно, что лечение пациентов, 
у которых ПКР был диагностирован на ранней ста-
дии заболевания, протекающей без видимых симпто-
мов, дает хорошие результаты. Однако в 50 % случаев 
ПКР на сегодняшний день обнаруживается случай-
но, во время исследования других сопутствующих 
заболеваний, и в 25–30 % случаев у этих пациентов 
уже имеются отдаленные метастазы. Широко приме-
няемые в клинике неинвазивные методы исследова-
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Введение. Ранее работами лаборатории иммунологии гемопоэза были установлены типичные изменения гемопоэза у больных 
диффузной В-крупноклеточной лимфомой (ДВКЛ). Среди них особое внимание было обращено на нарастание пропорции ок-
сифильных нормобластов, поскольку этот признак имел прогностическое значение.
Цель исследования – установление возможности идентификации более зрелой пропорции эритрокариоцитов проточно-ци-
тометрическим методом.
Материалы и методы. Исследование проведено у 60 больных ДВКЛ. Увеличение пропорции оксифильных эритробластов 
отмечено в 50 случаях (83,3 %). Проточно-цитометрические исследования костного мозга проведены у 30 больных ДВКЛ. 
Использовали моноклональные антитела к гликофорину А, CD45, CD36, CD117, CD71, CD105, CD34, HLA-DR, а также 
ядерные красители SYTO 16, SYTO 41.
Результаты. Использование гликофорина А в сочетании с одним из ядерных красителей и CD45 является эффективным 
для идентификации пула эритрокариоцитов. Основную фракцию составляют зрелые CD71+ гликофорин А+ клетки, которые 
не имеют характеристик клеток-предшественников. Во фракции CD45-негативных клеточных элементов присутствуют 
клетки CD71-гликофорин А–, которые представлены предшественниками – CD34+ CD117+ HLA-DR+/–. На эритрокари-
оцитах со слабой экспрессией гликофорина А и выраженной экспрессией CD71 (коммитированных по эритроидной дифферен-
цировке) в незначительном количестве присутствуют только антигены CD117 и HLA-DR, а CD34 полностью отсутствует. 
Наиболее информативным для характеристики более зрелой популяции эритрокариоцитов оказался подход, основанный 
на идентификации пула эритрокариоцитов по экспрессии CD36 с низкими характеристиками SSC (в этом случае гликофорин 
А, CD45 и ядерные красители можно не использовать, так как CD36 не взаимодействует с эритроцитами). После дости-
жения пика экспрессии уровни CD36, CD71, CD105 снижаются. Именно эта фракция представляет собой наиболее зрелые 
эритрокариоциты. Корреляция процентного содержания этих клеток с выявляемыми морфологически оксифильными нор-
мобластами близка к достоверной.
Заключение. Установлено, что наиболее зрелую фракцию эритрокариоцитов целесообразно проточно-цитометрически 
устанавливать на основании следующих характеристик: SSClow CD71low CD105low CD36+/low.

Ключевые слова: диффузная В-крупноклеточная лимфома, эритропоэз, проточная цитометрия
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IMMuNOPhENOTyPIC STudy OF BONE MARROw ERyThROKARyOCyTE dIFFERENTIATION 
IN PATIENTS wITh dIFFuSE lARGE B-CEll lyMPhOMA
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1N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center; 24 Kashyrskoe shosse, Moscow 115478, Russia; 
2Sechenov University; 2 build., 8 Trubetskaya St., 119991 Moscow, Russia

Introduction. Previously we»ve shown that there are typical changes in haematopoiesis in diffuse large B-cell lymphoma patients (DLBCL). 
Attention was paid to the elevation of oxyphylic erythroblasts, as this sign was of prognostic significance. The aim of this work was to see 
if there is possible to identify bone marrow erythrokaryocyte maturation stages using flow cytometry method.
Materials and methods. Study was done in 60 DLBCL patients. Elevation of oxyphilic erythrobast levels was noted in 50 patients 
(83,3 %). Flow cytometric study of bone marrow were done in 30 patients. We used monoclonal antibodies to Glycophorin A, CD45, 
CD36, CD117, CD71, CD105, CD34, HLA-DR, as well as nuclear staining for SYTO 16, SYTO 41.
Results. Use of Glycophorin A together with of SYTO 16 or SYTO 41 is effective for identification of erythrocaryocytes, main proportion 
of which is represented by CD71+ and Glycophorin A+ cells, which does not express any precursor markers. In CD45-negative cellular 
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elements there are as well CD71- glycophorin А– cells, which represents mainly precursors – CD34+ CD117+ HLA-DR+/–. Erythro-
caryocytes with low levels of glycophorin A expression and prominent expression of CD71 (committed to erythroid differentiation) show 
slight expresiion of CD117 and HLA-DR, but CD34 is completely absent. The informative method for characterization of most mature 
erythrocaryocyes was the approach based on identification of erythrocaryocytes according to CD36 expression on cels with low SSC 
(in that case usage of nuclear stain, CD45 and glycophorin A may be omitted as CD36 does not stain erythrocytes). After peak of CD36, 
CD71, CD105 expression levels of these antigens are declining. Namely that fraction represents most mature erythrocaryocytes. Cor-
relation of the percentages of that cells with oxyphilic normoblasts (identified morphologically) was near to significant value.
Conclusion. We proved that the most mature erythrocaryocyte fraction may be identified by flow cytometry based on the folowing pa-
rameters – SSClow CD71low CD105low CD36+/low.

Key words: diffuse large B-cell lymphoma, eruthropoiesis, flow cytometry

Введение
Эритроидная дифференцировка происходит 

в костном мозге и включает 4 основных типа морфо-
логически идентифицируемых клеток – пронормо-
бласты, нормобласты базофильные, нормобласты 
полихроматофильные и нормобласты оксифильные. 
Преобладающим типом среди этих форм являются 
полихроматофилы, и типичная кривая эритрокарио-
бластической дифференцировки выглядит следующим 
образом (рис. 1), а при патологических состояниях ха-
рактер кривой может изменяться, как показано на 
схеме [1].

В ряде предшествующих работ нами было отме-
чено, что характер эритробластограммы при раке, 
диффузной В-крупноклеточной и фолликулярной 
лимфомах имеет однотипные изменения. Они заклю-
чаются в возрастании процента клеток терминальной 
эритрокариоцитарной дифференцировки – окси-
фильных нормобластов, относительное содержание 
которых может превышать уровни полихромато-
фильных нормобластов, и кривая созревания этих 
клеток становится похожей на таковую при гемоли-
тической анемии [2–6].

Учитывая тот факт, что морфологически опреде-
ляются лишь основные дискретные стадии эритро-

поэза, а в действительности этот процесс носит не-
прерывный характер, мы предприняли попытку 
иммунофенотипической характеристики эритрока-
риоцитов костного мозга у больных диффузной 
В-крупноклеточной лимфомой (ДВКЛ). Выбор но-
зологической формы был не случаен, так как именно 
в этом случае нарастание уровней оксифильных 
нормобластов ассоциировалось с неблагоприятным 
прогнозом [2].

Следует отметить, что к настоящему времени 
получен целый ряд моноклональных антител к эри-
трокариоцитам и сформированы панели для установ-
ления их степени зрелости ЕвроФлоу [7].

Анализ миелограмм, проведенный нами у 60 боль-
ных ДВКЛ, показал, что нарастание пропорции ок-
сифильных нормобластов отмечается в 83,3 % слу-
чаев. Предложены иммунофенотипические подходы 
для идентификации эритрокариоцитов различной 
степени зрелости.

Материалы и методы
Исследование проведено у 60 больных ДВКЛ. 

Диагноз заболевания был во всех случаях установлен 
в соответствии с классификацией опухолей крове-
творной и лимфоидной тканей 2008 г. [8]. Установле-
ние стадии заболевания проводили согласно обще-
принятым критериям [9].

Изучение гемопоэза проводили на основании 
анализа миелограмм, использовали нормы, приня-
тые в лаборатории иммунологии гемопоэза ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России.

Проточно-цитометрические исследования про-
водили на проточном цитометре FACS CANTO II 
(Becton Dickinson, США). Применяли панель моно-
клональных антител, рекомендованную консорциу-
мом ЕвроФлоу для диагностики вариантов острых 
эритробластных лейкозов с включением ряда допол-
нительных маркеров: гликофорин А, CD36, CD105, 
CD71, HLA-DR, CD33, CD117, CD123, CD45.

Анализ проточно-цитометрических данных про-
водили с использованием программы FCS express v. 3.

рис. 1. Взаимоотношения между различными морфологически рас-
познаваемыми клеточными типами в костном мозге в норме и при 
патологических состояниях. Кривая красного цвета – нормальная 
диф ференцировка. Пунктирная линия – гемолитическая анемия, 
штрих-пунктир – железодефицитная анемия
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Результаты
При анализе 60 миелограмм больных ДВКЛ из-

менения эритроидной дифференцировки с увеличе-
нием пропорции оксифильных нормобластов отме-
чены в 50 (83,3 %) случаях.

С целью дальнейшей объективизации морфоло-
гической идентификации эритрокариоцитов мы 
предприняли попытку охарактеризовать стадии диф-
ференцировки эритрокариоцитов в костном мозге 
больных ДВКЛ проточно-цитометрически.

С этой целью были проанализированы различ-
ные методы идентификации эритрокариоцитов.

Большинство эритрокариоцитов в костном моз-
ге человека являются CD45-негативными, и лишь 
немногочисленные наиболее ранние формы слабо 
экспрессируют CD45.

Специфическим маркером клеток эритроидного 
ряда является гликофорин А, присутствующий 
на всех ядросодержащих эритроидных клетках кост-
ного мозга. Мы в первую очередь стремились охарак-
теризовать именно ядросодержащие эритроидные 
формы с тем, чтобы иметь возможность сопоставить 
полученные данные с результатами морфологическо-
го исследования костного мозга. С этой целью оце-
нили возможность использования ядерных красите-
лей SYTO 16 и SYTO 41.

Весьма специфичный для клеток эритроидного 
ряда – трансферриновый рецептор (CD71), который 
появляется раньше гликофорина А на эритроидных 
предшественниках и утрачивается на ретикулоцитах 
и эритроцитах.

Ранние предшественники эритроидных клеток 
могут характеризоваться экспрессией CD34, CD117, 
HLA-DR.

В последнее время распространенным подходом 
к характеристике эритрокариоцитов является ис-
пользование CD36 (в отличие от гликофорина отсут-
ствует на эритроцитах) и CD105.

Общелейкоцитарный антиген CD45 – обязатель-
ный маркер, включаемый во все пробы при характери-
стике эритропоэза. Это обусловлено тем, что на эри-
троидных предшественниках экспрессия антигена 
практически отсутствует, что является отличительной 
чертой от неэритроидных клеток с низкими характери-
стиками бокового светорассеяния (лимфоцитов и др.).

Для анализа популяции эритроидных предше-
ственников использовали подход, проиллюстриро-
ванный на рис. 2: выделяли гейт SYTO16-позитивных 
клеток (рис. 2а), далее в пределах этих клеток выде-
ляли гликофорин А-позитивные клетки (рис. 2б), 
далее выделяли CD45-негативные клеточные эле-
менты (рис. 2в) и объединяли эти 3 гейта (рис. 2г).

рис. 2. Идентификация эритрокариоцитов проточно-цитометрическим методом: а – выделение гейта ядросодержащих клеток на осно-
вании окрашивания нуклеотропным красителем SYTO 16; б – выделение гейта гликофорин-А-позитивных клеток; в – выделение гейта 
CD45-негативных клеток: г – клетки в итоговом гейте, соответствующие 3 объединенным гейтам – SYTO 16 + гликофорин А + CD45–; 
д – взаимосвязь между клетками, экспрессирующими трансферриновый рецептор CD71 и экспрессирующими гликофорин А, в CD45-
негативном гейте
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В гейте CD45-негативных клеток у больных 
ДВКЛ взаимосвязь между антигенами CD71 и гли-
кофорином А полностью соответствует таковой, 
описываемой в литературе для нормальной диффе-
ренцировки эритрокариоцитов (рис. 2д). Вместе 
с тем очевидно, что гейт можно распространить на 
клетки, слабо экспрессирующие гликофорин А.

Охарактеризовали иммунофенотипически клетки, 
попадающие в каждый из квадрантов (см. рис. 2д). 
В квадранте, соответствующем иммунофенотипу 
CD71-GlyA–, отмечается экспрессия маркеров ран-
них предшественников гемопоэза – CD34, CD117, 
HLA-DR. В квадранте CD71+ GlyA слабо+, т. е. на 
коммитированных по эритроидной дифференциров-
ке клетках (CD71+ GlyA+/–), в незначительном 
количестве присутствуют только антигены CD117 
и HLA-DR, а CD34 полностью отсутствует. И наконец, 
в квадранте CD71+ GlyA+ (доминирующая популя-
ция клеток) маркеры клеток-предшественников от-
сутствуют, что свойственно морфологически распоз-
наваемым эритроидным клеткам.

Представленный подход позволяет суммарно оха-
рактеризовать эритроидный росток костного мозга, 
но не позволяет дифференцировать клетки в преде-
лах основной популяции CD71+ гликофорин А+.

Интересные возможности открывает исполь-
зование маркера CD36 для идентификации эритро-
кариоцитов. Преимущества этого маркера перед 
гликофорином А состоят в том, что CD36 не экс-
прессирован на эритроцитах и, таким образом, ис-
ключается необходимость использования ядерных 
красителей. На рис. 3а показана экспрессия CD36 
на клетках с низким боковым светорассеянием 
(SSC). Все эти клетки являются CD45-негативными 
(рис. 3б). Сопоставление количества эритрокарио-
цитов, выявляемых на основании экспрессии в пре-
делах популяции клеток SSClow CD36+ клеток 
и CD36+CD45- клеток, выявило высокодостовер-
ную корреляцию между ними – R = 0,993; p = 0,000; 
n = 16, т. е. наблюдается практически полное совпа-
дение результатов. Это послужило доказательством 
того, что CD45 можно не использовать и ограничить-

ся маркером CD36 для идентификации эритрокарио-
цитов костного мозга.

Дальнейший анализ возможностей дифференци-
альной диагностики клеток проведен в пределах основ-
ной популяции эритрокариоцитов – CD71+CD36+. 
Использование маркеров CD105 и CD71 позволяет 
установить 2 популяции этих клеток – с более яркой 
экспрессией CD71 и CD105 и с более слабой экс-
прессией этих антигенов (рис. 3в). Более слабой 
экспрессии антигенов соответствует более зрелая 
популяция эритрокариоцитов, так как после дости-
жения пика экспрессии CD71 и CD105 дальнейшая 
дифференцировка клеток сопровождается угасанием 
экспрессии этих антигенов.

Как видно на рис. 3г, выделение гейта клеток 
с более слабой экспрессией CD71 и CD105 и окра-
шивание этих клеток в пределах всего пула CD36-
позитивных эритрокариоцитов свидетельствует о бо-
лее слабой экспрессии CD36 на CD105low, CD71low 
клеточных элементах. Это тоже важный признак 
наиболее зрелой фракции эритрокариоцитов. Ито-
говый гейт при объединении всех 3 гейтов – CD36+, 
CD105low и CD71low – в пределах CD36+ и CD36low 
представлен на рис. 3д. Согласно современным взгля-
дам на дифференцировку эритрокариоцитов (рис. 4) 
именно клетки в этом гейте соответствуют наиболее 
зрелой фракции эритрокариоцитов, т. е., по-видимо-
му, наиболее близки оксифильным нормобластам.

При проведении корреляционного анализа про-
центного содержания этих клеток с более зрелыми 
морфологически выделяемыми формами эритрока-
риоцитов у 15 больных ДВКЛ не отмечено абсолютно 
никакой связи с полихроматофильными нормобластами 
(R = 0,06; p = 0,83; n = 15) и суммарным содержани-
ем клеток эритроидного ряда (R = 0,367; p = 0,178; 
n = 15). Имелась определенная взаимосвязь с окси-
фильными нормобластами (R = 0,43, n = 15), однако 
она не была достоверной (р = 0,11).

Следует отметить, что полного совпадения данных 
проточной цитометрии с данными морфологическо-
го исследования практически никогда не наблюда-
ется и с другими клеточными типами (лимфоциты, 

рис. 3. Идентификация наиболее зрелых эритрокариоцитов в костном мозге больных ДВКЛ: а – выделение гейта CD36-позитивных клеток 
с низкими характеристиками SSC; б – CD36-позитивные клетки с низкими характеристиками SSC (все являются CD45-негативными); 
в – 2 популяции CD105- и CD71-позитивных клеток; г – CD105low и CD71low клетки, более слабо экспрессирующие CD36; д – итоговый гейт 
CD36low SSClow CD71low CD105low клеток, соответствующих наиболее дифференцированным эритрокариоцитам

а б в г д
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бласты, плазматические клетки и т. д.) – это разные 
методы. Тем не менее выделение наиболее зрелой 
фракции эритрокариоцитов на основании мембран-
ного иммунофенотипа представляется серьезным 
дополнением к морфологии в оценке степени зрело-
сти ядросодержащих эритроидных клеток костного 
мозга в норме и при патологии.

Таким образом, в работе мы использовали наряду 
с традиционными также самые современные подхо-
ды для идентификации эритрокариоцитов и установ-
ления степени их дифференцировки. Эти современные 
подходы впервые были предложены Европейским 
консорциумом Еврофлоу и опубликованы в журнале 
Leukemia в 2012 г. В основу положен принцип мно-
гоцветной проточной цитофлуориметрии, использу-
емый для диагностики эритробластных лейкозов.

Мы оценили возможность использования глико-
форина А наряду с ядерными красителями для выде-
ления пула эритроидных клеток и его дальнейшей 
детализации (ядерные красители необходимы, так 
как гликофорин А экспрессирован помимо эритро-
кариоцитов также и на эритроцитах). Использован 
целый ряд наиболее информативных характеристик 
эритроидной дифференцировки: маркеры незрелых 
клеток – слабая экспрессия CD45, наличие на мем-

бране антигенов CD34, CD117, HLA-DR; наиболее 
типичные для эритрокариоцитов антигены гликофо-
рин А, трансферриновый рецептор CD71, антигены 
CD105 и CD36.

Отработана методика идентификации эритро-
кариоцитов на основании гликофорина А, слабой 
экспрессии CD45, наряду с ядерными красителями 
SYTO16, SYTO 43. Установлены изменения экспрес-
сии антигенов ранних этапов дифференцировки 
эритрокариоцитов в координатах гликофорин 
А/CD71.

Наиболее плодотворным оказался подход, осно-
ванный на использовании маркера CD36 для иден-
тификации всего пула эритроидных предшествен-
ников среди клеток с низкими характеристиками 
светорассеяния SSC. Как оказалось, практически все 
эти клетки имели низкие уровни экспрессии CD45, 
так что использование данного маркера (CD45) мож-
но было исключить. Снижение уровней экспрессии 
CD105 и CD71 в гейте клеток CD36+ SSClow характе-
ризует наиболее зрелую популяцию эритрокариоци-
тов. Интересно отметить, что уровни экспрессии 
CD36 на этих клетках также были более низкими. 
Таким образом, идентификация наиболее зрелой 
клеточной популяции эритрокариоцитов – CD36low 
SSClow CD71low CD105low – целесообразна для установ-
ления степени дифференцировки эритрокариоцитов. 
Именно эта фракция в большей степени коррелиро-
вала с морфологически распознаваемыми оксифиль-
ными нормобластами.

Проведенные исследования важны для более 
детального понимания процессов дифференцировки 
эритрокариоцитов у больных ДВКЛ, так как измене-
ния созревания, заключающиеся в накоплении ок-
сифильных нормобластов, находят отражение в кли-
ническом течении и прогнозе пациентов.

Заключение
В статье изучены различные методы идентифи-

кации пула эритрокариоцитов костного мозга и уста-
новлено, что для изучения субпопуляционного со-
става доминирующей фракции эритрокариоцитов 
(гликофорин А+ CD71+) целесообразно использо-
вать маркеры CD36, CD71, CD105 наряду с характе-
ристиками бокового светорассеяния SSC.

рис. 4. Этапы дифференцировки эритрокариоцитов на основании 
изменения их антигенного состава (по McGrath K.E. et al. [10])
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ПроГноСтичеСки Значимые иЗменения  
СоСтава миелоГраммы У БолЬныХ  

диФФУЗной в-крУПноклеточной лимФомой

чэн Цзяо1,2, П. а. Зейналова1,2

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет);  

Россия, 119991, Москва, ул. Трубецкая, 8, стр. 2

Контакты: Чэн Цзяо verajoe@mail.ru

Введение. Увеличение процентного содержания бластных клеток в миелограмме больных диффузной В-крупноклеточной 
лимфомой (ДВКЛ) является прогностически неблагоприятным фактором. В работе оценена частота данного явления у 60 
больных ДВКЛ и предпринята попытка анализа возможности выявления минимального поражения костного мозга различ-
ными проточно-цитометрическими методами.
Материалы и методы. Исследование проведено у 60 больных ДВКЛ. Диагноз во всех случаях установлен на основании крите-
риев классификации ВОЗ. Исследование костного мозга проводилось на основании мазков пунктатов (миелограмма). Имму-
нофенотипические иссследования включали широкую панель моноклональных антител к В-линейным антигенам CD19, CD20, 
CD21, CD22, CD24, CD45, а также каппа- и лямбда-цепям иммуноглобулинов.
Результаты. Увеличение процентного содержания бластных клеток в костном мозге больных ДВКЛ установлено в 73,3 % 
случаев. Эта группа пациентов имела более низкие показатели выживаемости. Использованы следующие методы иденти-
фикации моноклональных В-лимфоцитов костного мозга: анализ мембранных каппа- и лямбда-цепям иммуноглобулинов 
в пределах CD19+ клеток, в пределах зрелых CD45++ CD20+ лимфоцитов, в пределах CD5-негативных зрелых CD20+CD45++ 
лимфоцитов. Анализ уровней экспрессии различных дифференцировочных антигенов зрелых В-клеток – CD20, CD21, CD22, 
CD24. Установлено, что в пределах зрелых В-лимфоцитов костного мозга присутствует пропорция CD21-негативных клеток.
Заключение. Наиболее информативными методами установления минимального поражения костного мозга при ДВКЛ явля-
ются оценка клональности по каппа- и лямбда-цепям мембранных иммуноглобулинов зрелых В-лимфоцитов (CD45++ 
CD20+CD5–), а также установление аберрантности зрелых В-лимфоцитов по экспрессии CD21.

Ключевые слова: диффузная В-крупноклеточная лимфома, поражение костного мозга, бластные клетки

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-4-58-63

PROGNOSTICAlly SIGNIFICANT BONE MARROw CEllulAR CONTENT ChANGES  
IN dIFFuSE lARGE B-CEll lyMPhOMA

Cheng Jiao1, 2, P. A. Zeynalova1, 2

1N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center; 24 Kashyrskoe shosse, Moscow 115478, Russia; 
2Sechenov University; 2 build., 8 Trubetskaya St., 119991 Moscow, Russia

Introduction. Increasing of blast cell percentage in bone marrow of diffuse large B-cell lymphoma patients is a sign of unfavourable 
prognosis. We estimated the frequency of this phenomenon and made attempts to idenify minimal bone marrow involvement in DLBCL 
by flow cytometry.
Materials and methods. Study has been done in 60 DLBCL patients. Diagnosis in all cases was done according to WHO (2008) criteria. 
Bone marrow study was done on smears (myelogram). Immunophenotypic study was done with a large panel of B-lineage monoclonal 
antibodies as well as kappa and lambda light chains to membrane immunoglobulins.
Results. Increase in blast cell content in bone marrow was noted in 73.3 % of DLBCL patients. That group of patients had lower surviv-
al. We used the following methods for identification of monoclonal B-lymphocytes: monoclonality according to membrane light immu-
noglobuline chains within mature B-lymphocytes and aberrancy of immunophenotype. Levels of different B-cell antigen expression – 
CD20, CD21, CD22, CD24. It was identified B-lymphocytes with aberrant expression of СD21.
Conclusion. The most informative methods of identification of minimal bone marrow involvement in DLBCL are estimation of clonality 
according to light chain expression of mature B-lymphocytes (CD45++CD20+CD5–), as well as assessement of aberrancy of CD21 
expression of mature B-lymphocytes.

Key words: diffuse large B-cell lymphoma, bone marrow involvement, blast cells
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Введение
Прогностические факторы при диффузной В-круп-

ноклеточной лимфоме (ДВКЛ) могут быть разделены 
на относящиеся к пациенту (возраст, статус по шкале 
Карновского) и факторы, относящиеся собственно 
к опухоли (стадия, опухолевая нагрузка, пролифери-
рующая фракция, наличие экстранодального пора-
жения). Сывороточные уровни лактатдегидрогена-
зы, уровни β2-микроглобулина, пролиферирующая 
фракция являются индикаторами агрессивности 
заболевания. Важную роль в прогнозе ДВКЛ играет 
терапевтическая тактика, применяемая у больных. 
Международный прогностический индекс (IPI) 
и скорректированный для возраста прогностический 
индекс (aaIPI) разработаны как модели предсказания 
исходов на основе клинических факторов при оцен-
ке прогноза более чем у 4000 больных [1].

Поражение костного мозга является неблагопри-
ятным фактором прогноза ДВКЛ. Общепринятая 
точка зрения состоит в том, что конкордантное вовле-
чение костного мозга при ДВКЛ существенно ухуд-
шает прогноз (5-летняя общая выживаемость в этих 
случаях составляет 10 %), что не зависит от групп 
риска в соответствии с IPI [2].

В наших предшествующих работах было показа-
но, что изменения состава миелограммы у больных 
ДВКЛ в ряде случаев имеют прогностическое значе-
ние [3, 4]. В числе причин этого прогностически 
неблагоприятного явления может быть минимальное 
поражение костного мозга при ДВКЛ, не улавлива-
емое морфологическими методами.

В настоящей работе мы проанализировали часто-
ту повышения процентного содержания бластных 

клеток в костном мозге больных ДВКЛ, а также про-
анализировали различные подходы к установ лению 
минимального поражения костного мозга, основанные 
на оценке клональности зрелых В-лимфоцитов и абер-
рантности их иммунофенотипа в сравнении с обычны-
ми В-клетками.

Материалы и методы
Исследование проведено у 60 больных ДВКЛ. 

Диагноз во всех случаях установлен на основании 
критериев классификации ВОЗ (2008) [5].

У всех больных проведен подсчет миелограмм 
двумя специалистами-гемоцитологами.

Иммунологические исследования проведены ме-
тодом проточной цитометрии на приборе FACS CAN-
TO II (Becton Dickinson, США). Использовали панель 
антител к антигенам В-лимфоцитов – CD19, CD20, 
CD21, CD24, а также к общелейкоцитарному антиге-
ну CD45, каппа- и лямбда-цепям иммуноглобулинов.

Результаты
Прогностически значимыми оказались следую-

щие показатели миелограммы: повышение процента 
бластных клеток (значимость близка к достоверной), 
снижение процента нейтрофильных гранулоцитов, 
повышение процента оксифильных нормобластов.

Снижение процентного содержания нейтрофиль-
ных гранулоцитов имело достоверную связь с позд-
ними стадиями ДВКЛ. Прогностическая роль увели-
чения оксифильных нормобластов рассмотрена нами 
в отдельных публикациях.

В настоящей статье мы остановимся на увеличении 
процента бластных клеток в костном мозге больных 
ДВКЛ, возможных причинах этого явления и про-
точно-цитометрических подходах к диагностике 
минимального поражения костного мозга при ДВКЛ.

Увеличение процентного содержания бластных 
клеток в миелограмме отмечено у 73,3 % больных 
ДВКЛ. Больные с содержанием бластных клеток 1 % 
и выше имели худшие показатели выживаемости 
(р = 0,172) (рис. 1), что подтверждает наши более 
ранние наблюдения.

Одной из причин повышения уровня бластов 
может быть наличие в костном мозге пациентов еди-
ничных опухолевых клеток ДВКЛ, которые на мор-
фологическом уровне трудно отличимы от бластных 
клеток.

Вопрос диагностики минимального поражения 
костного мозга при ДВКЛ проточно-цитометриче-
ским методом актуален, так как хорошо известно, 
что вовлечение в процесс костного мозга существен-
но ухудшает прогноз заболевания.

Для детального изучения В-клеточного звена 
костного мозга методом проточной цитометрии нами 
использованы 3 пробы (табл. 1).

рис. 1. Кривые общей выживаемости в группах больных ДВКЛ с нор-
мальным и повышенным (≥1 %) содержанием бластных клеток 
в миело грамме
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Необходимо было оценить возможность опреде-
ления клональности В-лимфоцитов костного мозга 
у больных ДВКЛ. Следует отметить, что в стандарт-
ной постановке иммунологических реакций (см. 
табл. 1) мы использовали конъюгат антител к кап-
па-цепям иммуноглобулинов человека, меченный 
флуоресцеин-изтиоцианатом (FITC), а к лямбда-це-
пям – фикоэритрином (РЕ). Простое использование 
этих конъюгатов в сочетании с антителами к В-клет-
кам (CD19), как правило, малоинформативно. Это 
обусловлено тем, что наряду со зрелыми В-лимфо-
цитами в костном мозге присутствует выраженная 
пропорция В-линейных предшественников, негатив-
ных в отношении мембранных иммуноглобулинов. 
В этих случаях оценка клональности в пределах по-
пуляции CD19+ лимфоцитов представляется слож-
ной ввиду разбавления В-клеток В-линейными пред-
шественниками.

По этой причине целесообразно включение в па-
нель определения клональности В-лимфоцитов 
маркеров, отражающих зрелость лимфоидных кле-
ток. Мы использовали антитела к CD45 (позволяют 
исключить из анализа клетки-предшественники 
на основании более слабой экспрессии на них анти-
гена) и CD20 (мембранный CD20 экспрессирован 
на всех зрелых В-клетках и лишь на небольшой про-
порции предшественников). Сочетание этих 2 мар-
керов на мембране клетки характерно для зрелых 
В-лимфоцитов. Использованные антитела и флуо-
рохромы представлены в табл. 2.

таблица 2. Панель моноклональных антител, использованная 
для оценки моноклональности зрелых В-клеток костного мозга 
больных ДВКЛ

№ пробы V450 V500 FITC PE

1 CD20 CD45 Каппа Лямбда

Данное сочетание антигенов (CD45, CD20, кап-
па-цепи, лямбда-цепи) использовано при исследо-
вании В-лимфоцитов костного мозга 6 больных 
ДВКЛ.

Приводим примеры различных вариантов экс-
прессии каппа- и лямбда-цепей на В-лимфоцитах 
костного мозга больных ДВКЛ.

Пример поликлональной реакции представлен 
на рис. 2.

Следующий пример (рис. 3) иллюстрирует 
В-лим фоциты с наличием явной тенденции к мо-
ноклональности по лямбда-цепям мембранных 

таблица 1. Панель моноклональных антител для изучения субпопуляций В-клеток костного мозга у больных диффузной В-крупноклеточ-
ной лимфомой

№ пробы V450 V500 FITC PE PE-Cy5 PE-Cy7 APC APC-h7

1 CD21 CD45 CD9 CD30 CD19 - CD22 CD38

2 – – CD45 CD20 CD19 CD10 CD5 CD24

3 – – kappa lambda CD19 – – –

рис. 2. Экспрессия каппа- и лямбда-полипептидных цепей иммуно-
глобулинов на зрелых В-лимфоцитах (CD45++CD20+) костного мозга 
больного ДВКЛ. Лямбда-цепи присутствуют на 22,4 % В-лимфоци-
тов (овал показан черной стрелкой), каппа-цепи – на 55,3 % клеток 
(показано голубой стрелкой). Реакция поликлональна

рис. 3. Тенденция к моноклональности легких цепей иммуноглобули-
нов по лямбда-типу. Часть клеток имеют выраженную экспрессию 
(++) лямбда-цепей (обведены овалом). Видно, что в пределах этих 
клеток присутствует отчетливая пропорция крупных клеток, 
как показано на рис. 4
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ность (неспе цифическое связывание антител к кап-
па- и лямбда- цепям иммуноглобулинов); в 1 случае 
содержание В-клеток в костном мозге (CD20+) было 
очень малым – 0,57 %. В 3 случаях установлена кло-
нальность, в 2 случаях анализируемые В-клетки 
были поликлональны.

На рис. 5 приведен пример поликлональности 
В-клеток костного мозга у больных ДВКЛ.

Представленные данные убедительно свидетель-
ствуют о возможности оценки клональности В-кле-
ток костного мозга у больных ДВКЛ.

Общая панель для исследования В-лимфоцитов 
(см. табл. 1) позволяет подробно оценить маркеры 
В-клеток в целом (СD19), их более зрелые формы 
(CD20); антигены, присутствующие практически на 
всех периферических В-клетках (СD21, CD22, CD24), 
клональность по экспрессии каппа- и лямбда-цепей, 
дополнительные и активационные маркеры (CD10, 
CD5, CD38, CD9), а также уровень зрелости клеток 
на основании экспрессии общелейкоцитарного ан-
тигена CD45.

маркер Cd19. Среднее содержание зрелых В-лим-
фоцитов в костном мозге больных ДВКЛ среди 
CD45+ лимфоцитов составило 8,4 ± 1,4 % (диапазон 
от 0,8 до 22,8). Уровень CD22+ лимфоцитов в целом 
по группе больных ДВКЛ –  9,1 ± 1,6 % (0,17–23,0 %), 
уровни CD20 – 8,3 ± 1,4 % (0,04–22,0 %), cодержание 
CD24+ в целом по группе – 7,2 ±1,6 % (0,06–22,1 %).

При оценке экспрессии антигена CD24 гейти-
рования по СD45 было недостаточно (перекрест 
с Т-клетками), поэтому использовали в CD45+-гейте 
оси CD19 и CD24. Практически все CD19+ клетки 
были СD24-позитивны. Количество CD21+ лимфо-
цитов в целом по группе – 6,6 ± 1,7 % (0,08–22,9 %).

рис. 4. Характеристики светорассеяния В-клеток костного мозга 
больной ДВКЛ. Видно, что в пределах клеток, гиперэкспрессирующих 
лямбда-цепи (обведены овалом на рис. 3) присутствует пропорция 
крупных клеток с большими значениями параметра 1 (соответству-
ет FSC – прямому рассеянию света лазерного луча)

иммуноглобулинов. На рисунке овалом обведены 
клетки, гимерэкспрессирующие мембранные лямбда- 
цепи иммуноглобулинов. На рис. 4 показано, что 
в пределах клеток, гиперэкспрессирующих лямбда-це-
пи, присутствует пропорция крупных клеток.

Другой подход для оценки клональности В-кле-
ток был применен с целью выявления минималь ного 
количества В-лимфоцитов с периферическим имму-
нофенотипом (CD45+ CD20+ CD5-), моноклональ-
ность по каппа- или лямбда-легким полипептидным 
цепям иммуноглобулинов. В этом случае для оценки 
клональности мы применили антитела, меченные 
АРС-Н7 и АРС (табл. 3).

таблица 3. Панель моноклональных антител для оценки монокло-
нальности зрелых CD5-негативных В-лимфоцитов костного мозга

№ пробы V500 FITC PE APC APC-h7

1 CD45 CD5 CD20 Каппа Лямбда

Подобный подход был реализован у 7 больных 
ДВКЛ и оказался весьма успешным. Последователь-
ность гейтирования была такова: CD45++ лимфоид-
ные клетки (низкое SSC), CD20+ B-лимфоциты,  
CD5+ B-лимфоциты. Далее берем гейт CD5-нега-
тивных лимфоцитов, в котором присутствуют зрелые 
В-клетки – CD20+СD45++ СD5–. В этом гейте 
оцениваем клональность В-клеток по каппа- или 
лямбда-полипептидным цепям иммуноглобулинов. 
Из 7 случаев лишь в 1 не удалось оценить клональ-

рис. 5. Пример поликлональной популяции CD45++CD20+CD5– 
В-лимфоцитов костного мозга у больного ДВКЛ
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На большинстве зрелых В-клеток костного мозга 
(CD45+) присутствовали практически все пан-В-кле-
точные антигены. Клональность популяции В-лим-
фоцитов костного мозга по каппа- и лямбда- цепям, 
как правило, не наблюдалась.

При сравнении средних значений процентного 
содержания различных популяций лимфоцитов до-
стоверные различия получены для популяций клеток 
CD19 и CD21, средние значения 8,37 и 6,55 %. Кро-
ме того, достоверно различались популяции CD19 
и CD24: 8,4 и 7,1 % (табл. 4).

таблица 4. Попарное сравнение средних значений процентного 
содержания В-клеток костного мозга, выявляемого на основании 
экспрессии различных дифференцировочных антигенов, у больных 
ДВКЛ в пределах зрелых CD45++ лимфоцитов

Сравниваемые пары t Степень свободы р

CD19CD45–CD20CD45 1,835 17 ,084

CD19CD45–CD22CD45 –,341 16 ,738

CD19CD45–CD21CD45 2,350 13 ,035

CD19CD45–CD24CD45 2,415 14 ,030

CD20CD45–CD22CD45 –1,295 15 ,215

CD20CD45–CD21CD45 1,968 13 ,071

CD20CD45–CD24CD45 1,721 14 ,107

CD22CD45–CD21CD45 1,991 13 ,068

CD22CD45–CD24CD45 1,611 13 ,131

CD21CD45–CD24CD45 –,608 13 ,554

Для более глубокого понимания данного вопро-
са мы обратились к данным зарубежной и отече-
ственной литературы относительно особенностей 
иммунофенотипа клеток ДВКЛ. Одной из таких 

особенностей является отсутствие экспрессии анти-
гена CD21 на клетках ДВКЛ. По данным отечествен-
ных онкогематологов, антиген экспрессирован лишь 
в 10 % случаев ДВКЛ [4].

Действительно, в ряде случаев ДВКЛ популяция 
зрелых В-лимфоцитов костного мозга была гетеро-
генна по экспрессии данного антигена, что можно 
подтвердить конкретным примером (рис. 6а). Анализ 
экспрессии CD21 указывал на наличие четкой отри-
цательной фракции (рис. 6б). Содержание CD21-
негативных В-клеток составило 9,7 % от В-лим-
фоцитов. При оценке размера CD21-негативных 
В-лимфоцитов отчетливо определяется фракция 
более крупных клеток (в приведенном примере – 
9,53 %, т. е. 0,01 % от общего числа миелокарио-
цитов).

Таким образом, в пределах клеток костного мозга 
цитометрически можно выделять фракцию крупных 
клеток с фенотипом ДВКЛ даже при их очень низком 
содержании (в представленном случае 0,01 %).

Последующие исследования клональности и со-
поставление с первичным иммунофенотипом необ-
ходимы для подтверждения взаимосвязи этих клеток 
с первичной ДВКЛ. Интересно отметить, что в целом 
популяция зрелых В-клеток (CD19+) у этого боль-
ного была поликлональной (рис. 6в). Популяцию 
более крупных клеток (CD21–) оценить с позиций 
клональности не удалось, так как не было подходя-
щих флуорохромов.

Таким образом, оценка минимального пораже-
ния костного мозга при ДВКЛ должна базироваться 
на выявлении клональности В-лимфоцитов костно-
го мозга по каппа- и лямбда-цепям иммуноглобули-
нов, степени зрелости клеток и особенностях их им-
мунофенотипа.

Использование маркеров зрелых В-клеток 
(CD20+CD45++) позволяет выявить поликлональность 

рис. 6. Гейт зрелых В-лимфоцитов (CD45++CD19+) в костном мозге больного ДВКЛ (а); в пределах зрелых В-клеток присутствует фрак-
ция CD21-негативных лимфоцитов – 9,7 % (б); общая популяция В-клеток (CD19+) костного мозга больного поликлональна по каппа- 
и лямбда-цепям иммуноглобулинов (в)

а б в
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Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

В-клеток и тенденцию к моноклональности. Исклю-
чение из состава этих клеток CD5- позволяет с боль-
шей точностью оценить клональность зрелых В-кле-
ток. Из 7 оцененных случаев в 2 возможно было 
установить моноклональность В-лимфоцитов.

Подробный анализ иммунофенотипа В-лимфо-
цитов костного мозга больных ДВКЛ по экспрессии 
мембранных CD19, CD20, CD21, CD22, CD24 позво-
лил установить особую группу пациентов с наличием 
CD21-негативных В-клеток. Это типично для пер-
вичной ДВКЛ. Для подобного анализа необходима 
многоцветная проточная цитометрия – CD45++CD19+ 
CD21–. Эти зрелые В-клетки наиболее напоминают 
по иммунофенотипу ДВКЛ, в пределах них присут-
ствует фракция крупных клеток.

Дальнейший анализ минимального поражения 
костного мозга при ДВКЛ целесообразно вести имен-

но в этом направлении – поиска CD21-негативных 
В-лимфоцитов крупного размера, моноклональных.

Заключение
У большинства больных ДВКЛ повышено содер-

жание бластных клеток в костном мозге. Эта группа 
больных характеризуется менее благоприятным про-
гнозом в сравнении с больными, у которых содержа-
ние бластных клеток нормальное. В связи с этим 
предпринята попытка установления минимального 
поражения костного мозга при ДВКЛ. Наиболее 
информативными оказались 2 подхода: исследование 
клональности В-клеток по каппа- и лямбда-цепям 
мембранных иммуноглобулинов в пределах популя-
ции CD45++CD20+CD5– зрелых В-лимфоцитов, 
оценка аберрантности зрелых В-клеток (отсутствие 
экспрессии CD21).
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клЮчевая ролЬ ПоПУляЦий в1-лимФоЦитов 
в иммУнном ответе У БолЬныХ раком ЖелУдка

С. в. чулкова1,2, е. н. Шолохова1, н. в. Грищенко1, д. а. рябчиков1,
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Контакты: Светлана Васильевна Чулкова chulkova@mail.ru

Введение. В1-лимфоциты – субпопуляция В-клеток, на долю которой в селезенке приходится 5 % от общего числа В-клеток. 
В1-лимфоциты секретируют преимущественно IgM, который играет важную роль в индукции апоптоза опухолевых клеток. 
Спленэктомия с целью адекватной лимфодиссекции при раке желудка вызывает выраженные и длительные иммунологические 
нарушения. Это в первую очередь затрагивает субпопуляцию В1а-лимфоцитов, которая обеспечивает тимуснезависимый 
иммунный ответ.
Цель исследования – изучить особенности В-клеточного звена иммунитета у больных раком желудка.
Материалы и методы. Проанализирован субпопуляционный состав В-лимфоцитов периферической крови больных раком 
желудка, подвергшихся хирургическому лечению методом проточной цитометрии (Facs Can, программа Lysys II и FacsCanto 
II, программа Facs Diva). Клетки окрашивались одномоментно тремя моноклональными антителами, меченными различны-
ми флуорохромами.
Результаты. Полученные данные демонстрируют нарушение состава субпопуляций В-клеток. В группе больных со стан-
дартной D2-лимфодиссекцией и спленэктомией на дооперационном этапе и спустя 3 мес после операции выявлена достовер-
ная корреляция между относительным количеством В-лимфоцитов (p = 0,018), CD5+В-лимфоцитов (p = 0,012) и количеством 
CD19+CD38+-клеток (p = 0,035). Кроме того, после хирургического лечения значительно возрос процент CD5+В-лимфоци-
тов – с 12,9 до 21,8 %, тогда как суммарное количество CD19+ лимфоцитов и CD19+СD21+ клеток снижалось.
Заключение. У больных опытной группы может наблюдаться снижение антителoпродукции, ослабление как общего, так 
и противоопухолевого иммунитета.

Ключевые слова: B-лимфоциты, тимуснезависимые антигены, гуморальный иммунитет, рак желудка, спленэктомия
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ThE ROlE OF B-1 lyMPhOCyTES IN ANTITuMOR IMMuNITy IN PATIENTS wITh GASTRIC CANCER

S. V. Chulkova1,2, E. N. Sholokhova1, N. V. Grishchenko1, D. A. Ryabchikov1, L. Y. Grivtsova3, I. S. Bazin1, N. N. Tupitsyn1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia 

2Pirogov Russian National Research Medical University; 1 Ostrovitianov St., Moscow 117997, Russia; 
3A. Tsyb Medical Radiological Research Center – branch of the National Medical Research Radiological Center of the Ministry 

of Health of the Russian Federation; 10 Marshal Zhukov St., Obninsk, Kaluga region, 249031, Russia

Introduction. B1-lymphocytes are a subpopulation of B-cells, the proportion of which in the spleen accounts for 5 % of the total number 
of B-cells. B1-lymphocytes predominantly secrete IgM, which plays an important role in the induction of tumor cell apoptosis. Splenec-
tomy for the purpose of adequate lymph node dissection in gastric cancer causes marked and prolonged immunological disorders. It 
primarily affects the B1a-lymphocyte subpopulation, which provides a thymus-independent immune response.
Objective. To study the features of the B-cell component of immunity in patients with gastric cancer.
Materials and methods. The subpopulation composition of B-lymphocytes of peripheral blood of gastric cancer patients undergoing sur-
gical treatment using flow cytometry (Facs Can, Lysys II and FacsCanto II programs, Facs Diva program) was analyzed. Cells were 
stained simultaneously with three monoclonal antibodies labeled with different fluorochromes.
Results. The data obtained demonstrate a violation of the composition of B-cell subpopulations. In the group of patients with standard 
D2 lymph node dissection and splenectomy at the preoperative stage and three months after surgery, a significant correlation was found 
between the relative number of B lymphocytes (p = 0.018), CD5 + B lymphocytes (p = 0.012) and the number of CD19 + CD38 + cells 
(p = 0.035). In addition, after surgical treatment, the percentage of CD5 + B-lymphocytes increased significantly from 12.9 to 21.8 %, 
while the total number of CD19 + lymphocytes and CD19 + CD21 + cells decreased.
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Conclusion. In patients of the experimental group, a decrease in antibody production, weakening of both general and antitumor immu-
nity can be observed.

Кey words: B-lymphocytes, thymus-independent antigens, humoral immunity, gastric cancer, splenectomy

Введение
Селезенка является одним из важнейших пери-

ферических лимфоидных органов, обеспечивающих 
гуморальный иммунитет. В селезенке происходят 
сложные процессы селекции и активации В-клеток. 
Незрелые В-клетки поступают из костного мозга 
во вторичные лимфоидные органы (селезенку, лим-
фатические узлы, пейеровы бляшки кишечника), где 
происходят их дальнейшее созревание, презентация 
антигена, пролиферация и окончательная дифферен-
цировка [1]. В результате созревания на их поверхно-
сти появляются молекулы IgD, CD21, CD22 (табл. 1). 
Антигены CD19, CD81 (иное название ТАРА-1) и CD21 
ассоциированы в комплекс, называемый В-клеточ-
ным корецептором. Связывание антигена с корецеп-
тором усиливает активационный сигнал, передавае-
мый через BCR [2, 3]. Процесс активации В-клеток 
может осуществляться в ответ на тимусзависимые 
антигены или без участия Т-лимфоцита [4]. Боль-
шинство зрелых В-клеток располагается в пределах 
лимфоидных фолликулов селезенки и лимфатических 
узлов, где они сталкиваются и реагируют на T-зави-
симые антигены, связанные с CD23+ фолликуляр-
ными дендритными клетками, пролиферируют, либо 
дифференцируются в плазматические клетки. На-
правленность дифференцировки регулируется в апи-
кальной зоне зародышевых центров [5]. Незрелые 
В-клетки реагируют на T-клеточные независимые 
антигены 1-го типа, которые вызывают быстрый 
ответ антителопродукции.

При контакте В-лимфоцитов с тимусзависимыми 
антигенами происходит связывание специфического 
иммуноглобулинового рецептора В-клеток. Затем 
в фолликулах селезенки и лимфатических узлов за-
пускается дифференцировка наивных В-лимфоцитов 
в ходе первичных иммунных ответов. При отсутствии 
антигенной стимуляции В-лимфоциты или мигри-
руют в лимфатические сосуды и продолжают цирку-
лировать, или погибают [6].

При осуществлении вторичных иммунных отве-
тов на тимусзависимые антигены отмечатся выра-
женная В-клеточная пролиферация и дифференци-
ровка В-лимфоцитов в плазматические клетки, 
что происходит в пределах наружной зоны периарте-
риолярных лимфоидных муфт [7, 8].

Селезенка является основным местом синтеза 
IgМ [9–11]. Антитела класса M появляются на ран-
них стадиях фило- и онтогенеза, продуцируются ак-
тивированными В-лимфоцитами в ходе первичных 

иммунных ответов, осуществляемых в перифериче-
ских лимфоидных органах [12]. Обладают высокими 
агглютинирующими свойствами и опсонизирую-
щим эффектом. Данный иммуноглобулин представ-
ляет собой полимер из 5 мономеров, связанных друг 
с другом ковалентными связями, известными как 
дисульфидные связи, и составляют около 10 % всех 
иммуноглобулинов. Время полужизни IgM не более 
5 дней. Примерно половина сывороточного IgM се-
кретируется В1 летками. Антитела класса М играют 
ключевую роль в индукции апоптоза опухолевых 
клеток [13–15].

таблица 1. Молекулы клеточной поверхности, экспрессируемые 
В-клетками

название
оригинальное 

имя
Экспрессия на клетках

CD19 B4 Пан-B-клеточный антиген, FDCs

CD20 B1 Зрелые B-клетки

CD21 B2, HB-5 Зрелые B-клетки, FDCs

CD22
BL–CAM, 

Lyb-8
Зрелые B-клетки

CD23 FcϵRII Активированные B-клетки, FDCs, s

CD24 BA-1, HB6
Пан-B-клеточный антиген, грану-

лоциты, эпителиальные клетки

CD40 Bp50
B-клетки, эпителиальные клетки, 

FDCs

CD72 Lyb-2 Пан-B-клеточный антиген

CD79a, b Igα, β Поверхностный Ig+ B-клеток

CD81 B2 Зрелые B-клетки

Объем хирургического вмешательства при раке 
желудка при выполнении гастрэктомии или прокси-
мальной резекции включает проведение D2-
лимфодиссекции, что подразумевает спленэктомию, 
которая выполняется для полного удаления лимфа-
тических узлов ворот селезенки [16]. Многочислен-
ные данные литературы сообщают о росте частоты 
послеоперационных осложнений и летальности в ре-
зультате спленэктомий [17–21]. Подобные исходы 
являются результатом дисфункции различных ком-
партментов иммунной системы, в числе которых 
нарушения пропорции популяций В-лимфоцитов 
и презентации макрофагами чужеродных антигенов 
Т- и В-лимфоцитам, снижения уровня секреции 
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иммуноглобулинов [22–24]. Но в первую очередь 
изменения затрагивают В-клеточный иммунный ответ, 
в том числе на тимуснезависимые антигены 2-го типа, 
который обеспечивается особой субпопуляцией 
В1а-лимфоцитов [25].

Популяция В1-лимфоцитов относится к древней 
ветви антителопродуцирующих клеток в филогенезе. 
Впервые популяция В1-лимфоцитов описана в 1983 г. 
Ли Херценбергом как CD5+-популяция, которая 
отличается от обычных B (B-2)-клеток фенотипом, 
анатомической локализацией, способностью к само-
восстановлению и производством естественных ан-
тител. В-1-популяция лимфоцитов включает 2 субпо-
пуляции: В1а и В1b [26, 27].

Цель исследования – оценить особенности В-кле-
точного звена у больных раком желудка.

Материалы и методы
Все больные раком желудка, принимавшие уча-

стие в исследовании, были разделены на 2 группы: 
1-я группа больных получила хирургическое лечение 
в объеме гастрэктомии, D2-лимфодиссекции с сохра-
нением селезенки; во 2-й группе больные проопери-
рованы в объеме гастрэктомии согласно стандартам 
D2-лимфодиссекции, которая сопровождалась 
спленэктомией. Исследование субпопуляций В-лим-
фоцитов проводилось на дооперационном этапе 
и спустя 3 мес после хирургического вмешательства.

Всего в исследовании приняли участие 50 боль-
ных. Средний возраст больных составил 59 лет. В нашем 
исследовании преобладали женщины. У 16 больных 
установлена I стадия, у 12 больных – II стадия, у 18 боль-
ных – III стадия, у 4 больных – IV стадия. Иммуно-
фенотипирование популяций В-лимфоцитов перифе-
рической крови до операции выполнено у 50 больных, 
спустя 3 мес после хирургического пособия – у 29 боль-
ных.

Субпопуляции В-лимфоцитов периферической 
крови исследовались в реакции прямой иммунофлу-
оресценции с использованием тройной флуоресцент-
ной метки. В работе использованы моноклональные 
антитела, меченные следующими флуорохромами: 
FITC – флуоресцеин, РЕ – фикоэритрин, PerCR – 
пиридининхлорофил, двойной (тандемный) краси-
тель, сочетающий фикоэритрин с цианином 5 (PE-cy5). 
Проведен анализ экспрессии мембранных антигенов: 
CD20, CD21, CD23, CD38, HLA-DR, CD71, CD10, 
CD95, CD25, CD5, CD56, легких цепей иммуногло-
булинов IgG-λ и IgG-κ (табл. 2).

Сбор данных проводился на проточных цитоме-
трах (Facs Can, программа Lysys II и FacsCanto II, 
программа Facs Diva), анализ данных – с исполь-
зованием приложения WinMDI 2.8 и FCS 3.0. Экс-
прессия мембранных антигенов оценивалась в гейте 
CD19+В- клеток. При этом на первом этапе анализа 

цитомет рически оценивалось количество CD19+ 
В-клеток в пределах лимфоцитов (рис. 1а). Далее, 
в пределах только В-клеток (гейт CD19+) (рис. 1б) 
проводился анализ экспрессии 2 антигенов, ассоци-
ированных с В-клетками. В приведенных образцах 
это оценка антигенов CD56 одновременно с CD21 
и CD20 одновременно с CD23 (см. рис. 1б). В 42 об-
разцах периферической крови до операции и 23 по-
сле операции на гематологическом анализаторе 
Micros 60 была подсчитана гемограмма, что позволи-
ло оценить абсолютное количество В-клеток.

Результаты и обсуждение
На дооперационном этапе у 33 % больных раком 

желудка выявлено снижение относительного количества 

рис. 1. По оси абсцисс – экспрессия пан-В-клеточного антигена 
CD19+; по оси ординат – параметр бокового светорассеяния лазер-
ного луча, отражающий рабочее цитометрическое понятие – гра-
нулярность клетки; a – оценка общего количества CD19+В-клеток 
в пределах лимфоцитов; б – оценка экспрессии 2 антигенов, ассоци-
ированных с В-клетками в гейте CD19+CD56 и CD21

таблица 2. Моноклональные антитела и антигены

антиген
клон  

антител
изотип 
антител

Производитель Флуорохром

CD19 4G7, HIB19 IgG1-κ BD Biosciences PerCP

CD20 2H7 IgG1-κ BD Biosciences PE

CD23 LT23 IgG1-κ Сорбент,  
Россия

FITC

CD5 L17F12 IgG2а-κ BD Biosciences PE

CD21 BL13 IgG1-κ BD Biosciences FITC

CD10 HL10a IgG2а-κ BD Biosciences PE

CD71 L01.1 IgG2а-κ BD Biosciences FITC

CD95 DX2 IgG1-κ BD Biosciences PE

CD25 2A3 IgG1-κ BD Biosciences FITC

CD56 NCAM 16.2 IgG2а-κ BD Biosciences PE

CD3 SK7 IgG1-κ BD Biosciences FITC

IgG- λ/ 
IgG-κ – – BD Biosciences PE\FITC

а б
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В-клеток (менее 5 %) и у 38 % – снижение абсолют-
ного количества. Через 3 мес после операции в 52 % 
случаев оказалось сниженным относительное коли-
чество В-клеток, у 31 % – абсолютное содержание 
В-лимфоцитов.

Среднее относительное количество В-клеток, так 
же как и их среднее абсолютное содержание в 1 мкл 
периферической крови, спустя 3 мес после оператив-
ного вмешательства оказалось незначительно повы-
шенным по сравнению с данными показате лями при 
оценке до операции. Средний процент В-лимфоци-
тов крови после операции был несколько ниже, чем 
до оперативного вмешательства. Вместе с тем данные 
различия оказались статистически недостоверными 
(Т-тест при сопоставлении двух независимых пере-
менных). Это может объясняться значительным раз-
бросом анализируемых показателей у больных как 
до оперативного вмешательства, так и после.

При анализе популяций В-клеток у больных ра-
ком желудка отмечено наличие выраженной пропор-
ции В1-лимфоцитов. B1 рассматриваются как клю-
чевые игроки раннего гуморального ответа против 
патогенов и считаются первичными продуцентами 
антител в ответ на T-клеточные независимые антигены 
типа 2 [28]. Специфический тимуснезависимый ответ 
реализуется двумя субпопуляциями В1-клеток: В1а 
и В1b.

Субпопуляции В1-лимфоцитов схожи между со-
бой, но для субпопуляции В1b характерно отсутствие 
экспрессии CD5 [29]. Субпопуляция В1а-лимфоцитов 
имеет фенотип СD19+CD21lowCD23-CD5+IgM++. 
Число CD19+CD5+ В-клеток периферической крови 
у больных раком желудка в среднем составило 17,7 %.

В1а-лимфоциты – минорная популяция В-клеток, 
появляющаяся раньше других субпопуляций В-лим-
фоцитов, развивающаяся из клеток-предшественни-
ков в печени плода. На раннем этапе онтогенеза 
предшественники В1а-лимфоцитов мигрируют из  
эмбриональных кроветворных тканей (фетальной 
печени, оментума) в брюшную и плевральную поло-
сти. Важно то, что данная субпопуляция в пределах 
селезенки получает информацию об антигенах, не 
принимая участие в рециркуляции. В1b-лимфоциты 
тоже происходят из фетальных предшественников, 

мигрирующих в эмбриональном периоде в серозные 
полости, где и остаются на протяжении всей жизни 
организма, а пул их у взрослых может частично по-
полняться за счет костного мозга [30, 31]. В целом 
пул B1-популяции поддерживается за счет активно-
сти клеток-предшественников, пролиферирующих 
довольно медленно.

В1-клетки характеризуются «активированным фе-
но типом»: на их поверхности экспрессируются ко-
стимулируюшие молекулы CD80 и CD86. Посред-
ством такого фенотипа В1-лимфоциты осуществ ляют 
функции антигенпрезентирующих клеток. В1-лим-
фоциты осуществляют тимуснезависимый ответ 
и преимущественно продуцируют антитела класса М 
[32]. Антитела IgM являются наиболее ранними 
в иммуногенезе. Многие из антител полиспецифич-
ны, имеют низкую аффинность и таким образом 
взаимодействуют с несколькими антигенами, вклю-
чая аутоантигены. В1-клетки постоянно циркулиру-
ют между селезенкой и брюшной полостью, не по-
ступая в фолликулы, поскольку не экспрессируют 
рецептор хемокина. Поэтому процессы «усовершен-
ствования» гуморального иммунного ответа в виде 
переключения изотипов и повышения сродства к ан-
тигенам, не затрагивают или минимально затрагива-
ют В1-клетки [33].

В норме В1а-субпопуляция лимфоцитов состав-
ляет не более 10 % от общего количества В-лимфо-
цитов периферической крови. Представляет интерес 
то, что в ходе исследования у 23 % больных раком 
желудка в периферической крови обнаружено зна-
чительное количество В1а-лимфоцитов, превышающих 
норму в 2 раза. Более того, следует обратить внима-
ние на то, что у 3 больных наблюдалось более 40 % 
CD19+CD5+-лимфоцитов.

Изучение субпопуляции В1а-лимфоцитов у боль-
ных раком желудка, у которых наблюдалось их более 
15 %, выявило выраженную экспрессию СD25+- 
и СD21+-антигенов (различия достоверны), CD38+- 
клеток при сравнении с группой, где количество 
В1а-лимфоцитов менее 15 % (табл. 3).

В группе больных, у которых субпопуляция В1а- 
клеток составила более 25 %, наблюдалось наличие 
выраженного числа клеток, экспрессирующих CD38+- 

таблица 3. Значительные популяции B-клеток в группах больных раком желудка с CD5+-лимфоцитами (1-я группа ≥15 %) и их нормаль-
ным содержанием (2-я группа <15 %)

Популяция 1-я группа 2-я группа
число, 1-я группа/ 

2-я группа
t-критерий Значимость

CD21 85,3 ± 1,6 79,1 ± 1,9 13 / 27 2,436 0,02

CD25 3,9 ± 2,0 0,7 ± 0,1 11 / 26 2,435 0,02

CD38 27,7 ± 6,5 16,1 ± 2,9 16 / 38 1,858 0,07
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и CD23+-антигены (достоверная корреляция для 
В-клеток с экспрессией CD38- и CD23-антигенов, 
R = 0,885; p =0,008). Кроме того, наблюдалась высокая 
вероятность присутствия субпопуляции CD19+CD5+ 
CD25+ (R = 0,879; p = 0,05). Однако в подавляющем 
большинстве случаев количество CD19+CD38+ 
В-клеток оказалось менее 15 %.

Таким образом, у 17,7 % больных раком желудка 
в периферической крови отмечается присутствие 
выраженной пропорции особой субпопуляции, обес-
печивающей специфический ответ на тимуснезави-
симые антигены 2-го типа, который сопровождается 
преимущественно синтезом IgМ – В1а-лимфоцитов. 
Для популяции В1а-лимфоцитов отмечен «активи-
рованный фенотип», что проявляется в экспрессии 
на их поверхности активационных антигенов CD38 
и CD25.

В селезенке происходят сложные процессы диф-
ференцировки, селекции В-лимфоцитов, пополне-
ния пула рециркулирующих В-лимфоцитов. Чтобы 
оценить особенности В-клеточного звена иммуни-
тета у больных раком желудка после гастрэктомии 
со спленэктомией, проведено исследование субпо-
пуляций В-лимфоцитов в динамике: до и после опера-
ции. Иммунофенотипический профиль В-клеток 
изучен у 14 больных раком желудка со спленосохранной 
D2-лимфодиссекцией и гастрэктомией и у 16 боль-
ных раком желудка после гастрэктомии и D2-лим-
фодиссекции со спленэктомией (рис. 2).

В 1-й группе больных при попарном сопоставле-
нии (Т-критерий для парных переменных) средних 
величин до операции и после установлена достовер-
ная корреляция между относительным (доля на лим-
фоциты и на лейкоциты) и абсолютным (клетки в 1 мкл 
крови) количеством CD19+ В-клеток (p = 0,015; p = 0,04 
и p = 0,05 соответственно). Аналогичная корреляция вы-
явлена для популяции CD19+CD21+-клеток (p = 0,034).

Сравнительный анализ, проведенный во 2-й груп-
пе больных на дооперационном этапе и спустя 3 мес. 
после операции, выявил достоверную корреляцию 
между относительным количеством В-лимфоцитов 
(p = 0,018), CD5+В-лимфоцитов (p = 0,012) и коли-
чеством CD19+CD38+-клеток (p = 0,035). Показате-
ли В-клеток в группе больных раком желудка после 
гастрэктомии со стандартной D2-лимфодиссекцией 
и спленэктомией представлены на рис. 3.

Любопытные данные были получены в ходе 
изучения субпопуляции В1а-лимфоцитов в динами-
ке у больных 2-й группы. После оперативного вме-
шательства отмечено значительное количество кле-
ток, экспресссирующих CD5+антиген (t = –6,015, 
sig.<0,0001, p = 0,013), а относительное количество 
СD19+ лимфоцитов снизилось. Вместе с тем выяв-
лено снижение числа СD19+CD21+ В-лимфоцитов 
с 83,6 до 73,9 % (p = 0,08). Следует отметить, что 
наибольшее число зрелых СD19+CD21+ В-клеток 

рис. 2. Содержание B-лимфоцитов и их субпопуляций у больных 
со спленосохранной D2-лимфодиссекцией

рис. 3. Показатели В-клеток в группе больных раком желудка после гастрэктомии со стандартной D2-лимфодиссекцией и спленэктомией 
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в организме аккумулировано в маргинальной зоне 
селезенки. При сравнении 1-й и 2-й групп больных 
раком желудка после проведенного оперативного 
вмешательства спустя 3 мес. обращает на себя внима-
ние выраженное количество CD19+CD5+В-клеток 
у пациентов 2-й группы, достигающее 21,7 % (p = 0,049), 
которые являются предшественниками функциональ-
но более совершенных, клонально более разнообраз-
ных истинных В-клеток.

Заключение
Полученные результаты по изучению особенно-

стей В-клеточного звена иммунитета у больных ра-
ком желудка демонстрируют нарушение состава 
субпопуляций В-лимфоцитов, которое затрагивает 
в первую очередь В1а-популяцию. На дооперацион-
ном этапе большинство В-клеток периферической 
крови больных раком желудка слабо экспрессирова-
ли антиген CD21, который ассоциирован с другими 
молекулами в комплексе, называемом В-клеточным 

корецептором, связывание антигена с которым уси-
ливает активационный сигнал, передаваемый через 
BCR. Вместе с тем у больных раком желудка отмече-
ны присутствие выраженного количества CD23+ 
В-клеток и случаи клональных В-клеток. После хи-
рургического вмешательства в группе больных 
со стандартной D2-лимфодиссекцией и спленэкто-
мией значительно возрос процент CD5+ В-лимфо-
цитов с 12,9 до 21,8 %, тогда как суммарное количе-
ство CD19+-лимфоцитов и CD19+СD21+-клеток 
снизилось. Учитывая полученные данные и прини-
мая во внимание, что В1-лимфоциты осуществляют 
преимущественно тимуснезависимый ответ и в ос-
новном продуцируют антитела класса М, у больных 
раком желудка после спленэктомии может наблю-
даться иммунодепрессия, сопровождающаяся сни-
жением образования антител, в том числе IgМ, 
играющего важную роль в индукции апоптоза опу-
холевых клеток, поскольку подавляющий процент 
сывороточного IgМ секретируется В1-клетками.
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иССледование воЗдейСтвия араноЗы, ЦиСПлатина 
и ПаклитакСела в монореЖиме и в Сочетании 

на активноСтЬ Pd–l1 и Pd–l2 в клеткаХ меланомы

а. а. рудакова, в. а. мисюрин, а. в. Пономарёв, о. С. Бурова, а. в. мисюрин, м. а. Барышникова
ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Анна Андреевна Рудакова RudakovaAn93@yandex.ru

Введение. В настоящее время для лечения рака применяются следующие подходы: хирургическое удаление опухоли, химио-
терапия, таргетная терапия и иммунотерапия. Комбинирование препаратов различных классов позволяет добиться боль-
шего терапевтического эффекта по сравнению с их применением в монорежиме. Более того, могут наблюдаться и другие 
эффекты, в том числе изменение уровня экспрессии белков PD–L1 и PD–L2, важных мишеней чекпойнт-терапии.
Цель исследования – оценить влияние аранозы, цисплатина и паклитаксела в монорежиме или в комбинации на изменение 
уровня экспрессии мРНК и белков PD–L1 и PD–L2 в клеточных линиях меланомы и сопоставить результат со степенью 
дифференцировки клеток и наличием или отсутствием мутаций.
Материалы и методы. Исследования проводили на клеточных линиях меланомы человека, полученных из опухолевого мате-
риала больных. Уровень экспрессии генов PD–L1 и PD–L2 оценивали методом полимеразной цепной реакции в режиме реаль-
ного времени. В реакции иммунофлуоресценции оценивали экспрессию белков PD–L1 и PD–L2. Данные анализировали мето-
дами корреляционного анализа и медианного теста.
Результаты. Уровень экспрессии гена PD–L2 прямо коррелировал со степенью дифференцировки клеток (коэффициент 
Пирсона 0,937, p <0,15). Активность гена PD–L1 и белков PD–L1 и PD–L2 не связана со степенью дифференцировки, 
а также не зависит от наличия мутаций гена TP53. PD–L2 экспрессируется на меньшем уровне в клеточных линиях, име-
ющих мутации гена BRAF (p = 0,0117). Интересно, что мутации в гене TP53 наблюдаются при наличии мутаций BRAF 
(коэффициент Пирсона 1, p <0,15). Воздействие аранозы привело к увеличению уровня экспрессии гена PD–L1 (p = 0,23). 
Инкубация с цисплатином в комбинации с паклитакселом также приводила к увеличению уровня экспрессии белка PD–L1 
(p = 0,037). Цисплатин и паклитаксел в монорежиме не оказывали влияния на экспрессию белка PD–L1. Уровень экспрессии 
гена и белка PD–L2 снижался под действием любого препарата, но статистически незначимо (р = 0,6).
Выводы. Исследованные препараты практически не оказывают влияния на уровень экспрессии PD–L1 и PD–L2 как на уров-
не белка, так и на уровне мРНК. Из этого следует, что сочетание анти-PD терапии и противоопухолевых препаратов, 
таких как паклитаксел и араноза, потенциально не снизит эффективность чекпойнт-терапии и может иметь большие 
перспективы применения в будущем при создании протоколов комбинированной терапии.

Ключевые слова: меланома, PD–L1, PD–L2, араноза, цисплатин, паклитаксел
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ThE EFFECTS OF ARANOSE, CISPlATIN OR PAClITAXEl IN MONOThERAPy ANd IN COMBINATION ON 
ThE EXPRESSION OF Pd–l1 ANd Pd–l2 IN MElANOMA CEllS

A. A. Rudakova, V. A. Misyurin, A. V. Ponomarev, O. S. Burova, A. V. Misyurin, M. A. Baryshnikova

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Introduction. Currently, the following approaches are used for cancer treatment: surgical tumor removal, chemotherapy, targeted thera-
py and immunotherapy. The combination of different drugs may have additional advantages due to cumulative effect. Moreover, some 
additional effects like changes in PD–L1 and PD–L2 expression levels may be observed.
Aim. The aim of this study was to determinate the influence of aranose, cisplatin or paclitaxel and their combination on the expression 
of mRNA level and proteins PD–L1 and PD–L2 in melanoma cell lines and to compare the results with the differentiation status and 
with the appearance of mutations in melanoma cells.
Materials and methods. Melanoma cell lines used in this study were derived from surgical species of patients with disseminated melano-
ma. The mRNA expression level of PD–L1 and PD–L2 genes was measured by RQ-PCR. The expression of PD–L1 and PD–L2 
proteins was measured by flow cytometry. The Pearson’s correlation and median test were used for statistical analysis.
Results. The expression level of PD–L2 gene was correlated with melanomas cell’s differentiation status (Pearson’s coefficient 0.937, 
p <0.15). The expression levels of PD–L1 gene and PD–L1 and PD–L2 proteins were not correlated with differentiation status 
of mela noma cells as well as TP53 mutations. In case of BRAF mutations the expression of PD–L2 was low detectable (p = 0.0117). 
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It is worth noting that the TP53 mutations were associated with BRAF mutations (Pearson’s coefficient 1, p <0.15). The exposure 
of cells to aranose led to increased PD–L1 gene expression (p = 0,23). Incubation with cisplatin in combination with paclitaxel also 
resulted in an increase in PD–L1 protein expression (p = 0.037). Cisplatin or paclitaxel had no effect on the expression of PD–L1 
 protein. The expression level of PD–L2 gene and protein decreased under the action of any of these two drugs: these data are statistically 
(p = 0.6).
Conclusion. The tested drugs had no effect on the expression of PD–L1 and PD–L2 both at the protein level and at the mRNA level. 
It follows that the combination of anti-PD therapy and anticancer drugs, such as paclitaxel and aranose, will not potentially reduce 
the effectiveness of checkpoint therapy, and may have great prospects for future use in the creation of combined therapy protocols.

Key words: melanoma, PD–L1, PD–L2, aranose, cisplatin, paclitaxel

Введение
Меланома – агрессивная неоплазия, вызванная 

злокачественной трансформацией меланоцитов, пиг-
ментгенерирующих клеток кожи, которая является 
причиной 75 % всех смертей, связанных с раком 
кожи. Меланома фенотипически и молекулярно-не-
однородное заболевание, выделяют кожные, увеаль-
ные, акральные и слизистые меланомы. Они имеют 
разные варианты клинических проявлений, лечения 
и прогноза, так как обладают различными мутацион-
ными профилями и различными факторами риска. 
Меланома кожи характеризуется наибольшим числом 
мутаций по сравнению с другими солидными опухо-
лями [1, 2]. Идентифицированы онкогенные мута-
ции BRAF (около 50 %), NRAS (около 15–20 %), c-Kit 
(около 2 %) и нуклеотид Guanine (GNAQ / GNA11) 
(около 50 % случаев увеальной меланомы) [3]. Иден-
тификация этих молекулярных аномалий при мела-
номе имеет значение для развития таргетной терапии [4].

Мутация в гене BRAF – наиболее распространен-
ное событие, встречающееся примерно в половине 
случаев меланомы. Самыми распространенными 
онкогенными мутациями BRAF в меланоме являются 
BRAFV600E и BRAFV600K, представляющие 80–90 
и 10–20 % всех мутаций BRAF соответственно [5, 6]. 
Киназы BRAFV600E и BRAFV600K – конститутивно 
активные, поддерживают передачу сигнала по MAPK- 
каскаду и стимулируют рост клеток. Фенотипически 
BRAFV600E и BRAFV600K придают агрессивное 
поведение клеткам меланомы [7, 8], а их наличие 
у больного коррелирует с неблагоприятным прогно-
зом [6].

Идентификация мутаций BRAF в опухолях мела-
номы привела к разработке направленных на MAPK-
каскад малых молекул – ингибиторов киназ, в частно-
сти ингибиторов BRAF и MEK. Блокируя сигнальный 
путь MAPK, эти агенты значительно улучшили вы-
живаемость пациентов с мутацией BRAFV600, что 
привело к внедрению в клиническую практику вему-
рафениба в 2011 г., дабрафениба и траметиниба 
в 2013 г. в США [9–11]. По разным данным, сомати-
ческие мутации гена BRAF выявляются в 40–88 % слу-
чаев при местно-распространенных и метастати-
ческих формах меланомы [12]. И хотя больные, не 

имеющие мутации BRAF, не могут получать анти- 
BRAF-терапию, для них возможны другие способы 
лечения.

Еще один перспективный метод лечения злокаче-
ственных новообразований – иммунотерапия [13–15]. 
PD-1 (белок запрограммированной гибели клеток/ 
programmed cell death-1) экспрессируется на поверх-
ности активированных Т-лимфоцитов [16, 17]. Ассо-
циация PD-1 с лигандами приводит к инактивации 
Т-клеток. Известны 2 лиганда РD-1: PD–L1 и PD–
L2 [18]. В физиологических условиях PD–L1 экс-
прессируется на иммунных клетках, включая ден-
дритные клетки (DCs), а также на негемопоэтических 
клетках [19], а PD–L2 экспрессируется лишь на ак-
тивированных макрофагах и дендритных клетках 
[20]. Взаимодействие рецептора с лигандом PD–L1 
на опухолевых клетках и клетках опухолевого микро-
окружения приводит к иммуносупрессии и подавле-
нию противоопухолевого иммунного ответа [21–24]. 
Поэтому блокирование либо иммунного контроль-
ного белка PD-1, либо его лигандов PD–L1 и/или 
PD–L2 – это новые стратегии противоракового ле-
чения, которые уже доказали свою эффективность 
[25]. Однако к блокаторам PD-1 в некоторых случаях 
развивается резистентность [26]. Долгосрочные от-
веты на анти-PD-1-терапию наблюдались у 30–35 % 
пациентов с метастатической меланомой [27].

Несмотря на эти достижения, использование 
представленных подходов, а также химиопрепаратов 
в качестве монотерапии имеет значительные ограни-
чения. Возрастает интерес к использованию комби-
наций препаратов, так как ожидается взаимное 
усиление их лекарственного эффекта [28].

Иммунотерапия эффективна при разных типах 
опухолей, и поэтому сочетание химиотерапии с инги-
биторами PD-1 может, во-первых, уменьшить токси-
ческую нагрузку на организм, во-вторых, усилить 
противоопухолевый ответ путем воздействия на опу-
холь иммунных клеток и, в-третьих, непосредственно 
воздействовать на стромальные клетки опухоли. Вы-
бор химиотерапевтического средства и время для при-
менения комбинаций будет иметь большое значение, 
поскольку многие цитотоксические химиопрепараты 
нацелены на быстрое деление клеток [29].
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Лечение ингибиторами BRAF улучшает противо-
опухолевый иммунный ответ на меланому, возмож-
но, путем увеличения перекрестного представления 
антигенов из мертвых опухолевых клеток [30, 31]. 
Развитие резистентности к ингибиторам BRAF сопро-
вождается увеличением уровня экспрессии PD–L1 
на клетках меланомы [32]. Исследования с исполь-
зованием мышиной модели с мутацией BRAFV600E 
показали, что блокада PD-1 или PD–L1 в сочетании 
с ингибированием BRAF увеличивает активность 
опухолеинфильтрирующих лимфоцитов и опосреду-
ет более продолжительную выживаемость [33]. На 
основе данных наблюдений в настоящее время ве-
дутся клинические испытания, в которых оценива-
ются комбинации блокаторов PD-1 с ингибиторами 
BRAF, такими как вемурафениб (NCT01656642) или 
дабрафениб (Tafinlar; GlaxoSmithKline) [34]. Но даже 
такие комбинации оказались неидеальными. По этой 
причине классические цитотоксические препараты 
остаются актуальными, так как их тоже можно соче-
тать и с анти-PD1-терапией, и друг с другом.

Цисплатин, цисплатина или цис-диаммин-
дихлорплатина (II) является хорошо известным хи-
миотерапевтическим лекарственным средством. Он 
используется для лечения многочисленных онколо-
гических заболеваний человека, включая рак моче-
вого пузыря, головы и шеи, легких, яичников и яи-
чек. Эффективен при различных видах рака, включая 
карциномы, опухоли зародышевых клеток, лимфомы 
и саркомы. Однако из-за развития резистентности 
к цисплатину и многочисленных нежелательных 
побочных эффектов, таких как почечная недостаточ-
ность, аллергические реакции, снижение иммуните-
та к инфекциям, желудочно-кишечные расстройства, 
кровоизлияние и потеря слуха, особенно у более 
молодых пациентов, другие платиновые лекарствен-
ные средства, такие как карбоплатин, оксалиплатин 
и проч., стали чаще применяться в противоопухоле-
вой терапии [35].

Начальная чувствительность к препаратам пла-
тины – высокая, но у большинства больных в конечном 
счете происходит рецидив заболевания, резистент-
ного к цисплатину. Следовательно, лекарственная 
устойчивость развивается у многих пациентов. Для 
преодоления резистентности цисплатин обычно ис-
пользуется в сочетании с некоторыми другими пре-
паратами [36].

К достоинствам цисплатина, помимо его эффек-
тивности, относится то, что механизм его противо-
опухолевой активности отличается от токсичности 
других противоопухолевых препаратов [37]. В связи 
с этим комбинированная химиотерапия с цисплати-
ном стала основой для лечения многих видов рака.

Паклитаксел занимает особое место среди эф-
фективных противоопухолевых химиопрепаратов. 

Он характеризуется высокой терапевтической актив-
ностью при лечении рака молочной железы, яични-
ков, головы и шеи, а также успешно применяется 
в случае злокачественных новообразований, не под-
дающихся традиционной химиотерапии [38].

Паклитаксел относится к цитотоксическим аген-
там таксана и к числу наиболее часто назначаемых 
химиотерапевтических средств в онкологии. Пакли-
таксел является естественным экстрактом, получен-
ным из коры тихоокеанского тисового дерева (Taxus 
brevifolia), который стал коммерчески доступным 
в 1992 г. Препарат препятствует сборке микротрубо-
чек, способствует полимеризации тубулина в высо-
костабильные структуры, тем самым нарушает митоз 
и в конечном итоге приводит к гибели опухолевых 
клеток [39–42].

Частота положительных ответов во II фазе кли-
нических испытаний таксанов варьирует от 3,3 
до 17 %. Сочетания таксанов с платиновыми и дру-
гими химиопрепаратами продемонстрировали часто-
ту ответа от 12 до 41 %, что свидетельствует о том, 
что они более эффективны в комбинированной хи-
миотерапии. Таксаны, как в качестве отдельных 
агентов, так и в комбинации, могут быть вариантом 
лечения для некоторых пациентов с метастатической 
меланомой [43].

Еще одним химиопрепаратом, применяемым для 
лечения метастатической меланомы, является ара-
ноза, разработанная в НИИ ЭДиТО ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России 
[44–49]. Общая эффективность монотерапии арано-
зой при лечении диссеминированной меланомы кожи 
составила 20,6 % [50].

В настоящее время сочетания химиопрепаратов 
с анти-PD–L1 и PD–L2 интенсивно изучаются 
при опухолях разных локализаций и молекулярных 
подтипов. В связи с этим актуальным вопросом оста-
ется влияние различных сочетаний химиопрепаратов 
на уровень экспрессии PD–L1 и PD–L2, мишеней 
для чекпойнт-терапии.

Материалы и методы
клеточные линии
Исследования проводили на клеточных линиях 

меланомы человека mel Mtp, mel Z, mel Kor, mel Ibr, 
mel P, mel Is, mel Me, mel H, mel Hn, mel Bgf, mel Si, 
mel Rac, mel Gus, mel Gi, mel Ksen, mel Ch, mel Il, mel 
R, полученных из опухолевого материала больных, 
проходивших лечение в ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России [51]. Клеточ-
ные линии различались по степени дифференциров-
ки и наличию или отсутствию мутаций генов BRAF 
и ТР53 [52–54]. Клеточные линии культивировали 
в среде RPMI-1640, содержащей 10 % сыворотки 
эмбриона теленка, 2мМ L-глутамина (Sigma, США), 
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пенициллин (25 000 Ед) – стрептомицин (25 000 мкг), 
пируват натрия, 0,1 % раствор аминокислот и 0,1 % 
раствор витаминов при +37 °C в атмосфере 5 % СО

2
. 

Культуры клеток пересевали через 3–4 дня.

мтт-тест
В МТТ-тесте изучали цитотоксическое действие 

на клеточные линии противоопухолевых препаратов: 
аранозы, цисплатина и паклитаксела. Препараты 
добавляли как в монорежиме, так и в комбинации.

Клетки вносили в 96-луночные плоскодонные 
планшеты по 7 × 103 клеток в 180 мкл ростовой среды 
на лунку. Через 24 ч в лунки с клетками добавляли по 
20 мкл препаратов. Аранозу добавляли в концентрациях 
125, 250 и 500 мкг/мл. Для цисплатина и паклитаксела 
было выбрано по 9 концентраций с 2-кратным шагом 
разведения: 0,39–100 мкг/мл и 1,171–300 мкг/мл.

Клетки инкубировали с препаратами в течение 
24 ч при +37 °С и 5 % СО

2
. После инкубации в ка-

ждую лунку вносили по 20 мкл раствора МТТ 
(1 мг/мл, Sigma, Сhemical Co, США) и оставляли еще 
на 4 ч при +37 °C при 5 % СО

2
. По окончании инку-

бации планшеты центрифугировали, отбирали супер-
натант и вносили в лунки по 150 мкл диметилсульфок-
сида (ПанЭко, Россия) для растворения кристаллов 
формазана, после чего планшеты встряхивали на шей-
кере для равномерного распределения окрашивания. 
Оптическую плотность раствора формазана опреде-
ляли на фотометрическом анализаторе иммунофер-
ментных реакций «Multiscan EX» (ThermoLabsystems, 
Германия) при длине волны 540 нм. Величина погло-
щения прямо пропорциональна числу живых клеток.

Процент живых клеток вычисляли по формуле:

N
0
 = N

1
 / N

2
•100 %,

где N
0
 – процент живых клеток; N

1
 – средняя опти-

ческая плотность в лунках, содержащих клетки и пре-
парат; N

2
 – средняя оптическая плотность в кон-

трольных лунках, содержащих только клетки.

Подготовка клеточного материала  
и выделение общей рнк
Клетки снимали с культуральных флаконов 0,02 % 

раствором Версена объемом 2 мл, содержащим 
0,25 % трипсина. Клетки находились в трипсине 2 мин 
при постоянном наблюдении за их состоянием с по-
мощью микроскопа. Добавляли 10 мл буфера STE 
(0,1 моль NaCl, 1 моль Трис-HCl pH 8,0, 1 ммоль 
этилендиаминтетрауксусной кислоты) и центрифу-
гировали в течение 5 мин при 800 об/мин. Удаляли 
супернатант, а клеточный осадок ресуспендировали 
в 5 мл 0,9 % физиологического раствора и центрифу-
гировали в течение 5 мин при 1200 об/мин. Из полу-
ченного осадка клеток далее выделяли РНК.

Выделение РНК из предварительно обработан-
ных образцов производилось по протоколу, предло-
женному P. Chomczynski и N. Sacchi [55]. Подготов-
ленный клеточный материал лизировали в 0,5 мл 
гуанидин-тиоционатного буфера (4 моль тиоционата 
гуанидина, 25 ммоль цитрата натрия, 0,5 % N-лау-
рил-саркозината натрия и 0,1 моль меркаптоэтано-
ла). Во время лизиса материал пропускали через иглу 
19G не менее 20 раз. Далее в пробирку добавляли 
0,5 мл водонасыщенного фенола (pH 5,2) и 0,125 мл 
раствора ацетата натрия (pH 4,2), встряхивали и до-
бавляли 0,25 мл хлороформа. Полученную смесь 
встряхивали до молочно-белого цвета и центрифуги-
ровали в течение 10 мин при 12 000 об/мин и охлаж-
дении до +4 °C. После центрифугирования отбирали 
0,65 мл верхней водной фазы, содержащей клеточную 
РНК, и смешивали с 0,65 мл изопропанола. Инкуби-
рование РНК в изопропаноле проводилось в течение 
20 ч при температуре –20 °C. После инкубирования 
РНК осаждали центрифугированием в течение 10 мин 
при 12 000 об/мин, удаляли супернатант и 2 раза про-
мывали в 80 % этаноле. После промывок осадок РНК 
высушивали в термостате в течение 20 мин при 
+37 °С, растворяли в 20 мкл деионизованной воды 
и измеряли концентрацию раствора.

Для синтеза кДНК с использованием ревертазы 
брали 2 мкг мРНК, выделенной на предыдущем этапе. 
Реакцию обратной транскрипции проводили с ис-
пользованием фермента RevertAid Transcriptase и ком-
мерческого набора реактивов (Fermentas, США) 
в условиях, предложенных фирмой-производителем. 
Для отжига использовали смесь случайных гексаме-
ров («Синтол», Россия). В качестве отрицательного 
контроля использовали рабочую смесь без добавления 
РНК. Пробу доводили до конечного объема 165 мкл 
деионизованной водой.

количественная полимеразная цепная реакция 
в реальном времени
Количественную полимеразную цепную реакцию 

в реальном времени проводили с использованием 
2-кратной реакционной смеси (40 ммоль трис-HCl, 
100 ммоль KCl, 4 ммоль MgCl

2
, 1 ммоль каждого из 

4  дезоксирибонуклеотидов и 0,2 ммоль β-меркапто-
этанола) и Taq-полимеразы (Fermentas, США). В ка-
ждую пробу было добавлено 5 мкл кДНК, 250 нмоль 
прямого и 250 нмоль обратного праймера и 140 нмоль 
флуоресцентного зонда. Подбор праймеров и флуо-
ресцентных зондов проводили с использованием 
программы Vector NTI 10 на основе данных нуклео-
тидных последовательностей генов PD–L1 и PD–L2, 
доступных на интернет-ресурсе PubMed (http://www. 
 ncbi.nlm.nih. gov/pubmed).

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

Данный эксперимент проводили на приборе 
DTlite («ДНК-технология», Россия).

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

Для детекции флуоресценции был выбран канал 
Hex. Измерения велись по общепризнанной методи-
ке относительно гена ABL, уровень экспрессии кото-
рого был принят за 100 % [56]. В качестве положи-
тельного контроля использовали векторы pET-15b, 
экспрессирующие клонированные геномные после-
довательности. Правильность синтезированных оли-
гонуклеотидных последовательностей подтверждена 
секвенированием по Сэнгеру на анализаторе ABI 
Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США).

реакция иммунофлуоресценции
После 24 ч инкубации с исследуемыми препара-

тами клетки снимали с культуральных флаконов 
раствором Версена и 2 раза отмывали в PBS. Разно-
сили в пробирки по 50 мкл и добавляли по 20 мкл 
антител к PD–L1 (CD274FITC, 558065, BD Phar-
mingen™) и к PD–L2 (CD273APC, 557926, BD Phar-
mingen™). Инкубировали в течение 30 минут, после 
чего дважды отмывали в PBS. Подсчет проводили 
на проточном цитофлуориметре FACSCantoII, с ис-
пользованием программного обеспечения FACSDiva 
(Bekton Dikenson).

Анализ данных
Для статистического анализа данных использо-

вались непараметрические критерии. Для определе-
ния связи между цитотоксичностью препаратов 
и наличием мутаций в генах BRAF и TP53 или степе-
нью дифференцировки клеток, между наличием 
мутаций в генах BRAF и TP53 и уровнем экспрессии 
PD–L1 и PD–L2, а также для сравнения цитотокси-
ческой активности различных комбинаций препара-
тов и связи этих препаратов с уровнем экспрессии 
PD–L1 и PD–L2 на уровне белка и мРНК использо-
вался критерий Манна–Уитни. Для изучения корре-
ляции между уровнем экспрессии генов PD–L1 
и PD–L2 и степенью дифференцировки клеток вы-
числялся коэффициент корреляции Пирсона.

Результаты
Для определения эффективных концентраций 

исследуемых препаратов изучили их цитотоксиче-
скую активность на линиях клеток меланомы чело-
века с помощью МТТ-теста, по результатам которо-
го рассчитывали IC50 – концентрацию, при которой 

детектировали ингибирование метаболической ак-
тивности 50 % клеток (см. таблицу).

Определение чувствительности клеток меланомы 
человека к цитотоксическому действию препаратов 
показало, что при сопоставлении величины IC50 
с наличием мутаций генов BRAF или TP53 связь 
не выявлена (p >0,5 во всех случаях). Высокодиффе-
ренцированные линии несколько более чувствитель-
ны к препаратам, так как для достижения IC50 
требовалась меньшая концентрация препаратов 
(p = 0,154). IC50 комбинации цисплатина с пакли-
такселом и паклитаксела в монорежиме не различа-
ются (p = 0,431).

Определен уровень экспрессии поверхностных 
белков PD–L1 и PD–L2 в клеточных линиях мета-
статической меланомы человека (рис. 1). Активность 
белков PD–L1 и PD–L2 не связана со степенью 
дифференцировки, а также не зависит от наличия 
мутаций гена TP53. Наличие мутации BRAF в клеточ-
ных линиях меланомы человека связано с меньшим 
уровнем экспрессии PD–L2 (p = 0,0117). Инкубация 
цисплатина в комбинации с паклитакселом также уве-
личивает уровень экспрессии белка PD–L1 (p = 0,037). 
Цисплатин и паклитаксел в монорежиме не оказы-
вают влияния на экспрессию белка PD–L1. Уровень 
экспрессии белка PD–L2 несколько снижается 
под действием любого препарата, но статистически 
незначимо (p = 0,609).

Также был определен уровень экспрессии мРНК 
PD–L1 и PD–L2 (рис. 2). Уровень экспрессии PD–L2 
прямо коррелировал со степенью дифференцировки 
клеток (коэффициент Пирсона 0,937, p <0,15), а ак-
тивность гена не связана со степенью дифференци-
ровки. Наличие гена TP53 не оказывает никакого 
вли яния на экспрессию генов PD–L1 и PD–L2. Ин-
тересно, что мутации в гене TP53 наблюдаются в слу-
чае мутаций гена BRAF (коэффициент Пирсона 1, 
p <0,15). Араноза незначимо повышает уровень экс-
прессии мРНК PD–L1 в линиях меланомы (p = 0,23).

Заключение
Согласно полученным нами результатам мутации 

генов BRAF или TP53 не оказывают влияния на чув-
ствительность к препаратам, представленным в ис-
следовании. Степень дифференцировки клеток так-
же оказывает незначимое влияние. Из этого следует, 
что паклитаксел, цисплатин и аранозу можно приме-
нять независимо от наличия мутаций BRAF или TP53.

Комбинация цисплатина с паклитакселом 
по проявленной цитотоксичности может не обладать 
особыми преимуществами по сравнению с паклитак-
селом в монорежиме. Не удалось обнаружить каких-то 
признаков, при которых применение цисплатина 
с паклитакселом одновременно могло бы быть по-
лезным в клинической практике, так как паклитаксел 
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Наличие мутаций в клеточных линиях меланомы и IC50 аранозы, цисплатина и паклитаксела, а также сочетания цисплатина и пакли-
таксела

клеточные линии мутации BRAF мутации TP53
араноза, IC50, 

мкг
Цисплатин, 

IC50, мкг
Паклитаксел, 

IC50, мкг
Сочетание цисплатина 

и паклитаксела, IC50, мкг

Mel BGF Нет  – 2000  –  –  – 

Mel Ch Нет Нет 1300  –  –  – 

Mel Gus Нет Нет 2000 8,4 14,2 3,62

Mel H Нет  – 1800  –  –  – 

Mel Hn V600E P151S и S240F 1500 12,5 2,9 3,54

Mel Ibr V600E E171A 2000 6,6 10 3,82

Mel Il V600K Нет 1900 8 9,7 1,42

Mel Is V600E Нет 1300 28 11 3,12

Mel Kor Нет Нет 500  –  –  – 

Mel Ksen V600E  – 2000  –  –  – 

Mel Me Нет  – 2000 11,4 8,6 2,00

Mel Mtp Нет  – 2000  –  –  – 

Мel P V600E  – 1000  –  –  – 

Мel R V600E  – 1500  –  –  – 

Mel Rac Нет Нет 1250 3,3 2,1 1,08

Mel Si L597Q  – 1350  –  –  – 

Мel Z V600E  – 800  –  –  – 

Mel Gi V600E Нет 1550  –  –  – 

Примечание. «Нет» – отсутствует экспрессия; «–» нет данных.

рис. 1. Уровень экспрессии белков PD–L1 и PD–L2, подвергнутых воздействию различными химиопрепаратами
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в монорежиме менее токсичен для организма боль-
ного в целом.

С опухолью взаимодействуют не только химио-
препараты, но и иммунная система. Мы показали, 
что наличие мутаций в гене BRAF несколько снижает 
экспрессию PD–L2. Это открывает новые возмож-
ности лечения, так как больные, имеющие мутации 
BRAF, могут получать таргетную терапию не только 
против киназы BRAF, но и анти-PD-терапию.

Исследованные препараты практически не оказы-
вают влияния на уровень экспрессии PD–L1 и PD–L2 

как на уровне белка, так и на уровне мРНК. Из этого 
следует, что сочетание анти-PD-терапии и противо-
опухолевых препаратов, таких как паклитаксел и ара-
ноза, потенциально не снизит эффективность чек-
пойнт-терапии, и может иметь большие перспективы.

Таким образом, при терапии больных сочетанием 
цисплатина и паклитаксела можно порекомендовать 
использование ингибиторов взаимодействия PD-1 
и PD–Ls. Возможно, лучше не включать в терапию 
паклитаксел из-за опасности ухода опухоли от им-
мунного ответа.
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рис. 2. Уровень экспрессии генов PD–L1 и PD–L2, подвергнутых воздействию различными химиопрепаратами
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оСоБенноСти ФармаЦевтичеСкой раЗраБотки 
лиоФилиЗата Гк-2 

для ПарентералЬноГо Применения

е. в. Блынская, С. в. тишков, к. в. алексеев, С. в. минаев
ФГБНУ «НИИ фармакологии им. В. В. Закусова»; Россия, 125315 Москва, ул. Балтийская, 8

Контакты: Сергей Валерьевич Тишков sergey-tishkov@ya.ru

Введение. Раздел «Фармацевтическая разработка» является неотъемлемой частью регистрационного досье при разработке 
лекарственной формы, однако особое значение данный процесс приобретает для лиофилизированных лекарственных форм 
(ЛФ) ввиду чувствительности лиофилизации к малейшим изменениям в температурном режиме, давлении и других факторах.
Цель исследования – продемонстрировать возможности методов, показанных в ICHQ8 «Фармацевтическая разработка», 
ICH Q9 «Управление рисками для качества» и «Руководство по разработке и производству лекарственного препарата (фар-
мацевтическая разработка)» (ЕврАзЭС).
Материалы и методы. Данные методы использованы при разработке лиофилизированной ЛФ для парентерального примене-
ния на основе оригинальной фармацевтической субстанции гексаметиленамид бис- (N-моносукцинил-L-глутамил-L-лизина) 
ГК-2, обладающей нейропротекторной активностью. Исследавания проводились при использовании субстанции ГК-2, а в ка-
честве вспомогательных веществ применяли: лиопротектор – сахарозу, криопротекторы – среднецепочные полиэтиленгли-
коли (ПЭГ) 1500, 4000, 6000.
Результаты. Оценены риски, возникающие во время производства ЛФ лиофилизата для парентерального применения, на основе 
диаграммы причин и следствий (диаграмма Ишикавы). Исходя из диаграммы, определены основные факторы, влияющие на качество 
конечного продукта, а также проанализированы критические параметры процессов, критические контрольные точки и взаимос-
вязанные с ними критические параметры качества модельных составов лиофилизата ГК-2 для парентерального применения.
Заключение. По полученным данным предложены модельный состав, показавший оптимальные технологические и биофар-
мацевтические свойства, и технологическая схема его производства.

Ключевые слова: лиофилизат для парентерального применения, ICHQ8 «Фармацевтическая разработка», диаграмма «Ишикавы»
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FEATuRES PhARMACEuTICAl dEVElOPMENT lyOPhIlISATE GK-2 FOR PARENTERAl uSE

E. V. Blynskaya, S. V. Tishkov, K. V. Alekseyev, S. V. Minaev

FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology»; 8 Baltiyskaya St., Moscow 125315, Russia;

Introduction. The section «Pharmaceutical development» is an integral part of the registration dossier when developing a dosage form, 
however, this process is of particular importance for lyophilized dosage forms (LF), due to the sensitivity of lyophilization to the slightest 
changes in temperature, pressure and other factors.
The purpose of this work is to demonstrate the capabilities of the methods shown in ICHQ8 Pharmaceutical Development, ICH Q9 
Quality Risk Management and Guidelines for the Development and Production of a Drug Product (Pharmaceutical Development) 
 (EurAsEC).
Materials and methods. These methods are used in the development of a LF for parenteral use based on the original pharmaceutical 
substance hexamethylene amide bis- (N-monosuccinyl-L-glutamyl-L-lysine) GK-2, which has neuroprotective activity. The studies 
were carried out using the substance GK-2, and as excipients: lyoprotectant – sucrose, cryoprotectants – medium chain polyethylene 
glycols 1500, 4000, 6000.
Results. The risks arising during the production of LF of a lyophilisate for parenteral use are estimated on the basis of a cause and effect 
diagram (Ishikawa diagram). Based on the chart, identified the main factors affecting the quality of the final product. Also, the critical 
parameters of the processes, critical control points and interrelated critical parameters of quality, model compositions of the lyophilisate 
GK-2 for parenteral use were analyzed.
Conclusion. According to the data obtained, a model composition has been proposed, which has shown the optimal technological and 
biopharmaceutical properties and the technological scheme of its production.

Key words: lyophilizate for parenteral use, ICH Q 8 «Pharmaceutical development», Diagram Ishikawa
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Введение
Предпосылки к появлению современного поня-

тия о фармацевтической разработке появились в ев-
ропейском сообществе еще более 50 лет назад. Именно 
тогда все отчетливее стали звучать требования о пре-
доставлении результатов изучения свойств сырья 
и полупродуктов и увязывания этих свойств с техно-
логией и с качеством готовой продукции в пакете 
регистрационных документов. Об этом же говорится 
в докладе Комитета экспертов ВОЗ, где указано, что 
из соображений обеспечения качества лекарствен-
ных продуктов данные по фармацевтической разра-
ботке должны составлять неотъемлемую часть реги-
страционного досье. Примерно тогда же, в 60-х годах 
прошлого века, в США был сформулирован основ-
ной тезис, который также является ключевым поло-
жением первой части ICH Q8 (ICH – International 
Conference Harmonization; ICH Q8 – гармонизиро-
ванное трехстороннее руководство «Фармацевтиче-
ская разработка»): «Качество не может быть вложено 
в продукт путем его тестирования после завершения 
производственного цикла, – оно должно быть «встро-
ено» (builtin) в него, начиная с концепции проекта и на 
протяжении всех этапов разработки и производства».

К настоящему моменту процесс фармацевтиче-
ской разработки имеет документально-методическую 
базу и является неотъемлемой частью проектного 
и предпроектного менеджмента и способствует оцен-
кам рисков при создании и внедрении готовых ле-
карственных препаратов (ЛП). Появился основопо-
лагающий документ, включающий вышеупомянутый 
тезис: руководство ICH Q8 «Фармацевтическая раз-
работка» (ICH Q8 Pharmaceutical Development), ко-
торое разработано в рамках Международной конфе-
ренции по гармонизации требований к регистрации 
лекарственных средств для человека, и в настоящий 
момент разрабатывается «Руководство по разработке 
и производству лекарственного препарата (фарма-
цевтическая разработка)», регламентирующее поря-
док фармацевтической разработки на территории 
Евразийского экономического союза [1].

В нашей стране руководство носит законодатель-
ный характер и раздел «Фармацевтическая разработ-
ка» в обязательном порядке входит в регистрацион-
ное досье на ЛП, потому как оно также способствует 
пониманию качества продукта и процесса производ-
ства, позволяет экспертам и инспекторам опреде-
лять, какие элементы процесса производства должны 
контролироваться и каким образом. И в настоящее 
время перспективным является использование фар-
мацевтической разработки как методической основы 
улучшения качества фармацевтических продуктов 
применительно к различным лекарственным формам 
(ЛФ). В частности, к ЛФ имеющим значительное 
количество критических параметров и контрольных 

точек, влияющих на качество продукта относятся 
лиофилизаты для приготовления инъекций.

Лиофилизаты – ЛФ, используемая в технологии 
высокочувствительных фармацевтических субстан-
ций (ФС), часто пептидной природы, для которых 
неприемлемы другие способы обработки, так как 
лио филизация обеспечивает стабильность готовой 
ЛФ при хранении и транспортировке лекарствен-
ных средств. Однако лиофилизация представляет 
собой процесс, имеющий много нюансов и частые 
проблемы на этапе разработки и производства ЛФ, 
поэтому методология фармацевтической разработки 
особенно актуальна в этой области. Как было ска-
зано выше, в технологии лиофилизации сенситивных 
ФС, в частности пептидных, имеется много кон-
трольных точек, которые обусловливают фармацев-
тические риски. Поэтому еще на этапе разработки 
состава и технологии необходимо применять «Руко-
водство по разработке и производству лекарственного 
препарата (фармацевтическая разработка)», ICHQ8 
«Фармацевтическая разработка» и ICHQ9 «Управле-
ние рисками для качества».

Цель исследования – разработка технологии лио-
филизата для парентерального применения на осно-
ве пептида ГК-2 с учетом требований, изложенных 
в «Руководстве по разработке и производству лекар-
ственного препарата (фармацевтическая разработ-
ка)», а также ICH Q8 «Фармацевтическая разработа» 
и ICH Q9 «Управление рисками для качества».

Материалы и методы
Исследование основывается на разработке тех-

нологии ЛФ, анализе воздействия критических точек 
производства и оценке их влияния на итоговое каче-
ство лиофилизата в соответствии с методами, отра-
женными в руководстве ICH Q8 «Фармацевтическая 
разработка».

объект исследования: ФС ГК-2 (гексаметилена-
мид бис- (N-моносукцинил-L-глутамил-L-лизина)) 
(ФГБНУ «НИИ фармакологии им. В. В. Закусова», 
Россия) (рис. 1). вспомогательные вещества: лиопро-
тектор – сахароза (CompriSugar) (CristalUnion, Фран-
ция), криопротекторы – полиэтиленгликоль 1500, 
4000, 6000 (ПЭГ, макрогол) (Polyglykol® 1500, USP, 
Polyglykol® 4000, 6000, Panreac, Испания).

используемое оборудование
Лиофильная сушилка EdwardsEF-6 (Edwards, 

Италия), Влагомер Sartorius MA – 35 (Sartorius, Гер-
мания), измеритель уровня кислотности (pH) раство-
ра Sartorius Basic Meter PB-11 (Sartorius, Германия), 
криоскопический осмометр Osmomat® 030 (Gonotec, 
Германия), дифференциальный сканирующий кало-
риметр STA 449 F1 Jupiter® (Netzsch, Германия), по-
ляризационный микроскоп (Olympus CX31-P).
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используемые методики анализа
1. Методика определения времени восстановления 

лиофилизата (ГФ XIII, т. 1, ОФС. 1.4.1.0010.15 
Порошки).

2. Методика определения потери в массе при высу-
шивании (по ГФ XIII, т. 1, ОФС 1.2.1.0010.15).

3. Методика определения pH (ГФ XIII, т. 1, ОФС 
1.2.1.0004.15).

4. Методика определения осмолярности (ГФ XIII, 
т. 1, ОФС 1.2.1.0003.15);.

5. Методика определения кристалличности (Опти-
ческая микроскопия в поляризованном свете; ГФ 
XIII, том 1, ОФС 1.1.0018.15).

температурный режим замораживания
«Медленное» замораживание: препарат загружа-

ли на полку лиофильной сушилки при температуре 
+24 ± 2 °C, охлаждали полку до –25 ± 2 °C за 1 ч 
при скорости 0,84°С/мин. Далее полки охлаждали 
от –25 ± 2 до –35 ± 2 °C еще в течение часа при ско-
рости 0,167°С/мин, затем температура полок падала 
от –35 ± 2 до –45 °C в течение 1 ч, и выдерживали 
температурное плато 2 ч. Общее время заморозки 5 ч 
и средняя скорость охлаждения 0,383 С/мин.

«Быстрое» замораживание: препарат загружали 
на полку лиофильной сушки при температуре +24 ± 
2 °C, охлаждали полку за 1 ч до –20 ± 2 °C, и в тече-
ние следующего часа до –45 °C. Выдерживали 
при данной температуре 2 ч. Общее время заморозки 
4 ч при средней скорости заморозки 0,575 °С/мин.

Условия проведения лиофилизации
Флаконы с ЛФ ГК-2, растворенной в воде для 

инъекций, устанавливают на полку камеры сублима-
ционной установки Edwards. Затем герметично за-
крывают камеру сушки и ведут охлаждение при разных 
режимах замораживания до достижения указанной 
температуры. Процесс заморозки продолжается до 
–45 °С примерно в течение 4–5 ч в зависимости от 
режима. За 30 мин до начала сушки начинают охлаж-

дение конденсатора. После охлаждения конденсато-
ра до –60 °С включают вакуумный насос. Выключают 
охлаждение полок, включают нагрев полок до тем-
пературы от –18 до –37 °С, в зависимости от состава 
модельной смеси (поскольку первичная сушка про-
водилась при температурах на 2 градуса ниже эвтек-
тической температуры), нагрев полок происходит со 
скоростью 0,75 °С/мин. Вакуум в пределах 0,08 мбар 
достигается в течение 15 мин. Процесс первичной 
сушки длится приблизительно 20 ч. Затем поднима-
ют температуру до +8 °С за 3 ч и сушат флаконы при 
указанной температуре. Процесс вторичной сушки 
длится 21 ч.

По истечении указанного времени выключают 
нагрев полок, вакуум и конденсатор, выравнивают 
давление в камере и вынимают флаконы с продук-
том. Об окончании процесса сушки можно судить 
по изменению давления в камере.

Вакуум создают по завершении этапа заморажи-
вания, и начинается процесс первичной сушки – 
давление в камере падает до 0,01 мбар. В течение 
первичной сушки (20 ч) давление в камере равно 
6,8–8,0 •10–2 мбар. На этапе вторичной сушки (21 ч) 
давление составляет примерно 5,9–6,0 •10–2 мбар. 
Окончание сушки определяют с помощью измерения 
давления в камере при закрытии переходного клапана.

Результаты и обсуждение
Фармацевтическая разработка применительно 

ко всем ЛФ должна включать как минимум следую-
щие элементы:

• Определение профиля целевого продукта, по-
скольку это имеет отношение к качеству, безо-
пасности и эффективности, при рассмотрении, 
например, пути введения ЛФ, биодоступность, 
дозировку и стабильность.

• Выделение необходимых критических парамет-
ров качества (CQAs) фармацевтического продукта 
для возможности изучения и контроля характе-
ристик продукта, которые оказывают воздейст-
вие на его качество.

• Определение качественных параметров лекарст-
венных субстанций, наполнителей и т. п., входя-
щих в препарат, а также выбор типа и количества 
наполнителей для получения фармацевтическо-
го продукта желаемого качества.

• Выбор соответствующего технологического про-
цесса.

• Установление стратегии контроля выбранного 
технологического процесса [1].
В целях изучения лиофилизатов для приготовле-

ния растворов для инъекций выделили основные 
методологические приемы, с помощью которых сле-
дует проанализировать данные, полученные приме-
нительно к нашей ЛФ. Прежде всего это критические 

рис. 1. Структурная формула ГК-2
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параметры качества (КПК), являющиеся физиче-
скими, химическими, биологическими или микро-
биологическими свойствами или характеристиками, 
которые должны находиться в пределах соответству-
ющих границ, диапазона или распределения, для 
обеспечения желаемого качества продукта. Крити-
ческие параметры качества в технологии лиофили-
зации связаны с субстанцией препарата, наполните-
лями, крио- и лиопротекторами, растворителями, 
растворами для лиофилизации и готовой ЛФ. И из 
этого определения вытекает такой важный показа-
тель, как критический параметр процесса (CriticalPro-
cessParameter) (КПП).

КПП – параметр процесса, изменчивость которо-
го влияет на критический параметр качества, и по-
этому должен подлежать контролю и мониторингу 
для того, чтобы гарантировать, что процесс приведет 
к получению желаемого качества [1]. В технологии 
лиофилизации к таким параметрам процесса отно-
сятся температура полки лиофильной сушки во вре-
мя всех стадий лиофилизации, скорость охлаждения 

и нагрева камеры во время заморозки и между стади-
ями процесса первичной и вторичной сушки, дли-
тельность процесса заморозки и сублимации, давле-
ние в камере, укупорка.

Соответственно, определяется и контролируется 
КПП с использованием инструментов, представлен-
ных в руководстве ICH Q9 «Управление рисками для 
качества» [2], а именно «Анализ опасности и крити-
ческие контрольные точки (Hazard Analysis of Critical 
Control Points, НАССР)». В данном разделе основное 
внимание уделено понятию «критическая контроль-
ная точка» (ККТ) и тому, как с помощью ККТ совер-
шенствовать управление рисками.

ККТ – точка, в которой необходимо провести 
контроль для предупреждения или ликвидации опас-
ности или уменьшить ее до допустимого уровня. 
На начальном этапе перечень потенциальных пара-
метров, воздействующих на лиофилизацию (оценка 
рисков), может быть весьма обширным, но в процес-
се углубленного изучения процесса может быть су-
жен, что позволит оптимизировать технологический 

рис. 2. Диаграмма Ишикавы получения лиофилизатов для парентерального применения
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процесс производства лиофилизатов с высокой 
долей вероятности снижения рисков.

Одним из наиболее распространенных и простых 
методов анализа оценки рисков может служить диа-
грамма причин и следствий, так называемая диаграмма 
Ишикавы («рыбий скелет»). С помощью диаграммы 
Ишикавы можно оценить переменные, основываясь 
на вероятности, серьезности, и способности к обна-
ружению, используя анализ действия режима отказа 
(FMEA) или подобные инструменты, основанные 
на первоначальном знании и исходных эксперимен-
тальных данных.

Анализ диаграммы (рис. 2) наглядно показывает, 
что причинами возникновения возможных рисков 
производства лиофилизата для парентерального при-
менения являются исходное сырье, технологические 
факторы, заводские и биофармацевтические факто-
ры, а также аналитические методы и валидация про-
цесса.

Основное влияние на качество готовой ЛФ в ви-
де лиофилизата для парентерального применения 
оказывают 2 основных фактора: технологические 
факторы и вспомогательные вещества (ВВ). Эти 2 
фактора взаимосвязаны и влияют друг на друга, 
в частности состав и количество ВВ в технологии 
лиофилизации влияют на выбор температурных ре-
жимов заморозки и сублимационной сушки. Также 
ВВ оказывают определяющее действие на возмож-
ность лиофилизации, на стабильность исходной 
субстанции и на биофармацевтический аспект.

В случае лиофилизатов для парентерального при-
менения на биофармацевтический аспект основное 
влияние оказывает стабильность продукта, так как 
необходимая биодоступность обеспечивается парен-
теральной формой применения. В случае лиофилиза-
ции субстанции ГК-2 осуществлен подбор как кри-
опротектора, так и лиопротектора и соотношения 
между ними и субстанцией. Лиопротектор и крио-
протектор, действуя на разные звенья процесса (кри-
опротектор на стадии замораживания и первичной 
сублимации, лиопротектор на стадии замораживания 
и вторичной сублимации), не только дополняют друг 
друга функционально, но и снижают степень нега-
тивного воздействия друг друга [3, 4]. Этого удалось 
добиться, подобрав вид и соотношение ВВ. При раз-
работке лиофилизата ГК-2 сублимационная сушка 
ФС без ВВ оказалась неприемлемой, так как полу-
ченный лиофилизат не соответствовал показателям, 
указанным в ГФ XIII. Поэтому первоначально иссле-
довали монокомпонентные составы ФС с крио- и лио-
протекторами, но из-за температурных воздействий 
на ФС наблюдались непрозрачность, сильное изме-
нение рН, и в том числе в некоторых случаях несо-
ответствие лиофилизата по внешнему виду. При этом 
оптимальные характеристики показали модельные 

составы, содержащие крио- и лиопротектор в опре-
деленных соотношениях, соответственно средне-
молекулярные полиэтиленгликоли (1500, 4000, 600) 
и сахарозу в качестве лиопротектора. Оптимальные 
соотношения криопротектора к лиопротектору со-
ставили 20:80, 70:30, 80:20 и 90:10, поскольку при 
этих соотношениях достигается оптимальная макро-
скопическая структура из-за добавления частично 
кристаллизующегося криопротектора, и при этом 
лиопротектор сахароза, взаимодействуя с гидрофиль-
ными группами ФС, приводила к дополнительной 
стабилизации пептидной молекулы ГК-2 во время 
вторичной сушки.

В процессе разработки готовой ЛФ, как уже было 
отмечено выше, необходимо ввести в качестве КПП 
скорость заморозки, температуру первичной сушки, 
длительность сублимации и другие факторы, кото-
рые влияют на агрегацию и деструкцию субстанции. 
Поэтому при разработке лиофилизата ГК-2 исполь-
зовали «быстрый» (средняя скорость заморозки 
575 °С/мин) и «медленный» (средняя скорость за-
морозки 0,383 °С/мин) режимы замораживания. Для 
определения наиболее оптимального состава устой-
чивого к температурным воздействиям, как представ-
лено выше, только модельные составы с оптимальным 
соотношением крио- и лиопротектора соответствова-
ли КПК. Первичную сублимацию проводили при тем-
пературных режимах на несколько градусов ниже 
эвтектических температур, определяемых на диффе-
ренциальном сканирующем калориметре (рис. 3). 
Например, состав ГК-2:ПЭГ 4000:сахароза с соотно-
шением компонентов в мг 1:80:20 лиофилизировали 
при температуре минус 24 °С в связи с тем, что при 
сублимации выше эвтектической возникает явление 
«коллапс» (разрушение структуры лиофилизата).

А режим вторичной сушки подбирали, исходя из 
свойств ФС, ее температурной устойчивости (так как 
субстанция подвергается деструкции при температу-
ре выше 10 °С), поэтому выбранная температура со-
ставляет 8 ± 2 °С и соответственно время вторичной 
сушки 21 ч. В соответствии с представленными дан-
ными в качестве ККТ следует назвать такие стадии, 
как приготовление раствора, стерилизация фильтро-
ванием, замораживание, первичная сушка, вторич-
ная сушка и укупорка.

КПК, такие как внешний вид, прозрачность рас-
твора, рН, остаточная влажность, микробиологическая 
чистота, демонстрируют взаимосвязь с КПП в отноше-
нии стабильности субстанции во время лиофилизации. 
Оценка этих показателей должна быть на всех этапах 
разработки, а не только в готовом продукте, поскольку 
это дает возможность узнать, на каком именно этапе 
происходят основные деструктивные процессы и ка-
кие факторы оказывают большее воздействие на суб-
станцию. Такие критические параметры качества, как 



86 Оригинальные статьи

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 4'2018  ТОм 17    vol. 17

прозрачность и рН после лиофилизации, имеют 
критическое значение для лиофилизатов, так как они 
относятся к самым чувствительным признакам, по 
которым возможно оценить процессы, происходя-
щие во время заморозки и сублимации. Поэтому 
подбор оптимального состава лиофилизата для инъ-
екцинного применения ГК-2 определялся, исходя 
из сравнительного анализа отобранных ранее соот-
ношений и модельных составов по таким технологи-
ческим характеристикам, как время регидратации, 
изменение рН после лиофилизации и остаточная 
влажность. Лиофилизат для приготовления раствора 
для инъекций на основе ГК-2 с модельным составом 
ГК-2:сахароза:ПЭГ 4000 показал соответствие ГФ 
XIII по таким параметрам, как прозрачность, а рН 
после лиофилизации не отличался существенно от 
рН до лиофилизации. Изменение рН после лиофи-
лизации выше допустимых значений, так же как и мут-
ность растворенного лиофилизата, говорит о деструк-
тивных процессах, происходящих во время цикла 
лиофилизации.

Такие показатели, как остаточная влага, степень 
кристалличности, позволяют оценить стабильность 
лиофилизата при хранении. Остаточная влага в наи-
более приемлемом составе с ГК-2 составляет 1,8 %, 
что гораздо ниже требуемых 5 %, однако позволяет 
уменьшить процессы, происходящие с субстанцией 
во время хранения. Степень кристалличности, во-пер-
вых, позволяет оценить критические процессы, ко-
торые происходят во время заморозки и первичной 
сушки. Во-вторых, благодаря этому параметру мы 
можем спрогнозировать, могут ли происходить во 

время хранения процессы кристаллизации, умень-
шающие сроки хранения и разрушающие субстан-
цию. Известно, что наиболее стабильны при хранении 
лекарственные средства, находящиеся в кристалли-
ческом состоянии. Поэтому для модельных составов 
с субстанцией ГК-2 проведено исследование степени 
кристалличности путем проведения оптической ми-
кроскопии в поляризованном свете (рис. 4), в резуль-
тате которого выявлено, что модельный состав име-
ет кристаллическую природу после лифилизации.

Осмолярность раствора, приготовленного из 
лиофилизата, также является основным параметром, 
потому что она характеризует биофармацевтические 
аспекты. К важным параметрам относятся также рН, 
время регидратации, они применяются для обеспе-
чения наиболее быстрого приготовления и должны 
соответствовать ГФ XIII. Однако для лиофилизатов 
для парентерального применения возможны как раз-
работка лиофилизатов с изотоничными компонен-
тами, так и регидратация лиофилизатов изотонич-
ным раствором. В связи с низкой осмолярностью 
оптимизированного модельного состава лиофилиза-
та ГК-2 предполагается использование изотонично-
го раствора. Среднее время регидратации оптимизи-
рованного модельного состава составляет 15,26 с, что 
дает возможность подготовить препарат к использо-
ванию с наименьшими затратами времени, посколь-
ку время регидратации служит важным показателем 
для предполагаемого противоинсультного действия.

Стерильность и апирогенность должны соблю-
даться на всех этапах технологического процесса – от 
подготовки ВВ и оборудования до предупреждения 

рис. 3. Дифференциальная сканирующая калориметрия модельного состава ГК-2:сахароза:ПЭГ 4000 с соотношением компонентов, мг, 1:20:80

–50                  –45               –40                 –35                 –30                –25                 –20                 –15                –10                   –5 

Температура, °С

Сomplex Peak:
Peak: –15.82 °С

Onset: –18.78 °С

Onset*: –2.56 °С

[1/2]

  exo
D

CS
/(

m
V/

m
g)

0,0

–0,5

–1,0

–1,5

–2,0



87

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 4'2018  ТОм 17    vol. 17

Оригинальные статьи

контаминации в сушильной камере и во время уку-
порки [5, 6].

При изучении технологических свойств лиофи-
лизата для приготовления инъекций на основе ГК-2 
можно сделать вывод: лиофилизат обладает опти-
мальными технологическими и биофармацевтиче-
скими свойствами, что позволяет говорить об успеш-
ной фармацевтической разработке. При разработке 
технологии лиофилизации с учетом требований 
фармацевтической разработки (ICH Q8) была дана 
оценка ККТ, подразделяющимся на технологические 
и биофармацевтические факторы. Правильность 
соблюдения технологических режимов в ККТ предо-
пределяют успешность процесса лиофилизации и по-
лучения продукта, соответствующего заданным па-
раметрам.

Следующая важная стадия фармацевтической 
разработки – валидация технологического процесса. 
Это документальное подтверждение пригодности 
технологии для получения продукта надлежащего 
качества и надежности, т. е. постоянное воспроизве-
дение процесса с заданными параметрами и продук-
та с заданным качеством. Она обязательна и описы-
вается в соответствующих правилах GMP. Валидация 
в полной мере может быть проведена только в усло-
виях промышленного масштабирования, однако 
на этапе фармацевтической разработки поставлена 
задача разработки валидированного и надежного 
процесса. На стадии фармацевтической разработки 
во время регистрации продукта фиксируются пока-
затели качества продукта и важнейшие параметры 
процесса, которые не должны значительно изменять-
ся на последующих этапах жизненного цикла ЛП. 
Эти показатели качества совместно с параметрами 
производства формируют необходимый объем ин-
формации в регистрационном досье, характеризую-
щий свойства данного продукта для доказательства 
надежности процесса [7].

Для технологического обеспечения лиофилиза-
ции первостепенное значение имеет подготовка воды 
для инъекций и воздуха асептического блока, в ко-

тором происходит подготовка раствора для даль-
нейшей лиофилизации, поскольку растворы для 
лиофилизации не могут быть простерилизованы 
традиционными методами (автоклавированием или 
сухожаровой стерилизацией) в конечном продукте 
ввиду термочувствительности ФС ГК-2. Для стери-
лизации раствора ГК-2 подходит только фильтрация 
через фильтр 0,22 нм, и предъявляются повышенные 
требования к подготовке воды для инъекций. В то же 
время подготовка очищенного воздуха является не-
отъемлемой частью производства лиофилизатов ГК-2, 
поскольку перед загрузкой на полки и лиофилизаци-
ей резиновые пробки для лиофилизации находятся 
в полуоткрытом состоянии для обеспечения доступа 
вакуума и в дальнейшем в процессе массообменных 
процессов во время сублимации и вторичного досу-
шивания. Поэтому к важным ККТ относится чисто-
та воздуха перед, во время установки на полки лио-
филизатов и после завершения цикла лиофилизации, 
т. е. во время окончательной укупорки.

Конструкционные особенности лиофильной 
сушки обеспечивают равномерное распределение 
охлаждения, надежное образование вакуума, процес-
сы массо- и теплообмена, а также укупорку флаконов 
в инертной среде, чтобы в дальнейшем в условиях 
заводского производства лиофилизированный про-
дукт обеспечивал все необходимые параметры каче-
ства. Кроме того, с целью получения стерильных ЛФ 
конструкторы избавляют систему розлива приготов-
ленного и профилированного раствора от «мертвых 
зон», в которых продукт может застаиваться и вызы-
вать контаминацию, а также соблюдается строго 
установленный режим «чистки» оборудования и ве-
дется постоянный учет возможных загрязнений. 
В результате проведенного исследования нами пред-
ложена технологическая схема производства лиофи-
лизата для приготовления раствора для инъекций 
ГК-2 (рис. 5).

Комплексный анализ технологической схемы 
производства и диаграммы Ишикавы показал, что 
наибольший риск может наблюдаться на стадиях 

рис. 4. Оптическая микроскопия в поляризованном свете при увеличении ×50: а – фармацевтической субстанции ГК-2; б – лиофилизиро-
ванной субстанции ГК-2; в – лиофилизированного модельного состава ГК-2:сахароза:ПЭГ 4000

а б в
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рис. 5. Технологическая схема производства лиофилизатов для парентерального применения на основе ГК-2
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приготовления раствора и фильтрации, замораживания 
раствора, первичной сушки лиофилизата, вторичной 
сушки лиофилизата, а также укупорки флаконов. Для 
определения контрольных точек производства 
в оценке качества лиофилизата для приготовления 
раствора для инъекций ГК-2 нами предложен ряд 
критериев (см. таблицу).

Заключение
Проведены исследования по разработке техно-

логии получения лиофилизата для приготовления 
раствора для инъекций ГК-2 по методам и с учетом 
требований, изложенных в «Руководстве по разра-
ботке и производству ЛП (фармацевтическая раз-
работка)» ЕврАзЭС, ICH Q8 «Фармацевтическая 
разработка» и ICH Q9 «Управление рисками для ка-

чества». Были разработаны диаграмма Ишикавы 
и технологическая схема производства лиофили-
татов для приготовления растворов для инъекций 
на основе ГК-2. Комплексный анализ разработан-
ной диаграммы и технологической схемы произ-
водства дает возможность выделить КПК, ККТ, 
позволяющие нам минимизировать возникнове-
ние возможных рисков производства лиофилиза-
тов.

По результатам исследований технологических 
и биофармацевтических факторов разработанный 
лиофилизат для приготовления инъекций на основе 
ГК-2 показал оптимальные технологические и био-
фармацевтические свойства, что позволяет сделать 
вывод о пригодности состава и технологии для даль-
нейшего исследования.

Контрольные точки производства лиофилизатов для приготовления растворов для инъекций ГК-2

контрольные точки  
производства

Стадия производства

Приготовление рас-
твора и фильтрация

Замораживание 
раствора

Первичная сушка 
лиофилизата

вторичная сушка 
лиофилизата

Укупорка

Контроль температуры + + + + +

Количество компонентов +  –  –  –  – 

Контроль давления  –  – + + +

Продолжительность произ-
водственных стадий

+ + + +  – 

Количественный анализ 
компонентов

 –  –  –  – +

Микробиологическая 
чистота и бактериальные 
эндотоксины

+  –  –  – +
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иЗУчение токСичноСти оливамида 
в ХроничеСком ЭкСПерименте на кроликаХ

Э. р. Переверзева, м. и. трещалин, в. а. Голибродо, а. н. тевяшова, и. д. трещалин
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт по изысканию новых антибиотиков им. Г. Ф. Гаузе»;  

Россия, 119021 Москва, ул. Большая Пироговская, 11, стр. 1

Контакты: Михаил Иванович Трещалин funky@beatween.ru

Введение. Антибиотики группы ауреоловой кислоты – высокоактивные противоопухолевые препараты. Новые данные 
о механизме их действия обусловили необходимость создания аналогов с улучшенными фармакологическими свойствами. 
В ФГБНУ «Научно-исследовательский институт по изысканию новых антибиотиков им. Г. Ф. Гаузе» были разработаны 
методы селективной химической модификации антибиотика группы ауреоловой кислоты оливомицина А, получен ряд полу-
синтетических производных. Наиболее активное соединение – N, N-диметиламиноэтиламид 1’-дез-(2,3-дигидроксибути-
роил)-1’-карбокси-оливомицина А (оливамид) – было отобрано для углубленного доклинического изучения.
Цель исследования – доклиническое изучение токсикологической безопасности лекарственной формы препарата оливамид 
в хроническом эксперименте на кроликах.
Материалы и методы. Исследование проведено на кроликах «Советская шиншилла». Препарат в лекарственной форме вво-
дили внутривенно ежедневно в течение 15 дней в дозах, суммарно составляющих максимально переносимую и дозу, вызыва-
ющую гибель 50 % животных (ЛД

50
) – (разовые дозы 0,02 и 0,04 мг/кг соответственно). В ходе исследования определяли 

массу тела, проводили клинический и биохимический анализ крови, анализ мочи, снимали электрокардиограмму. На 1-е 
и 30-е сутки по окончании курса животных подвергали эвтаназии. Проводили патоморфологическое исследование внутрен-
них органов.
Результаты. Показано, что введение оливамида в дозе, суммарно составляющей максимально переносимую дозу, приводит 
к повышению активности аспартатаминотрансферазы, увеличению содержания мочевины и креатинина. При анализе мочи 
было отмечено появление белка, уробилиногена и увеличение удельного веса. При применении оливамида в дозе, суммарно со-
ставляющей ЛД

50
, помимо отмеченных выше показателей, было выявлено повышение активности щелочной фосфатазы 

и уровня общего билирубина. При патоморфологическом исследовании были найдены повреждения структуры печени и почек, 
интенсивность которых зависела от дозы препарата.
Заключение. Выявленные токсические свойства оливамида зависят от величины примененной дозы. При курсовом применении 
препарата в дозе, суммарно составляющей максимально переносимую дозу, они практически полностью обратимы в течение 
30 дней.

Ключевые слова: оливамид, оливомицин А, ауреоловая кислота, хроническая токсичность, кролики

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-4-91-97

TOXICOlOGICAl STudy OF OlIVAMIdE IN ChRONIC EXPERIMENT ON RABBITS

E. R. Pereverzeva, M. I. Treschalin, V. A. Golibrodo, A. N. Tevyashova, I. D. Treschalin

Gause Institute of new antibiotics; 1 bldg, 11 B. Pirogovskaya St., Moscow 119021, Russia

Introduction. Antibiotics of aureolic acid group are highly effective anticancer drugs. New data about their mode of action caused 
the need for creation of analogs with improved pharmacological properties. The methods of selective chemical modification of aureolic 
acid antibiotic olivomycin A were developed at the Gause Institute of New Antibiotics. Some semisynthetic derivatives have been pre-
pared. The most active compound – N, N-dimethylaminoethylamide 1’-des-(2,3-dihydroxybutteroil)-1’-carboxy-olivomycin A (oli-
vamide) – was selected for advanced preclinical testing.
Objective. The aim of the study was to investigate the toxicological safety of olivamide drug formulation in chronic experiment on rabbits.
Materials and methods. The study was performed in male and female “Soviet chinchilla” rabbits. Drug formulation was administrated 
intravenously at the total doses of maximum tolerated dose and 50 % lethal dose (15 × 0.02 mg/kg or 15 × 0.04 mg/kg with 24-h inter-
val). During the experiment body weight, hematological parameters, blood biochemical parameters, electrocardiography and urinalysis 
were performed. Animals were sacrificed 1 and 30 days post treatment. The internal organs were subjected to histological evaluation.
Results. It has been shown that the treatment with total dose of olivamide maximum tolerated dose produces an increase of aspartate 
aminotransferase, urea and creatinine level in serum. Urinalysis revealed the elevation of protein, urobilinogen and urine specific grav-
ity. Administration of high dose of olivamide in addition to the above-mentioned laboratory parameter caused the raising of alkaline 
phosphatase and total bilirubin level in serum. Microscopic pathology observation showed structure abnormalities of varying severity 
in liver and kidneys.
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Conclusion. Olivamide drug formulation displayed dose-dependent toxic properties. Multiple administration of low dose of the drug pro-
duces transient toxic effects completely reversible within 30 days.

Key words: olivamide, olivomycin, aureolic acid, chronic toxicity, rabbits

Введение
Среди первых представителей противоопу хо-

левых антибиотиков, вошедших в клиническую 
практику в 60–70-х годах прошлого столетия, были 
ан тибиотики группы ауреоловой кислоты (АК): оли-
вомицин А (ОА), хромомицин (ХМ) и митрамицин 
(М). Препараты очень близки по структуре. ХМ и М 
имеют одинаковый хромофор хромомицинон, но 
отличаются сахарными остатками. Хромофор ОА 
оливин не имеет метильной группы в положении 7 
хромомицинона [1]. В клинике ОА был эффективен 
при лечении опухолей яичка (тератобластома, эм-
бриональный рак), хорионэпителиомы матки, зло-
качественных опухолей миндалин. В комбинации 
с другими препаратами его использовали для лечения 
некоторых форм сарком мягких тканей. М применя-
ли при лечении эмбрионального рака яичка. Во вре-
мя клинических испытаний ХМ наблюдали случаи 
объективного эффекта при раке желудка, толстой 
кишки, костных и мягкотканных саркомах [2]. Несмо-
тря на близость строения, эти препараты отличались 
не только по спектру действия, но и по токсичности. 
ОА наименее токсичен и имеет наилучший терапев-
тический индекс. ХМ оказался наиболее токсичным 
из 3 антибиотиков. При клинических испытаниях 
почти у всех больных наблюдали развитие почечной 
недостаточности, вплоть до острого некроза каналь-
цев. Одним из самых тяжелых проявлений побочно-
го действия М в клинике оказался геморрагический 
диатез, сопровождающийся тромбоцитопенией [3]. 
Эти препараты применялись довольно широко, од-
нако позже были признаны недостаточно эффектив-
ными, слишком токсичными, и их перестали исполь-
зовать для лечения больных со злокачественными 
опухолями.

Интерес к антибиотикам группы АК возродился 
в 2000-х годах. Он был обусловлен появлением новых 
данных о механизме их действия. Так, было показано, 
что в основе противоопухолевого эффекта антиби-
отиков этой группы лежит ингибирование процессов 
репликации и транскрипции посредством взаимо-
действия с GC-богатыми нуклеотидными последо-
вательностями в присутствии ионов Mg2+, в частно-
сти с сайтом транскрипционного фактора Sp1, 
расположенным в этом регионе [4]. Белок Sp1, вли-
яющий на клеточный рост, дифференциацию и апоп-
тоз, играет критическую роль в пролиферации клеток 
и метастазировании различных видов опухолей [5]. 
Кроме того, было установлено, что антибиотики 

группы АК предотвращают развитие резистентно-
сти опухолевых клеток к другим противоопухолевым 
средствам, в том числе по механизму, связанному 
с ингибированием транскрипции гена MDR1, ги-
перэкспрессия которого обеспечивает феномен мно-
жественной лекарственной устойчивости [6, 7].

Появление новых технологических подходов, та-
ких как комбинаторный биосинтез, биокатализ, ген-
ная инженерия, позволило получить аналоги природ-
ных структур с улучшенными химиотерапевтическими 
свойствами [8]. Однако такой эффективный способ 
получения новых препаратов, как химическая моди-
фикация природных соединений, для антибиотиков 
группы АК ранее практически не применялся [9]. 
В ФГБНУ «НИИНА» были изучены различные на-
правления химической модификации ОА как на-
иболее перспективного цитотоксического вещества, 
обладающего наилучшим химиотерапевтическим 
индексом среди антибиотиков группы АК, мощного 
индуктора апоптоза опухолевых клеток и ингибито-
ра Р53-индуцированной транскрипции [10]. Были 
получены серии полусинтетических производных, 
ряд из которых показал преимущества перед исход-
ным антибиотиком [11, 12]. Соединение N, N-диме-
тиламиноэтиламид 1’-дез-(2,3-дигидроксибутиро-
ил)-1’-карбокси-оливомицина А (оливамид) было 
отобрано для углубленного доклинического изучения.

Материалы и методы
Работа выполнена в соответствии с правилами 

экспериментального изучения оригинальных фарма-
кологических веществ [13] с соблюдением этических 
норм обращения с животными, принятых Европей-
ской конвенцией по защите позвоночных животных, 
используемых для исследовательских и иных науч-
ных целей [14].

Исследования проведены на кроликах породы 
Советская шиншилла, самцах и самках массой 2500–
2800 г, полученных из питомника «Белый мох». Жи-
вотные были разделены на 6 групп (3 группы самцов 
и 3 группы самок) по 6 особей. В качестве суммарных 
доз были выбраны максимально переносимая доза 
(МПД) – 0,28 мг/кг доза, вызывающая гибель 50 % 
животных (ЛД

50
), – 0,63 мг/кг, которые были рассчи-

таны для кроликов путем пересчета с соответствую-
щих доз для крыс с учетом коэффициента поверхно-
сти тела [15] и коэффициента кумуляции оливамида. 
Препарат в лекарственной форме вводили внутри-
венно в краевую вену уха ежедневно в течение 15 сут. 
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Разовые суточные дозы составили соответственно 0,02 
и 0,04 мг/кг. Наблюдение продолжали в течение 30 сут 
после прекращения введений препарата.

На протяжении исследования ежедневно прово-
дили оценку состояния и поведения животных, 1 раз 
в неделю определяли массу тела. Гематологическое 
исследование периферической крови (лейкоциты, 
эритроциты, гемоглобин, тромбоциты, лейкоформу-
ла и гематокрит) проводили перед началом курса 
введений (0 сутки), на 1, 7 и 15-й дни во время курса, 
на 3, 5, 7-е; 10, 20 и 30-е сутки после окончания кур-
са введений с помощью автоматического гематоло-
гического анализатора «Abacus Junior Vet» (Diatron, 
Австрия). Биохимическое исследование сыворотки 
крови животных с определением аланинаминотранс-
феразы (АЛТ), аспартатаминотрансферазы (АСТ), 
щелочной фосфатазы (ЩФ), креатинина, мочевины, 
билирубина прямого и общего, общего белка, альбу-
мина, глюкозы осуществляли на 1-й и 30-й день 
после окончания курса введений препарата при по-
мощи автоматического биохимического анализатора 
«ChemWell» (Awareness Technology Inc., США). Об-
щий анализ мочи (рН, лейкоциты, эритроциты, ке-
тоновые тельца, белок, уробилиноген, удельный вес) 
проводили на 1-й и 30-й день после окончания вве-
дений препарата, используя автоматический анали-
затор мочи «Laura Smart» (Erba Lachema, Чехия). ЭКГ 
во 2-м стандартном отведении снимали на 1-е и 30-е 
сутки после курса (электрокардиограф ЭК1Т-07, 
«Аксион», Россия).

Статистическую обработку количественных дан-
ных проводили по критерию t Фишера–Стьюдента 
при помощи компьютерных программ StatPlus 2006 
и Microsoft Excel. Различия определяли как достовер-
ные при р ≤0,05.

На 1-е и 30-е сутки по окончании курса введений 
препарата половину животных из каждой группы 
подвергали эвтаназии, определяли массовые коэф-
фициенты тимуса, сердца, печени, почек, селезенки. 
Участки внутренних органов фиксировали в 10 % 
нейтральном формалине, по стандартной методике 
заливали в парафин. Короткие серии срезов окраши-
вали гематоксилином и эозином и подвергали свето-
вой микроскопии.

Результаты и обсуждение
На протяжении всего эксперимента гибели жи-

вотных не наблюдалось. Значимых отклонений 
от контрольных значений показателей перифериче-
ской крови не выявлено. Отклонений в поведенче-
ских реакциях животных не отмечено.

При биохимическом исследовании сыворотки 
крови и у самцов, и у самок на 1-е сутки после окон-
чания введений оливамида в низкой дозе было заре-
гистрировано повышение активности АСТ (рис. 1–2), 

содержания креатинина (рис. 3–4) и мочевины 
(рис. 5–6). К концу наблюдения значения этих по-
казателей не отличались от контроля. При примене-
нии препарата в высокой дозе наряду с отмеченными 
выше изменениями происходило повышение актив-
ности ЩФ (рис. 7–8) и уровня общего билирубина 
(рис. 9–10). При этом повышенный уровень АСТ 
и мочевины сохранялся до 30 сут после окончания 
курса введений.
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рис. 2. Динамика изменения уровня АСТ в сыворотке крови самок 
кроликов

рис. 1. Динамика изменения уровня АСТ в сыворотке крови самцов 
кроликов

рис. 3. Динамика изменения уровня креатинина в сыворотке крови 
самцов кроликов
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рис. 8. Динамика изменения уровня ЩФ в сыворотке крови самок кро-
ликов

рис. 4. Динамика изменения уровня креатинина в сыворотке крови 
самок кроликов

рис. 6. Динамика изменения уровня мочевины в сыворотке крови са-
мок кроликов

рис. 5. Динамика изменения уровня мочевины в сыворотке крови сам-
цов кроликов

рис. 7. Динамика изменения уровня ЩФ в сыворотке крови самцов 
кроликов

рис. 9. Динамика изменения уровня общего билирубина в сыворотке 
крови самцов кроликов
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При исследовании состава мочи на 1-е сутки 
после окончания курса введений препарата в обеих 
изученных дозах как у самцов, так и у самок отмече-
но появление белка и уробилиногена, увеличение 
удельного веса. На 30-е сутки после отмены препа-
рата у кроликов, получавших оливамид в высокой 

дозе, сохранялось повышенное содержание уроби-
линогена. Содержание белка в моче и удельный вес 
не отличались от контроля.

Патоморфологическое исследование показало, 
что при ежедневном внутривенном введении в тече-
ние 15 дней в обеих изученных дозах оливамид ока-
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зывает повреждающее действие на структуру печени 
и почек кроликов, которое выражается как в дистро-
фических, так и в деструктивных изменениях клеток 
паренхимы органов. В печени преобладали явления 
вакуольной дистрофии, в почках – некротические 

процессы. Характер морфологических изменений 
не зависел от пола животных.

При применении препарата в высокой дозе ваку-
ольная дистрофия гепатоцитов носила тотальный 
характер (рис. 11а, б). Вокруг некоторых триад был 
выявлен некроз гепатоцитов (рис. 11в). В течение 
месяца структура печени частично восстанавлива-
лась, очаги некроза подвергались организации (рис. 
11г). При использовании оливамида в дозе, суммар-
но составляющей МПД, небольшие очаги вакуоль-
ной дистрофии возникали только вблизи централь-
ных вен, а к концу наблюдения структура органа 
не отличалась от контроля.

Применение препарата в дозе, суммарно состав-
ляющей ЛД

50
, приводило к изменению структуры 

как канальцев, так и клубочков почки. На 1-е сутки 
после курса введений препарата во всех зонах почки 
были найдены очаги вакуольной дистрофии и де-
струкции эпителия извитых и прямых канальцев. 
В корковой и мозговой зоне были выявлены «лапча-
тые» клубочки, иногда с резко утолщенной капсулой 

рис. 11. Патоморфологическое исследование печени кролика. ×20: а – интактный контроль, триада; б – оливамид, 0,04 мг/кг ×15, 1-е сут-
ки после курса. Вакуольная дистрофия гепатоцитов; в – оливамид, 0,04 мг/кг ×15, 1-е сутки после курса. Некроз гепатоцитов вокруг 
триады; г – оливамид, 0,04 мг/кг ×15, 30-е сутки после курса. Очаг некроза гепатоцитов вокруг триады в стадии организации

рис. 10. Динамика изменения уровня общего билирубина в сыворотке 
крови самок кроликов
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(рис. 12а, б). Отдельные нефроны подвергались то-
тальному некрозу, который к 30-м суткам наблюде-
ния завершался фиброзом капсулы клубочков, скле-
розом очагов некроза и формированием кист на 
месте деструкции канальцев (рис. 12в, г).

При применении препарата в низкой дозе измене-
ния в ткани почки возникали не у всех животных и но-
сили мелкоочаговый характер, затрагивая небольшие 
группы извитых канальцев (рис. 12д). В течение 30 дней 
очаги некроза подвергались организации (рис. 12е).

В остальных органах и тканях патологических 
изменений не обнаружено.

Таким образом, в хроническом эксперименте 
на кроликах было установлено, что оливамид обла-
дает гепато- и нефротоксическими свойствами. Ге-
патотоксичность препарата проявляется в виде по-
вышения активности АЛТ, АСТ и уровня билирубина. 
Морфологически она выражается в развитии вакуо-
льной дистрофии гепатоцитов и появлении очагов 
микронекроза. При применении препарата в дозе, 
суммарно составляющей МПД, изменения клини-
ко-лабораторных показателей и структуры органа 
полностью обратимы в течение месяца.

Основной лимитирующий вид токсичности оли-
вамида – нефротоксичность. Она проявляется в по-
вышении уровня мочевины и креатинина в сыворот-
ке крови, появлении уробилиногена и белка в моче 
и увеличении ее удельного веса.

а

г

б

д

в

е

Особенностью нефротоксического действия оли-
вамида является его свойство повреждать структуру 
капилляров клубочков, вызывая фибропластический 
гломерулонефрит, который морфологически выра-
жается в «лапчатости» клубочков и фиброзе их капсу-
лы, и, как следствие, деструкцию канальцев. Очаговый, 
а иногда тотальный некроз отдельных нефронов, 
возникающий при применении препарата в высокой 
дозе, сопровождается повышением активности ЩФ 
в сыворотке крови. Некротические процессы завер-
шаются формированием кист и склерозом повре-
жденных участков почки. При использовании пре-
парата в низкой дозе повреждения структуры почки 
отмечаются лишь у отдельных животных и затраги-
вают отдельные клубочки и извитые канальцы. В те-
чение 30 дней биохимические показатели сыворотки 
крови и состав мочи нормализуются, а очаги деструк-
ции подвергаются организации.

Заключение
Оливамид не обладает гематотоксическими свой-

ствами, не оказывает влияния сердечно-сосудистую 
и пищеварительную систему. Интенсивность изме-
нений структуры и функции печени и почек кроли-
ков, возникающих под действием препарата, зависит 
от величины примененной дозы. Это позволяет ре-
комендовать препарат для дальнейшего продвиже-
ния.

рис. 12. Патоморфологическое исследование почки кролика. ×20: а – интактный контроль; б – оливамид, 0,04 мг/кг ×15, 1-е сутки после 
курса. Некроз, деструкция, вакуольная дистрофия эпителия извитых канальцев, кистообразное расширение просвета, «лапчатые» клубоч-
ки; в – оливамид, 0,04 мг/кг ×15, 30-е сутки после курса. Склероз в области некроза канальцев, кисты, выстланные плоским эпителием; 
г – оливамид, 0,04 мг/кг ×15, 30-е сутки после курса. Фиброз капсулы клубочков, ×40; д – оливамид, 0,02 мг/кг ×15, 1-е сутки после курса. 
Мелкие очаги вакуольной дистрофии и деструкции эпителия извитых канальцев; е – оливамид, 0,02 мг/кг ×15, 30-е сутки после курса. Очаг 
некроза в стадии организации
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ПредклиничеСкое токСиколоГичеСкое 
иССледование ормУСтина 
При Применении У крыС 

в УСловияХ СУБХроничеСкоГо ЭкСПеримента

в. а. чалей, о. и. коняева, н. П. ермакова, и. Б. меркулова, т. в. абрамова, в. м. Бухман, 
н. Ю. кульбачевская

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

Контакты: Вера Андреевна Чалей v.chaley@list.ru

Введение. В ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России проведены доклинические токсикологические иссле-
дования лиофилизированной лекарственной формы ормустина (Ормустин) – нового противоопухолевого препарата из класса 
нитрозоалкилмочевин. В работе представлены результаты изучения субхронической токсичности Ормустина на крысах.
Цель исследования – изучение субхронической токсичности Ормустина на крысах при ежедневном 3-кратном внутривенном 
введении.
Материалы и методы. Исследование проведено на 40 неинбредных крысах-самцах. Ормустин вводили внутривенно ежеднев-
но 3-кратно в суммарных дозах 300, 200 и 100 мг/кг. Срок наблюдения – 45 сут. На протяжении всего срока наблюдения 
проводили необходимые клинико-лабораторные исследования. Для изучения повреждающего действия Ормустина на органы 
и ткани проводили патоморфологическое исследование на 3-и и 45-е сутки наблюдения.
Результаты. Установлено, что Ормустин при многократном применении у крыс в 3 исследованных дозах обладает гемато-, 
нефро-, кардио- и гастроинтестинальной токсичностью. Глубина и степень повреждений, а также их обратимость зависят 
от величины примененной дозы Ормустина.
Выводы. На основании полученных данных определены уровни токсических доз Ормустина, а именно: суммарная доза 300 мг/кг 
охарактеризована как высокая токсическая доза, суммарные дозы 200 и 100 мг/кг – как низкие токсические дозы. Это по-
зволило рекомендовать Ормустин для дальнейшего исследования.

Ключевые слова: Ормустин, производные нитрозоалкилмочевины, доклиническое исследование, токсичность, крысы
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PRE-ClINICAl STudy OF SuBChRONIC TOXICITy OF ORMuSTINE ON RATS

V. A. Chaley, O. I. Konyaeva, N. P. Ermakova, I. B. Merkulova, Т. V. Abramova, V. M. Bukhman, N. Yu. Kulbachevskaya

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Introduction. In N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology Ministry of Health of Russia were made preclinical tox-
icological studies the lyophilized dosage form of ormustine (Ormustine), a new antitumor drug from the class of nitrosoureas. The paper 
presents some results of study the subchronic toxicity of Ormustine on rats.
Objective. The objective of present study was to investigate the subchronic toxicity of Ormustine on rats with a daily 3 times intravenous 
administration.
Materials and methods. The study was performed on 40 outbred male rats. Ormustine was administered intravenously daily 3 times 
in total doses of 300, 200 and 100 mg/kg. The observation period was 45 days. During the observation period, the necessary clinical and 
laboratory tests were performed. To study the damaging effect of Ormustine to organs and tissues, a pathomorphological examination 
was carried out at the 3rd and 45th day of observation.
Results. It has been established that Ormustine has hemato-, nephro-, cardio- and gastrointestinal toxicity when administered repeat-
edly to rats in the three doses studied. The depth and extent of damage, as well as their reversibility, depend on the magnitude of the ap-
plied dose of Ormustine.
Conclusion. On the basis of the data obtained, the levels of toxic doses of Ormustin have been determined, namely: a total dose of 300 
mg/kg is characterized as a high toxic dose; total doses of 200 and 100 mg/kg are characterized as low toxic doses. This results allows 
Ormustin to be recommended for next study.

Key words: Ormustine, derivative of nitrosoalkylurea, preclinical study, toxicity, rats
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Введение
Препараты из класса нитрозоалкилмочевин (НАМ) 

успешно применяются для лечения обширного спек-
тра онкологических заболеваний. Особенности ме-
ханизма действия НАМ обусловливают широту их 
спектра действия, высокую активность в отношении 
ряда солидных опухолей, отсутствие перекрестной 
резистентности с классическими алкилирующими 
агентами. Однако такие свойства НАМ, как низкая 
избирательность действия, отсроченная и кумуля-
тивная токсичность, ограничивают их применение. 
В связи с этим проводится изыскание новых, потен-
циально эффективных в отношении противоопухо-
левого действия веществ из данного класса, облада-
ющих более избирательным действием в сочетании 
с меньшей токсичностью [1–4].

Основываясь на данных о том, что клетка при пе-
рерождении в злокачественную увеличивает потреб-
ление аминокислот и ее мембрана обладает большей 
проницаемостью для них, чем мембрана нормальной 
клетки, в Институте органического синтеза им. 
И. Я. Постовского УрО РАН разработаны оригиналь-
ные методы синтеза большой группы алкилнитрозо-
карбамоилпроизводных аминокислот. Особенности 
их строения позволяют ожидать, помимо избиратель-
ной доставки в раковые клетки, и расширения спек-
тра противоопухолевой активности за счет возмож-
ного образования в числе продуктов биодеградации 
этих молекул не только алкилирующих и карбоми-
лирующих частиц, но и производных α-аминокис-
лот – потенциальных антиметаболитов. В числе 
синтезированных и прошедших отбор соединений 
оказалось производное из класса НАМ на основе 
L-орнитина, получившее название Ормустин и про-
шедшее далее ряд доклинических испытаний в ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России [2, 4–6].

В лаборатории разработки лекарственных форм 
создана парентеральная лекарственная форма Орму-
стин, лиофилизат для приготовления раствора для 
инъекций 125 мг (далее – Ормустин) [7–9].

В исследованиях, проведенных в лаборатории 
экспериментальной химиотерапии и лаборатории 
комбинированной терапии опухолей, Ормустин по-
казал высокий противоопухолевый эффект на следу-
ющих перевиваемых опухолях: лимфоцитарная лей-
кемия Р-388, лимфоидная лейкемия L-1210, рак 
шейки матки РШМ-5, меланома В-16, эпидермоидная 
карцинома легкого Льюис (LLC), а также на подкож-
ных ксенографтах меланомы человека Mel7 [10–13].

В лаборатории фармакологии и токсикологии 
было проведено полное доклиническое токсиколо-
гическое исследование препарата, результаты кото-
рого частично представлены в научных журналах 
и виде тезисов на конференциях [14–18].

Цель исследования – доклиническое изучение 
токсичности нового противоопухолевого препарата 
Ормустин на крысах. Задача исследования – изучение 
субхронической токсичности препарата Ормустин 
при 3-кратном ежедневном внутривенном примене-
нии у неинбредных крыс-самцов.

Материалы и методы
Исследования проводили в соответствии с рос-

сийскими и международными требованиями [19–25].
Работа проведена на 40 здоровых неинбредных 

крысах-самцах, полученных из разведения ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России. Все животные были здоровы. Ормустин ис-
пользовали в лиофилизированной лекарственной 
форме, полученной из лаборатории разработки ле-
карственных форм НИИ ЭДиТО ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. 
Препарат вводили в рекомендованной концентрации 
(растворитель – 5 % раствор глюкозы) внутривенно 
ежедневно 3-кратно в 3 дозах, рассчитанных, исходя 
из максимально переносимой дозы, определенной 
в опытах по острой токсичности на крысах при внутри-
венном введении: суммарные дозы 300, 200 и 100 мг/кг. 
День последнего введения препарата принимали за 0, 
фоновые показатели фиксировали за 3 дня до начала 
введения препарата. В каждой группе животных ис-
пользовали по 10 крыс, включая контроль. Пять крыс 
из каждой группы выводили из эксперимента на 
3-и сутки, остальные 5 – на 45-е сутки после окон-
чания курса введения препарата. Продолжительность 
наблюдения за животными после 3-кратного еже-
дневного внутривенного введения Ормустина соста-
вила 45 сут.

Критериями оценки субхронической токсично-
сти были: число павших животных и сроки их гибели; 
клиническая картина интоксикации; поведенческие 
реакции; динамика массы тела животных; данные 
клинико-лабораторных исследований (клинический 
анализ крови, биохимический анализ сыворотки 
крови, суточный диурез, анализ мочи, микроскопия 
осадка мочи, электрокардиография – ЭКГ); данные 
аутопсии павших и выведенных из эксперимента 
животных с макроскопической и гистологической 
оценками.

При исследовании субхронической токсичности 
на крысах устанавливали уровни токсических доз, 
а именно:

а)  дозы, вызывающие значительные токсические 
изменения в органах и тканях, – высокие ток-
сические дозы;

б)  вызывающие слабые незначительные измене-
ния – низкие токсические дозы;

в)  не вызывающие нарушений в органах и тка-
нях – высокие нетоксические дозы.
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Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с помощью компьютерных про-
грамм Microsoft Office Excel и BioStat Professional по 
критерию t Фишера–Стьюдента. Различия опреде-
ляли как достоверные при р ≤0,05. Рассчитывали 
параметры, обычно используемые в токсикологии.

Результаты
Ормустин во всех изученных дозах не вызывал 

гибели животных, не оказывал влияния на общее 
состояние животных, не изменял их поведенческие 
реакции. На протяжении всего срока наблюдения 
отмечались такие проявления токсического действия 
препарата, как алопеция, диарея, снижение массы 
тела и дальнейшее отставание в ее приросте, лейко-
цито- и тромбоцитопения. Степень описанных из-
менений и скорость их обратимости зависели от ве-
личины примененной дозы Ормустина [15].

У крыс, получивших Ормустин в суммарных 
дозах 300 и 200 мг/кг, биохимическое исследование 
сыворотки крови в сравнении с показателями живот-
ных контрольной группы выявило на 3-и сутки на-
блюдения дозозависимое снижение уровня аланина-
минотрансферазы (АЛТ), обратимое к концу 
наблюдения, и увеличение содержания мочевины, 
к концу наблюдения прогрессирующее при приме-
нении препарата в дозе 300 мг/кг и обратимое при 
применении в дозе 200 мг/кг. Уровень остальных 
исследованных биомаркеров колебался на уровне 
показателей контрольных крыс и в пределах физи-
ологической нормы для данного вида животных 
(рис. 1–2). Ормустин, примененный в суммарной 
дозе 100 мг/кг, не влиял на биохимические показате-
ли сыворотки крови крыс.

Исследование функций сердца не выявило коли-
чественных изменений показателей временных ин-
тервалов на ЭКГ животных. Однако отмечались ка-
чественные изменения: появление патологического 
комплекса QS на 3-и и 30-е сутки у 2 из 5 крыс, по-
лучивших Ормустин в суммарной дозе 300 мг/кг, 
и нарушение сердечного ритма (желудочковая экс-
трасистолия) на 15-е и 30-е сутки у 2 из 5 крыс после 
применения препарата в суммарной дозе 100 мг/кг.

Влияния Ормустина на суточный диурез крыс 
не отмечено на протяжении всего срока наблюдения. 
В моче крыс, получивших Ормустин в суммарной 
дозе 300 мг/кг, на 15-е и 45-е сутки наблюдения об-
наружены гиалиновые цилиндры. У животных, по-
лучивших Ормустин в суммарных дозах 200 
и 100 мг/кг, на протяжении всего срока наблюдения 
изменений в анализе мочи не отмечено.

При аутопсии морфометрический анализ вну-
тренних органов крыс, получивших препарат во всех 
дозах, выявил дозозависимое уменьшение относи-
тельной массы тимуса и селезенки на раннем сроке 
по сравнению с данными контрольной группы. К кон-
цу наблюдения показатели восстановились до уров-
ня контроля, однако у крыс, получивших препарат 
в дозе 300 мг/кг, увеличилась относительная масса 
почек [15].

Патоморфологический анализ показал, что по-
вреждающему действию препарата подвергаются 
лимфопролиферативные органы, почки, тонкий 
кишечник и сердце. Глубина и степень этих повреж-
дений, а также их обратимость зависят от величины 
примененной дозы Ормустина.

Так, у всех крыс, получивших препарат в суммар-
ной дозе 300 мг/кг, к 3-м суткам наблюдения 

рис. 1. Показатели АЛТ в сыворотке крови неинбредных крыс-самцов 
после 3-кратного внутривенного ежедневного введения Ормустина

рис. 2. Показатели мочевины в сыворотке крови неинбредных крыс-сам-
цов после 3-кратного внутривенного ежедневного введения Ормустина
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отмечали выраженную гипоплазию лимфоцитов 
в тимусе; дистрофические и деструктивные измене-
ния в тонком кишечнике и почках – у большинства 
животных; гипоплазию кроветворных клеток в кос-
тном мозге и лейкоцитов в селезенке, а также участ-
ки гиперэозинофильных кардиомиоцитов (участки 
дистрофии и ишемии) в миокарде – у отдельных 
крыс. К концу наблюдения изменения сохранялись 
в тимусе и почках отдельных крыс. Ормустин, при-
мененный в суммарной дозе 200 мг/кг, на раннем 
сроке вызывал сходные, но менее выраженные 
по сравнению с высокой дозой изменения в тимусе 
большинства крыс, в тонком кишечнике и почках 
отдельных крыс. К концу срока наблюдения морфо-
логические изменения, отмеченные ранее, не выяв-
лялись. Препарат в дозе 100 мг/кг не вызвал выра-
женных морфологических изменений в органах крыс 
как на 3-и, так и на 45-е сутки (рис. 3–7).

Оценивая в совокупности полученные данные, 
можно сказать, что Ормустин обладает дозозависи-
мым гематотоксическим действием, вызывая обра-
тимые тромбоцитопению и лейкоцитопению, про-

являющуюся снижением относительного количества 
лимфоцитов. Иммуносупрессивное действие препа-
рата подтверждается морфометрически во всех дозах 
(уменьшение относительной массы тимуса и селе-
зенки) и патоморфологически (гипоплазия лимфо-
цитов в корковом веществе в тимусе большинства 
крыс, в костном мозге и селезенке единичных крыс). 
Морфологические изменения регистрируются после 
применения Ормустина только в высокой и средней 
дозах и полностью обратимы к концу наблюдения 
лишь в средней дозе.

Нефротоксическое действие препарата, приме-
ненного в высокой и средней дозах, затрагивает 
на раннем сроке корковое вещество почек, что про-
является в виде сморщенных (спавшихся) сосуди-
стых клубочков и деструктивных очаговых измене-
ний извитых и прямых канальцев. На позднем сроке 
изменения частично выявляются и в мозговом веще-
стве почек у крыс, получивших Ормустин в высокой 
дозе. Клинически это проявляется прогрессирующим 
возрастанием уровня мочевины в сыворотке крови, 
обнаружением единичных гиалиновых цилиндров 

рис. 3. Патоморфологическое исследование. Тимус крысы: а – Ормустин, 300 мг/кг, 3-и сутки наблюдения. Выраженная гипоплазия лим-
фоцитов в корковой зоне; б – Ормустин, 100 мг/кг, 3-и сутки наблюдения. Корковое и мозговое вещества без изменений. Морфологическая 
картина соответствует контролю; в – интактный контроль. Окраска гематоксилином и эозином. ×100

рис. 4. Патоморфологическое исследование. Двенадцатиперстная кишка крысы: а – Ормустин, 200 мг/кг, 3-и сутки наблюдения. Отек 
и десквамация эпителия в апикальной части ворсинок. ×400; б – интактный контроль. ×400. Окраска гематоксилином и эозином

а б в

а б
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рис. 5. Патоморфологическое исследование. Почка крысы. Корковое вещество: а – Ормустин, 200 мг/кг, 3-и сутки наблюдения. Периваску-
лярный отек. Участок извитых канальцев с признаками повреждения; в просвете канальцев комочки бесструктурных масс; б – Ормустин, 
200 мг/кг, 3-и сутки наблюдения. Уплотнение и спадение сосудистых петель клубочков. ×400; в – интактный контроль. Окраска гематок-
силином и эозином. ×100

а б в

рис. 6. Патоморфологическое исследование. Почка крысы. Мозговое вещество: а – Ормустин, 300 мг/кг, 45-е сутки наблюдения. Деструк-
тивные изменения в мозговом веществе. В просвете прямых канальцев и собирательных трубочек десквамированный эпителий и бесструк-
турные массы (цилиндры); б – интактный контроль. Окраска гематоксилином и эозином. ×400

а б

в моче на 15-е и 45-е сутки наблюдения, а морфоме-
трически – увеличением относительной массы почек.

Препарат, примененный в суммарных дозах 300 
и 200 мг/кг, обладает также дозозависимой обрати-
мой гастроинтестинальной токсичностью, проявля-
ющейся клинически снижением массы тела крыс 
в начале наблюдения и дальнейшим отставанием в ее 
приросте; диареей у некоторых крыс в начале срока 
наблюдения, а при патоморфологическом исследо-
вании – десквамацией эпителия апикальной части 
ворсинок тонкого кишечника у отдельных крыс.

Ормустин обладает также кардиотоксическим 
действием. Это проявляется клинически в виде ка-
чественных изменений на ЭКГ у отдельных крыс, 
получивших препарат в суммарной дозе 300 мг/кг, 
что является результатом ишемии или метаболиче-
ских нарушений миокарда, зарегистрированных 
морфологически в виде гиперэозинофилии кардио-
миоцитов на раннем сроке (рис. 7а). Что касается 
нарушений сердечного ритма у некоторых крыс, 
получивших Ормустин в дозе 100 мг/кг, мы расцени-

ваем эти изменения как погрешность методики ре-
гистрации ЭКГ (влияние многократного эфирного 
наркоза) и считаем эту дозу не кардиотоксичной, так 
как морфологически функциональные изменения, 
отмеченные при применении препарата в данной 
дозе, не подтверждаются (см. рис. 7).

Вышеупомянутое небольшое снижение активно-
сти АЛТ в сыворотке крови крыс, получивших Ор-
мустин в суммарных дозах 300 и 200 мг/кг, по-види-
мому, является на раннем сроке следствием почечной 
недостаточности, а на позднем сроке наблюдения – 
следствием снижения всасывания в тонком кишеч-
нике пиридоксина.

Заключение
В ходе изучения субхронической токсичности 

Ор мустина на крысах установлено, что препарат при 
многократном применении в суммарной дозе 
300 мг/кг обладает гемато-, нефро-, гастроинтести-
нальной и кардиотоксичностью, причем поврежде-
ния ткани почек и тимуса обратимы не полностью 
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и через 45 сут после окончания курса введения 
Ормустина. В суммарной дозе 200 мг/кг препарат 
вызывает сходные менее выраженные по сравнению 
с высокой дозой и полностью обратимые функцио-
нальные и морфологические изменения, затрагива-
ющие только почки, тимус и тонкий кишечник. 
В суммарной дозе 100 мг/кг препарат проявляет 
свои токсические свойства только в виде обратимой 
алопеции и уменьшения относительных масс тиму-
са и селезенки. Таким образом, глубина и степень 
повреждений внутренних органов, а также их обра-

тимость зависят от величины примененной дозы 
Ормустина.

На основании полученных данных определены 
уровни токсических доз Ормустина, а именно: суммар-
ная доза 300 мг/кг охарактеризована как высокая ток-
сическая доза (вызывающая значительные токсические 
изменения в органах и тканях); суммарные дозы 200 
и 100 мг/кг – как низкие токсические дозы (вызываю-
щие слабые незначительные изменения в органах 
и тканях). Полученные результаты позволили рекомен-
довать Ормустин для дальнейшего исследования.

рис. 7. Патоморфологическое исследование. Сердце крысы: а – Ормустин, 300 мг/кг, 3-и сутки наблюдения. Миокард левого желудочка. 
Поперечный срез. Отдельные кардиомиоциты с признаками набухания и гиперэозинофилии. ×400; б – Ормустин, 100 мг/кг, 3-и сутки на-
блюдения. Миокард. Морфологическая картина соответствует контролю. ×100: в – Ормустин, 100 мг/кг, 45-е сутки наблюдения. Миокард. 
Морфологическая картина соответствует контролю. ×400; г – интактный контроль. Миокард. ×400. Окраска гематоксилином и эозином

а

в

б

г
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аССоЦиаЦия ЭкСПреССии Генов оСновныХ 
СиГналЬныХ ПУтей раЗвития рака ЖелУдка С еГо 

метаСтаЗированием

Ф. м. кипкеева1, т. а. музаффарова1, м. П. никулин2, П. в. апанович1, С. н. неред2, м. н. нариманов2, 
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2 ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Фатима Магомедовна Кипкеева Foty_k@mail.ru

Цель исследования – выявление генов, экспрессия которых ассоциирована с метастазированием опухоли рака желудка (РЖ).
Материалы и методы. Использовали метод количественной полимеразной цепной реакции в реальном времени на парных 
образцах опухоль – норма.
Результаты. Показана ассоциация с метастазированием экспрессии генов VEGF R1, FGFR2 и NRP-1. Значение отношения 
шансов (ОШ) оказалось наибольшим для гена FGFR2: ОШ 175,00; 95 % доверительный интервал (ДИ) 8,972–3413,271; для гена 
VEGFR1 – ОШ 4,622; 95 % ДИ 1,240–17,227, для NRP1 – ОШ 2,667; 95 % ДИ 0,597–11,915. При оценке совместно повы-
шенной экспрессии генов VEGFR1 и NRP1 – ОШ 5,778; 95 % ДИ 1,393–23,909; р = 0,0147. Частота повышенной экспрессии 
FGFR2 составила 5 % при диссеминированном РЖ, в то время как при локализованном РЖ она достигает 53 %.
Заключение. Разрабатываемый таргетный препарат против FGFR2, скорее всего, при диссеминированном РЖ будет иметь 
ограниченную 5–10 % частоту эффективного действия. Его применение на ранних стадиях РЖ может способствовать 
предотвращению перехода опухоли в метастатическую стадию. Возможное взаимодействие VEGFR1 и NRP1 будет приво-
дить к небольшому вкладу в метастазирование РЖ по сравнению с влиянием экспрессии только VEGFR1.
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Objective of the study. Identification of genes, the expression of which is associated with the metastasis of gastric cancer tumor.
Materials and methods. Quantitative real-time PCR on paired tumor – normal samples.
Results. An association with the metastasis of the VEGFR1, FGFR2 and NRP-1 gene expression is shown. The odds ratio (OR) was 
the highest for the FGFR2 gene: OR 175.00; 95 % CI 8.972–3413.271; for the VEGFR1 gene, OR 4.622, 95 % CI 1.240–17.227, for 
NRP1 – OR 2.667; 95 % CI 0.597–11.915. When assessing the jointly elevated expression of VEGFR1 and NRP1 genes, OR 5,778; 
95 % CI 1.393–23.909; p = 0.0147. The frequency of increased expression of FGFR2 was 5 % in case of metastasis, while in the case 
of localized GC it reached 53 %.
Conclusion. The target drug against FGFR2, which is being developed, is likely to have a limited 5–10 % frequency of effective action 
in metastatic GC. Its use in the early stages of GC can help prevent the transition of the tumor to the metastatic stage. The possible interac-
tion of VEGFR1 and NRP1 will result in a small contribution to the metastasis of GC as compared to the effect of VEGFR1-only expression.

Key words: gastric cancer, metastasis, gene expression

Введение
Рак желудка (РЖ) относится к наиболее распро-

страненным типам онкологических заболеваний, 
занимает 4-е место в мире по частоте случаев и ха-
рактеризуется плохой выживаемостью [1].

Одной из причин высокой смертности больных 
РЖ является частый переход болезни в метастатиче-
скую стадию. В связи с этим весьма актуальным явля-
ется выявление генов, ассоциированных с метастази-
рованием опухоли. Знание таких генов и особенностей 
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их функционирования при переходе к диссеминиро-
ванному состоянию позволит персонифицировать 
терапию и, следовательно, повысить ее эффектив-
ность. При этом могут открываться перспективы 
терапии не только метастатического РЖ, но и более 
ранних его стадий для предотвращения образования 
метастазов. Кроме того, такие гены могут быть источ-
ником биомаркеров, сигнализирующих о повышен-
ном риске метастазирования опухоли.

В терапии разных типов рака в настоящее время 
активно используются таргетные препараты, воз-
действующие на конкретные гены-мишени. При РЖ 
используют таргетные препараты трастузумаб – мо-
ноклональное антитело против HER2 – и рамуци-
румаб, ингибирующий тирозинкиназный рецептор 
VEGFR2. Кроме того, разрабатываются средства 
те рапии, направленные на другие гены-мишени, 
относящиеся к основным путям развития РЖ – 
PI3K-AKT- mTOR и RAS-RAF-MEK. В качестве 
мишеней при этом чаще всего рассматриваются 
ростовые факторы и их рецепторы. К таковым от-
носятся эпидермальный фактор роста (EGF), фак-
тор роста фибробластов (FGF), трансформирующий 
фактор роста (TGF-β), нейропилин1 (NRP1) [2, 3]. 
Последний из указанных способен связываться 
с разными лигандами (TGF-β, FGF) и рецепторами 
VEGF (VEGFR1 и VEGFR2), модулируя их актив-
ность [4].

Цель исследования – выявление генов, экспрес-
сия которых ассоциирована с метастазированием 
опухоли при диссеминированном раке желудка 
(ДРЖ) и РЖ на более ранних стадиях.

Материалы и методы
От каждого больного, включенного в исследова-

ние, были взяты парные образцы нормальной и опу-
холевой тканей желудка. Забор материала проводил-
ся при биопсии (во время фиброгастроскопии) или 
во время операции пациентов, проходивших лечение 
в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Мин-
здрава России. Были исследованы парные образцы 
(опухоль – норма) ткани желудка 30 больных ДРЖ 
в возрасте 29–87 лет и 25 больных с РЖ без отдален-
ных метастазов (I–III стадии) в возрасте 39–80 лет. 
Все образцы охарактеризованы гистологически. Ос-
новное их число представлено аденокарциномой.

Методом количественной полимеразной цепной 
реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) в парных 
образцах опухоль – норма изучали уровни экспрес-
сии мРНК генов VEGF, VEGFR1, VEGFR2, NRP1, 
bFGF, FGFR2, TGF-β, HER2/neu.

Из каждой пары образцов выделяли суммарную 
фракцию РНК. Для выделения РНК использовали 
набор RNeasy Mini Kit (QIAGEN, США). Обратную 
транскрипцию проводили, используя набор ImProm-II™ 

Reverse Transcriptase (Promega, США). ПЦР-РВ осу-
ществляли на приборе Step One Plus фирмы Applied 
Biosystems (США). Каждое измерение проводили 
трехкратно. ПЦР-РВ проводили с использованием 
наборов TaqMan®Gene Expression Assays в соответ-
ствии с инструкцией изготовителя.

Использованные наборы:
HER 2 – TagMan Gene Expression Assay Hs 

01001580_m1.
VEGFA – TagMan Gene Expression Assay Hs 

00900055_m1.
NRP1 – TagMan Gene Expression Assay 

Hs00826128_m1.
bFGF / FGF2 – TagMan Gene Expression Assay 

Hs00266645_m1.
TGF b – TagMan Gene Expression Assay 

Hs00998133_m1.
FGFR2 – TagMan Gene Expression Assay 

Hs01552918_m1.
VEGFR1 / FLT1 – TagMan Gene Expression Assay 

Hs01052961_m1.
VEGFR2 / KDR – TagMan Gene Expression Assay 

Hs00911700_m1.
GAPDH – TagMan Gene Expression Assay 

Hs02786624_g1.
Для анализа полученных результатов использо-

вали встроенную программу Applied Biosystems Step 
One Plus. В качестве контрольного использовали ген 
GAPDH. В результате обработки измерений получены 
значения уровней экспрессии генов в опухолевой 
ткани относительно нормальной. Пороговый уровень 
экспрессии гена в опухоли определяли с помощью 
ROC-анализа. Для гена VEGFR1 он составил >0,5, 
для генов FGFR2 и NRP1: 0 и >0,97 соответственно.

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с помощью пакета стандартных программ Statis-
tica 10 и программы MedCalc. Были применены ме-
тоды – точный критерий Фишера и ROC-анализ. 
Уровень значимости для выявленных различий при-
нимали при p <0,05.

Результаты и обсуждение
Были исследованы особенности экспрессии ряда 

генов – в образцах РЖ на ранних этапах развития 
(до диссеминированного состояния) и ДРЖ. На ри-
сунке представлены результаты определения уровней 
экспрессии на ранних стадиях развития РЖ относи-
тельно нормальной ткани того же органа и при дис-
семинированном состоянии.

Частота повышенной относительно нормы экс-
прессии исследованных генов при ДРЖ в ряде слу-
чаев имеет тенденцию к повышению (гены VEGFR1, 
VEGFR2 и NRP1) или снижению (ген FGFR2) по 
 отношению к более ранним стадиям развития РЖ 
(см. рисунок).
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Для этих генов (FGFR2, VEGFR1, VEGFR2 и NRP1) 
найдены статистически значимые различия в часто-
тах повышенной экспрессии (р = 0,0001–0,04, точ-
ный критерий Фишера). Частота повышенной экс-
прессии генов VEGFR1, VEGFR2 при ДРЖ возросла 
примерно в 2 раза. Эти гены были выбраны для более 
детального изучения различий в экспрессии при 
ДРЖ и местно-распространенном РЖ.

Был применен ROC-анализ. Результаты опреде-
ления связи уровней экспрессии изучаемых генов 
с диссеминацией опухоли РЖ приведены в таблице.

Результаты определения связи уровней экспрессии генов с метас-
тазированием опухоли РЖ

Ген

отдаленные метастазы, значения р при дрЖ 
и рЖ без отдаленных метастазов (I–III стадии) 

ROC-анализ точный критерий Фишера

VEGFR1 0,0001 0,0009

FGFR2 0,0029 0,0074

NRP1 0,0159 0,0168

VEGFR2 0,405  – 

Экспрессия 3 генов – VEGFR1, FGFR2 и NRP1 – 
связана с метастазированием опухоли РЖ (см. табли-
цу). Такая связь остается значимой и при примене-
нии поправки FDR на множественность сравнений. 
Экспрессия гена VEGFR2 не ассоциирована с ДРЖ.

Дополнительно ассоциация 3 указанных генов 
с ДРЖ была проверена с помощью точного критерия 
Фишера с использованием пороговых значений экс-
прессии, определенных при ROC-анализе.

Полученные данные свидетельствуют о схожести 
результатов, полученных двумя статистическими 
методами.

Значение отношения шансов (ОШ) оказалось 
наибольшим для гена FGFR2: ОШ 175,00; 95 % дове-
рительный интервал (ДИ) 8,972–3413,271, что гово-
рит о максимальном среди 3 изученных генов различии 
между ДРЖ и РЖ на более ранних стадиях. Для гена 
VEGFR1 ОШ 4,622; 95 % ДИ 1,240–17,227. Наихуд-
ший среди 3 генов результат получен для гена NRP1: 
ОШ 2,667; 95 % ДИ 0,597–11,915. Значение нижней 
границы 95 % ДИ <1 для значения ОШ ставит под 
сомнение пригодность использования экспрессии 
этого гена в качестве маркера метастазирования.

Ген FGFR2 (2-й рецептор фактора роста фиброб-
ластов) связан с пролиферацией опухолевых клеток 
и неблагоприятным прогнозом развития РЖ [5]. 
Пациенты с повышенной экспрессией FGFR2 в аде-
нокарциноме желудка имеют более низкую выжива-
емость. Этот ген рассматривается в качестве таргетной 
мишени. На модели ксенотрансплантата РЖ с ампли-
фикацией FGFR2 ингибирование этого рецептора 
дает существенный эффект [6]. Препараты, разрабо-
танные против FGFR2, в настоящее время проходят 
клинические испытания (NCT02318329).

В нашей работе частота повышенной экспрессии 
FGFR2 составила 5 % при ДРЖ, в то время как при 
локализованном РЖ она достигает 53 %. Такое зна-
чение практически совпадает с определенной имму-
ногистохимическим методом частотой повышенной 
экспрессии FGFR2 при РЖ – 51 % [7]. При этом 
полученная нами частота повышенной экспрессии 
FGFR2 при ДРЖ близка к частоте его амплификации 
среди больных ДРЖ, в том числе подвергавшихся 
системной терапии [8].

Как следует из полученных результатов, разрабаты-
ваемый таргетный препарат против FGFR2, скорее 
всего, при ДРЖ будет иметь ограниченную 5–10 % час-
тоту эффективного действия. В то же время при 
 локализованном РЖ такой препарат может быть 

Частоты повышенных относительно нормы уровней экспрессии генов на ранних стадиях (до диссеминированного состояния) развития РЖ 
(а) и при ДРЖ (б)
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эффективным примерно в половине случаев. С уче-
том связи повышенной экспрессии FGFR2 с прогрес-
сией опухоли [7] и найденной нами связи с метаста-
зированием его применение на ранних стадиях РЖ 
может способствовать предотвращению перехода 
опухоли в метастатическую стадию.

Ген VEGFR1 является одним из ключевых факто-
ров, регулирующих ангиогенез. Значение уровня его 
экспрессии для развития метастазов было продемон-
стрировано для некоторых типов рака. Так, повы-
шенный уровень экспрессии гена VEGFR1 приводит 
к увеличению риска метастазирования рака шейки 
матки [9] и увеличению степени злокачественности 
клеток меланомы [10]. Повышенная экспрессия най-
дена при метастатической меланоме [11]. Активация 
VEGFR1 способна влиять на вероятность метастазиро-
вания при колоректальном раке [12].

Однако при РЖ значение уровня экспрессии 
гена VEGFR1 в опухоли для ее метастазирования ра-
нее не было определено. Как найдено в нашей ра-
боте, экспрессия VEGFR1 с высокой значимостью 
(см. таблицу) ассоциирована с метастазированием 
РЖ. Возможно, такая связь обусловлена особенно-
стями структуры белка этого гена, приводящими 
к запуску процессов миграции клеток [13].

NRP1 – трансмембранный гликопротеин, при-
нимающий участие в VEGF-опосредованном ангио-
генезе. Он выступает в качестве многофункциональ-
ного корецептора, связываясь и модулируя активность 
различных лигандов и рецепторов, включая VEGFR1. 
Как корецептор, NRP1 способен принимать участие 
в метастазировании клеток рака [14].

В соответствии с полученными нами результата-
ми экспрессия NRP1 ассоциирована с метастазиро-
ванием РЖ, хотя и с пограничным уровнем значимо-
сти. Учитывая возможное взаимодействие VEGFR1 
с NRP1, потенциально способное усилить действие 
VEGFR1, была проведена оценка ассоциации с ме-
тастазированием случаев совместно повышенной 
экспрессии генов VEGFR1 и NRP1. При таком подхо-
де – ОШ 5,778; 95 % ДИ 1,393–23,909, р = 0,0147, т. е. 
ОШ по отношению к таковому для экспрессии гена 
VEGFR1 возрастает примерно на 24 %. Увеличивает-
ся и нижняя граница ДИ. Если исходить из предпо-
ложения взаимодействия VEGFR1 и NRP1, полученные 
результаты свидетельствуют о небольшом вкладе 
такого взаимодействия в развитие метастазирования РЖ 
по сравнению с влиянием экспрессии только VEGFR1.

Заключение
Таким образом, показана ассоциация с метастази-

рованием экспрессии генов VEGFR1, FGFR2 и NRP1. 
Частота повышенной экспрессии FGFR2 составила 5 % 
при ДРЖ, в то время как при локализованном РЖ она 
достигает 53 %. Как следует из полученных результатов, 
разрабатываемый таргетный препарат против FGFR2, 
скорее всего, при ДРЖ будет иметь ограниченную 
5–10 % частоту эффективного действия. Его примене-
ние на ранних стадиях РЖ может способствовать пре-
дотвращению перехода опухоли в метастатическую 
ста дию. Возможное взаимодействие VEGFR1 и NRP1, 
в соответствии с полученными результатами, будет при-
водить к небольшому вкладу в метастазирование РЖ 
по сравнению с влиянием экспрессии только VEGFR1.
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УровенЬ ЭкСПреССии и коЭкСПреССии 
ЭСтроГеновыХ реЦеПторов α и β в ткани

немелкоклеточноГо рака леГкиХ

т. а. Богуш1, о. м. рябинина1, м. и. Папулина2, е. а. Богуш1, 
а.н. Гришанина1, а. в. карпухин3,  Б. е. Полоцкий1, м. м. давыдов1

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова»;  

Россия, 119991 Москва, Ломоносовский пр-т, 27, корп. 1; 
3ФГБНУ «Медико-генетический научный центр»; Россия, 115478 Москва, ул. Москворечье, 1

Контакты: Татьяна Анатольевна Богуш labmedchem@mail.ru

Цель исследования – количественная оценка уровня экспрессии и коэкспрессии эстрогеновых рецепторов разных типов (ЭРα 
и ЭРβ) в ткани опухолей большой когорты больных немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ).
Материалы и методы. Исследованы хирургические образцы НМРЛ (167) иммунофлуоресцентным методом, сопряженным 
с проточной цитометрией. Оценен уровень экспрессии маркеров, который рассчитывали как количество специфически флу-
оресцирующих клеток в процентах по отношению к контролю (инкубация с вторичными антителами).
Результаты. Экспрессия ЭРα и ЭРβ выявлена в 100 % исследованных образцов НМРЛ, при этом отмечена значительная 
вариабельность показателей и в большинстве случаев – превышение уровня экспрессии ЭРβ в сравнении с ЭРα – в 1,5–2,0 раза 
и более. В целом по группе медиана показателя для ЭРα составила 19 %, а для ЭРβ – 43 %. Коэффициент ранговой корреля-
ции Спирмена оказался равным 0,364 (р <0,001), а коэффициент корреляции Пирсона – 0,401 (р <0,001), что указывает 
на наличие статистически значимой прямой слабой взаимосвязи между показателями уровня экспрессии ЭРβ и ЭРα.
Заключение. ЭРβ могут являться основной мишенью антиэстрогенов и ориентиром для отбора пациентов с НМРЛ для про-
ведения гормональной терапии.

Ключевые слова: немелкоклеточный рак легкого, эстрогеновые рецепторы α и β, проточная цитофлуориметрия

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-4-111-114

lEVEl OF ESTROGEN RECEPTOR α ANd β EXPRESSION ANd COEXPRESSION
IN NON-SMAll CEll luNG CANCER TISSuE

T. A. Bogush1, O. M. Ryabinina1, M. I. Papulina2, E. A. Bogush1, A. N. Grishanina1, 
A. V. Karpukhin3, B. E. Polotsky1, M. M. Davydov1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, 
Moscow 115478, Russia 

2M.V. Lomonosov Moscow State University; 1 bldg., 27 Lomonosovsky pr-t, Moscow 119991, Russia; 
3Research Centre for Medical Genetics; 1 Moskvorechie St., Moscow 115478, Russia

Objectives. Quantitative assessment of the expression and co-expression levels of estrogen receptors of different types (ERα and ERβ) 
in malignant tissues of large cohort of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC).
Materials and methods. Measurement of ERα and ERβ expression levels was carried out on 167 malignant tissue samples by 
immunofluorescence flow cytometric method. Level of the ERα and ERβ expression was calculated as a ratio of specifically fluorescent 
cells (%) compared to the control (incubated with the secondary antibody only).
Results. The expression of ERα and ERβ was detected in all the NSCLC samples investigated. High variability in the level of the marker 
expression was revealed and it was shown 1,5–2,0-fold higher ERβ expression in the most tumors than that for ERα. The Spearman 
rank correlation coefficient of 0,364 (p <0,001) and the Pearson correlation coefficient of 0,401 (p <0,001) indicate statistically signif-
icant weak positive correlation between the levels of expression of ERβ and ERα.
Conclusion. The level of expression of ERβ as a main subtype of ER in NSCLC tissue could prove useful for selecting patients for antiestrogen 
therapy.

Key words: non-small cell lung cancer, estrogen receptors α and β, flow cytofluorimetry
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Введение
Эстрогеновые рецепторы (ЭР) являются важней-

шей клеточной мишенью, воздействуя на которую 
можно не только контролировать процессы канце-
рогенеза, но и подавлять рост опухолевых клеток. 
Блестящим подтверждением этого служит результат 
многолетнего (с начала 1970 годов) применения та-
моксифена у больных раком молочной железы с по-
ложительным статусом ЭР опухоли. Препарат эф-
фективен в адъювантном (послеоперационном) 
режиме и позволяет значительно улучшить отдаленные 
результаты хирургического лечения, снижая риск ре-
цидива заболевания и смертность больных.

В последние годы ЭР, а значит и мишени антиэ-
строгенов, обнаружены в клетках различных злока-
чественных новообразований (немелкоклеточного 
рака легкого (НМРЛ), рака предстательной железы, 
рака пищевода, колоректального рака, рака яични-
ков, рака эндометрия и др.) [1–5]. Это дает основания 
полагать, что антиэстрогеновая гормонотерапия 
в случае положительного статуса ЭР различных опу-
холей будет давать результаты, сходные с результата-
ми лечения рака молочной железы. Однако вопрос 
об антиэстрогеновой терапии других опухолей до сих 
пор лишь обсуждается в научных публикациях [6].

В клетках человека присутствуют 2 изоформы ЭР: 
альфа (ЭРα) и бета (ЭРβ). Их соотношение, а также 
клеточное и тканевое распределение подвержено ши-
рокой вариабельности, но в любом случае экспрес-
сия как ЭРα, так и ЭРβ ассоциирована с ответом на 
антиэстрогеновую терапию. Стимуляция пролифе-
рации клеток НМРЛ под воздействием эстрогенов, 
так же как и ингибирование пролиферации при воз-
действии антиэстрогенов, реализуется только в клет-
ках с экспрессией разных типов ЭР. В целом ситуация 
аналогична раку молочной железы, однако количе-
ственные показатели экспрессии и коэкспрессии 
в ткани НМРЛ ЭР разных типов по-прежнему оста-
ются неизученными. Принимая во внимание, 
что именно эта молекулярная характеристика опухо-
ли является важнейшим аргументом в обоснованно-
сти развития гормональной терапии любого злока-
чественного новообразования, целью настоящего 
исследования явилась оценка уровня экспрессии ЭРα 
и ЭРβ в ткани опухолей большой когорты больных 
НМРЛ. Для получения строго количественных пока-
зателей экспрессии маркеров работа проведена им-
мунофлуоресцентным методом, сопряженным с про-
точной цитометрией.

Материалы и методы
Проведен анализ показателей экспрессии ЭРα 

и ЭРβ в хирургических биопсийных образцах опухо-
лей 167 больных НМРЛ (139 мужчин и 28 женщины). 
Использована ранее разработанная и запатентован-

ная методика строго количественной характеристики 
молекулярных белковых маркеров сóлидных опухолей 
[3]. Для иммунофлуоресцентного анализа экспрес-
сии ЭРα использовали первичные кроличьи антите-
ла (клон SP1, Abcam), для ЭРβ – мышиные (клон 14C8, 
Abcam), а также вторичные козьи антитела, конъюги-
рованные с красителем DyLight650 (ab98510 и ab98729 
соответственно). Измерение флуоресценции прово-
дили на проточном цитофлуориметре Navios (Beck-
man Coulter). Для возбуждения флуоресценции ис-
пользовали твердотельные диодные лазеры с длиной 
волны испускаемого света 488 и 638 нм. Регистрацию 
сигнала флуоресценции красителей DyLight650 про-
водили в канале FL-6. Использовали средний пока-
затель скорости при подсчете анализируемых клеток; 
число анализируемых событий – 5000. Количество 
окрашенных клеток рассчитывали в программе 
FlowJo 10.0 с помощью метода Колмогорова–Смир-
нова.

Уровень экспрессии ЭРα и ЭРβ рассчитывали как 
количество специфически флуоресцирующих клеток 
в  % по отношению к контролю (инкубация с вто-
ричными антителами).

Результаты и обсуждение
При анализе данных о больных НМРЛ, образцы 

опухолей которых были включены в исследование, 
выявлены следующие закономерности. Среди проо-
перированных пациентов женщины составили 17 %, 
мужчины – 83 %. Возраст мужчин колебался от 35 
до 82 лет (средний возраст 61 год), возраст женщин – 
от 37 до 73 (средний возраст 58 лет).

В общей группе больных обоих полов плоскокле-
точный рак диагностирован в 55 % случаев, адено-
карцинома – в 42 %. Процент курящих пациентов 
преобладал над числом пациентов, которые не имели 
такой привычки, и составил не менее 62 %. Данных 
о статусе курения 15 % больных не найдено.

Несмотря на сопоставимое число пациентов 
в группах с разным гистологическим типом опухоли, 
разница в группах разных полов очевидна: у женщин 
частота аденокарциномы составила 93 %, частота 
плоскоклеточного рака – 7 %. У пациентов мужско-
го пола почти в 2 раза чаще, чем аденокарцинома, 
выявлялся плоскоклеточный рак, частота встречаемо-
сти составила 64 % против 31,5 %. Стоит отметить, 
что не менее 73 % пациентов мужского пола явля-
лись курильщиками, причем многие пациенты име-
ли стаж курения более 20 лет; 90 % женщин не имели 
такой привычки.

Показатели уровня экспрессии ЭРα и ЭРβ в об-
щей группе пациентов представлены в таблице.

Иммунофлуоресцентный анализ опухолей выя-
вил экспрессию ЭРα и ЭРβ во всех исследованных 
образцах. Однако, учитывая тот факт, что несмотря 
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на прецизионность, метод проточной цитофлуори-
метрии имеет определенную погрешность, образцы 
опухолевой ткани, в которых уровень экспрессии 
маркеров был ≤10 % окрашенных клеток, мы рассма-
тривали как неэкспрессирующие маркеры. При этом 
ЭРβ-позитивными оказались все исследованные 
опухоли, а ЭРα-позитивными – большинство (88,4 %). 
Уровень экспрессии ЭРα в опухолях разных больных 
варьировал от 11 до 58 % специфически окрашенных 
клеток, медиана показателя оказалась равной 19 %. 
Уровень экспрессии ЭРβ в образцах колебался от 12 
до 80 %, медиана составила 43 %. Средние значения 
по казателей мало отличались от медианы (ЭРα: 21,4 % 
против 19,0 %, ЭРβ: 42,1 % против 43 %). Таким об-
разом, в среднем по группе уровень экспрессии ЭРβ 
в образцах ткани НМРЛ приблизительно в 2 раза 
превышает уровень экспрессии ЭРα (р <0,001).

На рисунке представлено распределение показа-
телей коэкспрессии ЭРα и ЭРβ в исследованной 
группе пациентов с НМРЛ. Образцы опухолей были 
ранжированы по возрастанию уровня экспрессии 
ERβ – от минимального до максимального значения 
(на графике обозначены черными треугольниками). 
Круглые точки показывают значение уровня экс-
прессии ERα в том же образце опухоли. Видно, что 
в ткани большинства образцов уровень экспрессии ЭРβ 
превышает уровень экспрессии ЭРα. Только в 8 % об-
разцов (в 14 из 167 случаев) экспрессия ЭРα оказалась 
равной или незначительно превысила экс прессию ЭРβ. 
Распределение точек на данном рисунке согласуется 
с отношением рассчитанных показателей медианы 
и среднего значения: в большинстве случаев показатель 
экспрессии ЭРβ в 1,5 раза превысил показатель экс-
прессии ЭРα, а в 58 % случаев – в 2 раза и более. Видно 
также, что персонализированные различия были очень 
значительными и уровень экспрессии ЭРβ более чем в 4 
раза превышал показатель ЭРα.

На графике также очевидно отсутствие четкой 
кор реляции между экспрессией ЭРβ и ЭРα в ткани 
НМРЛ. Данный факт подтвержден результатом кор-
реляционного анализа. Так как число наблюдений 

оказалось больше 100, в качестве показателей согла-
сованности между значениями экспрессии ЭРβ 
и ЭРα можно использовать как коэффициент корре-
ляции Пирсона, так и коэффициент ранговой кор-
реляции Спирмена. Коэффициент ранговой корре-
ляции Спирмена оказался равным 0,364 (р <0,001), 
а коэффициент корреляции Пирсона – 0,401 (р <0,001). 
Эти значения указывают на наличие статистически 
значимой прямой слабой взаимосвязи между пока-
зателями экспрессии ЭРβ и ЭРα.

Заключение
Обсуждая полученные результаты, прежде всего 

необходимо отметить, что это первое исследование 
НМРЛ, проведенное на большом клиническом ма-
териале (проанализировано 167 хирургических об-
разцов НМРЛ), в котором на основании строго ко-
личественного показателя охарактеризован уровень 
экспрессии и коэкспрессии ЭР разных типов – ЭРα 
и ЭРβ. Показано, что ЭРβ экспрессированы во всех 
исследованных образцах НМРЛ, а ЭРα-позитивными 
является большинство опухолей – 88,4 %. Тот факт, 
что в ткани НМРЛ в 100 % случаев выявляется экс-
прессия 1 или 2 мишеней антиэстрогенов, указывает 
на молекулярную обоснованность сформулирован-
ной выше гипотезы о возможной эффективности 
гормональной терапии у больных НМРЛ.

В связи с этим важно отметить, что уровень экс-
прессии в ткани НМРЛ ЭРβ значительно выше, чем 
ЭРα. В целом по группе превышение медианы уров-
ня экспрессии ЭРβ против ЭРα составило 2,3 раза 
(43 % против 19 %), а различия между реальными 
показателями у конкретных больных были еще более 
значительными. Это свидетельствует о том, что ЭРβ 

Показатели уровня экспрессии ЭРα и ЭРβ в ткани НМРЛ

Подтип 
Эр

Показатели уровня экспрессии маркеров, %

p***
Среднее значение 

(M ± Sd)*
медиана 

[Q1; Q3]**

ЭРα 21,4 ± 11,2 19,0 [13,0; 27,0] 
< 0,001

ЭРβ 42,1 ± 15,3 43,0 [30,0; 53,0] 

*M ± SD – среднее арифметическое значение ± стандартное от-
клонение. ** Me [Q1; Q3] – медиана [нижний квартиль, верхний 
квартиль]. *** р – достоверность различий между показателями 
уровня экспрессии ЭРα и ЭРβ, рассчитанная методом t-критерия 
Стьюдента

Распределение показателей экспрессии ЭРα и ЭРβ в исследованной 
группе больных НМРЛ. По оси абсцисс – номера образцов опухолей, 
которые ранжированы от минимального до максимального значения 
по уровню экспрессии ERβ (%). По оси ординат – уровень экспрессии 
ERα и ERβ (%). Черными треугольниками отмечены показатели 
уровня экспрессии ERβ, круглыми точками – ERα в ткани опухоли 
того же больного
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могут являться основной мишенью антиэстрогенов 
и ориентиром для отбора пациентов с НМРЛ для 
проведения гормональной терапии.

Принимая во внимание полученные результаты, 
признавая ЭР патогенетически важным маркером 
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Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

НМРЛ и допуская, что уровень экспрессии ЭРβ в опу-
холи ≥30 % может быть значимым для реализации 
эффекта антиэстрогенов, считаем, что претендента-
ми на проведение гормональной терапии являются 
около 90 % больных НМРЛ.
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