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доФаминерГичеСкая СиСтема: 
СтреСС, деПреССия, рак (чаСтЬ 1)

о. а. Бочарова1, е. в. Бочаров1, в. Г. кучеряну2, р. в. карпова1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; 
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии»; 
Россия, 125315 Москва, ул. Балтийская, 8

Контакты: Ольга Алексеевна Бочарова imufarm@rambler.ru

В обзоре обсуждаются функциональные особенности дофаминергической системы. Синтез дофамина осуществляется 
как в центральной нервной системе, так и в желудочно-кишечном тракте. Первая часть обзора посвящена данным совре-
менной литературы о роли дофамина в механизмах старения. Вместе с тем описываются процессы, лежащие в основе де-
прессивного расстройства с точки зрения участия дофаминергической системы при интеграции моноаминергической, эпи-
генетической, воспалительной, нейротрофинной и антиапоптической концепций.

Ключевые слова: дофаминергическая система, дофаминовый рецептор, старение, депрессивное расстройство, болезнь Пар-
кинсона

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-3-6-14

doPaMINERGIC SySTEM: STRESS, dEPRESSIoN, CaNCER (PaRT 1)

O. A. Bocharova1, E. V. Bocharov1, V. G. Kucheryanu2, R. V. Karpova1

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

2Institute of general pathology and pathophysiology; 8 Baltiyskaya St., Moscow 125315, Russia

The review discusses the functional features of the dopaminergic system. Dopamine synthesis is carried out both in the сentral nervous 
system and in the gastrointestinal tract. The first part of the review is devoted to the data of modern literature on the role of dopamine 
in the mechanisms of aging. At the same time, the processes underlying the depressive disorder in terms of the dopaminergic system par-
ticipation integrating monoaminergic, epigenetic, inflammatory, neurotrophic and anti-apoptic concepts are described.

Key words: dopaminergic system, dopamine receptor, aging, depressive disorder, Parkinson’s disease

Введение
Во многих ситуациях в современном мире мы 

подвержены стрессу. И если острый стресс может 
иметь положительное воздействие на организм, то 
хроническое состояние стресса, как правило, наносит 
вред здоровью, приводя к серьезным заболеваниям, 
в том числе к раку, который считают болезнью ста-
рения. Принимая во внимание адгезионную концеп-
цию возникновения новообразований, злокачест-
венный рост можно расценивать как стремительное 
старение клеток органа [1]. По этой причине приме-
нение антидепрессантов и геропротекторов для он-
кологических больных может быть целесообразным. 
Из литературы известно, что дофамин, недостаток 
которого играет существенную роль при старении 
и стрессе, ограничивает развитие опухолей [2]. В свя-
зи с этим выдвигается гипотеза о роли центральных 
нейрональных процессов с участием дофаминерги-

ческой системы в механизмах контроля злокачест-
венного роста.

Роль дофамина в процессе старения
Дофамин является 2-(3,4-дигидроксифенил)- 

этиламином и относится к основным нейромедиато-
рам головного мозга. Образуется он из аминокисло-
ты тирозина. Основные пути метаболизма дофамина 
в организме показаны на рисунке [3].

С момента появления более чем 50 лет назад 
представления о том, что дофамин является не толь-
ко предшественником норадреналина и адреналина, 
но и обладает самостоятельной регуляторной актив-
ностью в центральной нервной системе (ЦНС), он 
остается одним из наиболее изучаемых моноаминер-
гических нейротрансмиттеров [4].

Несмотря на то что нейроны могут жить более 
100 лет, а нейрогенез способен заменять погибшие 
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нейроны, в течениe жизни происходит функциональ-
ное угасание дофаминергической системы. Дофами-
новые нейроны считаются центральными факторами 
старения, а функциональное подавление дофаминер-
гической системы может быть одним из основных 
механизмов этого процесса [5–7].

Потерю дофаминовых нейронов в качестве клю-
чевого фактора старения связывают с угасанием ког-
нитивных и моторных функций. Снижение уровня 
нейронов с возрастом выявлено в нигростриатных 
и гиппокампальных участках головного мозга [8]. 
Стоит отметить, что участки мозга, вовлеченные в ре-
гуляцию когнитивных и двигательных функций, 
очень чувствительны к окислительному стрессу, ко-
торый с возрастом усугубляется [9, 10].

Полифункциональность дофаминергической си-
стемы обусловлена ее широким распространением 
в структурах мозга. Среди дофаминергических путей 
обычно выделяют 4 основные системы: нигростри-
атную, мезолимбическую, мезокортикальную и ту-
бероинфундибулярную [11].

Нигростриатная система формируется нейронами 
среднего мозга компактной зоны черной субстанции 
и заканчивается в полосатом теле. Являясь частью 
двигательной системы, она содержит около 80 % до-

фаминовых нейронов головного мозга. Поскольку 
повреждения в этой системе вызывают болезнь Пар-
кинсона, она привлекает особое внимание исследо-
вателей. Нигростриатная система наиболее воспри-
имчива к потере функции дофаминовых нейронов 
при старении [12, 13]. В молодом возрасте у людей 
обнаруживают чрезвычайно большое их количество 
в черной субстанции, а у новорожденных в этой части 
мозга насчитывается около 400 тыс. таких нервных 
клеток. К 60 годам их число уменьшается до 250 тыс. 
Пожилой возраст является основным фактором риска 
развития болезни Паркинсона, для которой характер-
на десятикратно ускоренная потеря нигральных до-
фаминовых нейронов, в результате чего их число 
колеблется между 60 и 120 тыс. [3, 11, 13].

Мезолимбическая система, включающая в себя 
структуры лимбической, иннервируется терминалями 
нейронов среднего мозга и вентральной тегментальной 
области. Дисфункция мезолимбической дофаминерги-
ческой системы приводит к нарушениям когнитивных 
функций, психическим и эмоциональным расстрой-
ствам, таким как реактивные психозы, шизофрения, 
депрессия [11]. Мезолимбическая система, менее чув-
ствительная к нарушениям, отвечает также за сниже-
ние мотивационных и эмоциональных функций.

Тубероинфундибулярная (аксоны в нейрогипо-
физарном комплексе и промежуточной части адено-
гипофиза) и перивентрикулярная (в дорсальном и пе-
реднем гипоталамусе) дофаминергические системы 
участвуют в нейроэндокринной регуляции [11].

В процессе повреждения и гибели дофаминовых 
нейронов при старении участвуют механизмы, уси-
ливающие развитие окислительного стресса:

• образование свободных радикалов с помощью 
моноаминоксидаз, что приводит к образованию 
токсичных продуктов дофаминового метаболизма;

• низкий уровень антиоксидантной защиты в моз-
ге (особенно каталазы);

• низкая экспрессия нейротрофических факторов 
в области уязвимости дофаминовых нейронов 
(например, черная субстанция);

• высокий уровень ионов железа, связанный с воз-
можным нарушением регуляции гема;

• обилие окисляемых ненасыщенных жирных кис-
лот [14, 15].
Кроме того, фермент тирозингидроксилаза (ТГК), 

участвующий в образовании дофамина, может быть 
ингибирован окислением [16]. С увеличением воз-
раста в дофаминовых нейронах черной субстанции 
также обнаружен высокий уровень мутаций в мито-
хондриальной ДНК [17].

Уменьшение содержания дофамина и его предше-
ственника тирозина обусловливает дегенеративные 
процессы аксонов, которые связывают с агрегацией 
фосфорилированной ТГК и альфа-синуклеина [18, 19].

Основные пути образования и обмена дофамина: 1 – тирозингидро-
ксилаза; 2 – дофа-декарбоксилаза; 3 – катехоламин-β-гидроксилаза; 
4 – катехоламин-О-метилтрансфераза; 5 – моноаминоксидаза; 
6 – альдегиддегидрогеназа

Main pathways of dopamine production and metabolism: 1 – tyrosine 
hydroxylase; 2 – dopa decarboxylase; 3 – catecholamine-β-hydroxylase; 
4 – catecholamine-О-methyltransferase; 5 – monoaminoxidase; 6 – aldehyde 
dehydrogenase
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Выявлено, что потеря дофаминовых нейронов 
опосредована воспалительными процессами в ми-
кроглии. Последняя может быть активирована ней-
ротоксинами, патогенами, фрагментами белков 
и клетками с экспрессией маркеров апоптоза. Акти-
вированная микроглия элиминирует нейроны, в том 
числе с помощью продукции свободных радикалов 
и цитокинов [20, 21]. У пожилых людей (≈80 лет) 
выявлена значимая реактивность микроглии в черной 
субстанции головного мозга, что способствует гибе-
ли дофаминовых нейронов [22].

Синтез дофамина также с возрастом снижается. 
Вместе с тем падает активность TГК, которая может 
быть и полностью утрачена. В результате в нейронах 
накапливается нейромеланин в качестве конечного 
продукта деградации дофамина. При этом работоспо-
собность дофаминового транспортера с возрастом 
снижается более интенсивно, чем активность TГК.

Первые морфологические признаки старения че-
ловеческого мозга наблюдают в белом веществе уже 
к 20–40 годам, а к 40–50 годам – и в сером вещест-
ве [23]. С увеличением возраста от 50 до 90 лет масса 
мозга снижается на 2–3 % за десятилетие. При оцен-
ке уровня пигментированных (нейромеланином) 
нейронов в зависимости от возраста установлено, что 
их потеря составляет примерно 10 % за десятилетие, 
что приводит к максимальному снижению в пожилом 
возрасте примерно на 80 %. Кроме того, наблюдает-
ся потеря маркеров дофамина (в том числе ТГК, до-
фаминового транспортера и дофаминовых рецепто-
ров (ДР)), которая составляет 6–10 % за десятилетие 
с кульминацией 40–50 % потери в возрасте 88 лет  
[9, 22, 24]. Показано, что у людей от 44 до 88 лет про-
исходит потеря ТГК-позитивных нейронов в черной 
субстанции. Однако выявлено существенно меньшее 
снижение уровня дофаминовых нейронов у лиц, пе-
реживших возраст 100 лет [25].

Применение физических упражнений, диетиче-
ского ограничения, эстрогенов и пролактина приво-
дит к увеличению активности ДР. В целом данные 
свидетельствуют о том, что меры, усиливающие пе-
редачу дофамина, предотвращают возрастное снижение 
двигательных и познавательных функций мозга [9].

Таким образом, все изложенное подтверждает 
мнение многих исследователей о том, что дофами-
новые нейроны участвуют в «интриге», ограничива-
ющей жизнь, в связи с чем они считаются главными 
биомаркерами старения [26].

Дофамин как эндогенный антидепрессант
Интерес к функционированию дофаминергиче-

ской системы в последнее время связан также с ее 
вероятным участием в патогенезе депрессивных рас-
стройств, которыми страдают 350 млн человек во всем 
мире или около 20 % населения земного шара. 

Дофамин при этом характеризуется как эндогенный 
антидепрессант.

Потеря дофаминовых нейронов черной субстан-
ции головного мозга была выявлена у пациентов 
при некоторых видах депрессии. А учитывая действие 
дофамина в качестве антидепрессанта при депрес-
сивном синдроме (ДС), потерю данных нейронов 
классически связывают с расстройствами при пси-
хозах и токсикомании. Кроме того, получено под-
тверждение клинической эффективности терапии 
с использованием агонистов дофамина при депрес-
сии. Возрастные депрессивные расстройства также 
можно объяснить с позиций гибели дофаминовых 
нейронов [26].

Молекулярные механизмы, лежащие в основе ДС, 
можно рассматривать с точки зрения участия дофа-
минергической системы в плане объединения кон-
цепций ДС: моноаминергической, воспалительной, 
эпигенетической, нейротрофинной и антиапоптиче-
ской [27].

моноаминергическая гипотеза полагает, что де-
прессия вызывается снижением моноаминергической 
функции головного мозга. Основными моноаминами 
мозга являются серотонин (5-НТ), дофамин и нора-
дреналин. Взаимодействие 5-HT и норадреналина 
способствует выделению дофамина. В частности, 
в ходе исследований, проведенных с участием живот-
ных, было выдвинуто предположение, что антиде-
прессанты изменяют активацию дофаминергической 
системы [28], т. е. можно допустить, что хорошее на-
строение требует соответствующего уровня дофами-
на. Очевидно, недостаток содержания дофамина 
сочетается с развитием ДС. Вызывает интерес мнение 
о том, что этот молекулярный механизм может обе-
спечивать ЦНС способностью развивать гибкое 
 поведение в ответ на изменения окружающей обста-
новки [29]. Так, у мышей при нокаутированном транс-
портере дофамина выявлена неспособность приспо-
сабливаться к окружающей среде (поведенческая 
негибкость), однако этот дефект уменьшился после 
введения галоперидола (блокатор ДР D2). С учетом 
того, что активация дофаминергической системы 
связана с мотивацией и жизнелюбием и что эти со-
стояния утрачены при ДС, этот эффект может пред-
ставлять лечебный потенциал антидепрессантных 
средств [30, 31].

Функции систем дофамина и норадреналина вза-
имодополняемы [32]. Транспортер норадреналина, 
который является мишенью для некоторых антиде-
прессантов, способен переносить и дофамин. С дру-
гой стороны, серотонинергическая и дофаминерги-
ческая системы взаимозаменяемы. Рецепторы 5-HT 
экспрессируются дофаминовыми нейронами в среднем 
мозге, а окончания 5-НТ-нейронов способны выде-
лять дофамин при активности интернейронов [27]. 



9

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 3'2019  ТОм 18    vol. 18

Обзоры литературы

Различные изоформы 5-НТ-рецепторов образуют 
систему 5-НТ, которая необходима для регуляции вы-
деления дофамина. В частности, блокировка 5-НТ1А 
(метаболит серотонина) приводит к повышению 
уровня дофамина в структурах головного мозга и по-
давлению активности дофаминергической системы 
в префронтальной коре. Эти эффекты могут поддер-
живать гипотезу о том, что десенсибилизация 5-HT1A 
способна привести к активации в глубоких частях моз-
га дофаминергической системы, которая связана с хо-
рошим настроением, чего не хватает пациентам с ДС.

С учетом взаимосвязи моноаминергических 
 систем в настоящий период актуальным является 
создание антидепрессантов, нацеленных на дофами-
нергическую систему опосредованно через норадре-
налин и 5-НТ. Существуют свидетельства, что при 
наркозависимости антидепрессанты, включающие 
дофамины, действуют лучше по сравнению с други-
ми. Например, дофамин-антидепрессант номифен-
зин действует через модуляцию взаимодействий 5-НТ, 
норадреналина и дофамина, что считается ключевым 
моментом для лечебного эффекта. В результате по-
следних исследований были предложены нейролепти-
ки II поколения, препараты-модуляторы дофамина 
и 5-НТ в качестве потенциальных антидепрессантов 
быстрого действия [33, 34].

Таким образом, можно полагать, что события, 
управляемые дофаминовыми нейронами, лежат в ос-
нове эффекта антидепрессантов.

нейротрофинная гипотеза. Нейротрофины явля-
ются широко распространенной группой молекул 
в ЦНС и периферической нервной системе, включая 
мозговой нейротрофический фактор (МНТФ), фак-
тор роста нервов, нейротрофин-3, -4, -5 и -6, глиаль-
ный нейротрофический фактор, фактор роста фи-
бробластов нейрокин (нейропоэтин). Нейрональный 
рост регулируется сложной и плохо расшифрованной 
сетью событий, в которой нейротрофины играют свою 
роль [35].

Как один из самых распространенных нейротро-
финов МНТФ действует на центральные и перифе-
рические нейроны, способствуя их выживанию, по-
вышает численность, а также дифференцировку новых 
нейронов и синапсов. В головном мозге МНТФ осо-
бенно активен в гиппокампе, коре и переднем мозге. 
Эти области отвечают за обучение и память. МНТФ 
важен также для долговременной памяти. При экс-
периментальном хроническом стрессе у животных 
(модель ДС) выявлен более высокий уровень МНТФ 
в прилежащем ядре по сравнению с группой контро-
ля. Мыши с врожденным отсутствием способности 
синтеза МНТФ имеют явные нарушения чувстви-
тельной сферы и погибают вскоре после рождения. 
Вероятно, МНТФ играет важную роль в нормальном 
развитии нервной системы [36].

Активность нейротрофинов связана с различны-
ми психическими и нервными заболеваниями. С уче-
том способности нейротрофинов стимулировать 
образование новых нейрональных структур в ответ 
на внешние и внутренние раздражители была пред-
ложена нейротрофинная гипотеза ДС [37]. Согласно 
этой гипотезе экспрессия МНТФ подавлена во время 
депрессивных состояний, а лечение антидепрессан-
тами может быть направлено на восстановление это-
го баланса [38]. Сочетанное применение диетических 
добавок и физических упражнений способствует по-
вышению уровня МНТФ и mРНК в гиппокампе, 
а также содержания фактора роста эндотелия сосудов 
в сыворотке крови хронически стрессированных жи-
вотных [39].

Установлено, что у старых крыс в медиальной 
префронтальной коре, участвующей в механизмах 
памяти, снижается экспрессия нейропептида Y. При 
этом введение фактора роста нервов предотвращает 
это нарушение. Последнее свидетельствует о том, что 
нейротрофические факторы способствуют сохранению 
когнитивных функций с увеличением возраста [40].

Лечение антидепрессантами усиливает передачу 
5-HT, что способствует восстановлению модуляции 
дофаминергической системы с установлением балан-
са дофаминов для надлежащей секреции нейро-
трофинов, которая необходима для организации 
новых нейрональных структур в ответ на внутренние 
и внешние стимулы. Эти молекулярные механизмы 
могут лежать в основе эффективности антидепрес-
сантов.

теория воспаления. Уже более 70 лет известно, 
что иммунные медиаторы играют роль в патофизио-
логии психических заболеваний, однако молекуляр-
ные нарушения до сих пор малопонятны. Одним из 
наиболее известных аспектов теории является так 
называемая слабость поведения, что может представ-
лять собой иммунологическую модель ДС. Кто ког-
да-либо болел гриппом, знает, что при этом заболе-
вании наступает слабость. Больной отказывается от 
еды и питья, теряет интерес к физической и социальной 
среде, что, в общем, напоминает симптомы ДC [41]. 
При использовании у добровольцев потенциальных 
активаторов, провоспалительных цитокинов было 
обнаружено, что они вызывают небольшую лихорад-
ку, анорексию, беспокойство, подавленное настрое-
ние и когнитивные нарушения. Более того, уровни 
беспокойства, депрессии и когнитивные нарушения 
связаны с содержанием циркулирующих цитоки-
нов [42]. Введение, например, интерферона α (в те-
рапии гепатита С или злокачественной меланомы) 
может вызвать симптомы депрессии, включая суи-
цидальные мысли [43, 44].

R. S. Smith один из первых указал на роль цито-
кинов в «макрофагальной теории депрессии», что 
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в дальнейшем поддерживалось несколькими автора-
ми. Считалось, что депрессия связана с острой фазой 
воспаления, поскольку повышенные концентрации 
воспалительных биомаркеров в крови были обнару-
жены у пациентов с тяжелой депрессией. Согласно 
этой теории провоспалительные цитокины также 
вызывают клинические признаки депрессии, в том 
числе гиперактивность гипоталамо-гипофизар-
но-надпочечниковой системы (что тоже провоциру-
ется выраженным стрессом), нарушенный метабо-
лизм 5-НТ и нейровегетативные симптомы [45, 46]. 
Однако эта теория имеет некоторые ограничения: 
а) биомаркеры воспаления у депрессивных больных 
повышены не всегда; б) не всегда стимуляция иммун-
ной системы вызывает похожее на депрессию рас-
стройство; в) общего механизма между центральны-
ми эффектами цитокинов и нейробиологическими 
основами депрессии не найдено; г) уменьшение вос-
палительной реакции не снижает уровень депрессив-
ных симптомов [47].

Тем не менее требуется выяснить внутриклеточ-
ные молекулярные механизмы, которые объедини-
ли бы воспаление и депрессию.

Эпигенетическая теория. Еще одна гипотеза раз-
вития ДС основывается на эпигенетике. Наблюдения 
о том, что ответ на антидепрессанты появляется не сра-
зу, а через несколько недель, что они требуют дли-
тельного введения для достижения клинического 
эффекта, заставляют ученых исследовать долговре-
менные эффекты антидепрессантов на молекулярном 
уровне. Была выдвинута гипотеза, что регуляция экс-
прессии генов может быть одним из механизмов, 
который опосредует стабильную и нестабильную 
адаптацию мозга. Вместе с тем изменения уровня 
мРНК были зарегистрированы в определенных об-
ластях мозга как на экспериментальных моделях пси-
хического заболевания животных, так и в мозге че-
ловека, что было связано с изменением поведения [48].

Известно, что хроматин существует в инактиви-
рованном, конденсированном состоянии (гетерохро-
матин), что препятствует транскрипции генов, а так-
же в активированном состоянии (эухроматин), 
что способствует генной транскрипции. Активация 
хроматина связана с ацетилированием близлежащих 
гистонов, хотя до сих пор неясно, влияет ли это со-
бытие, прямо или косвенно, на активацию хроматина. 
С другой стороны, подавление этого состояния может 
быть связано с метилированием гистонов или другой 
их модификацией, что до сих пор также непонятно. 
Вместе с тем могут иметь место несколько более слож-
ных промежуточных молекулярных этапов между дву-
мя состояниями хроматина, моделирующих экспрес-
сию гена во времени и пространстве [49].

Такие механизмы регулируют экспрессию специ-
фических наборов нейрональных генов, связанных 

с нейрональной активностью, выживанием и в ко-
нечном итоге – комплексной регуляцией сложного 
поведения. Так, показано, что материнская забота 
самок крыс, характеризующаяся усилением вылизы-
вания и повышением ухоженности детенышей, при-
водит к подавлению глюкокортикоидных рецепторов 
промотора метилирования [50]. Это событие способ-
ствует эффекту снижения тревожности у взрослых крыс 
и является обратимым при инфузии метионина [51].

Вместе с тем работы на поведенческих экспери-
ментальных моделях показали существенное эпиге-
нетическое влияние на баланс дофаминов. Было, 
например, выявлено, что кормление беременных 
мышей низкобелковой диетой приводило к измене-
нию поведения рожденного потомства с гиперак-
тивированной дофаминергической системой. Это 
событие эпигенетически связано с недостатком кон-
троля экспрессии специфического белка, циклинза-
висимого ингибитора киназы 1C, чьи показатели 
метилирования хуже по сравнению с нормальным 
белком. Если подобные стрессорные факторы играют 
роль в развитии психических расстройств у человека, 
то такое молекулярное событие может быть суще-
ственным для выявления предрасположенности к бо-
лезни, выработки стратегии профилактики ДC и дру-
гих психических нарушений [52].

Введение ингибитора гистонацетилазы вызывает 
антидепрессантный эффект в поведенческой модели 
депрессии на мышах с усилением его при дополни-
тельном введении флюоксетина и повышением экс-
прессии МНТФ [53]. Более того, один из часто ис-
пользуемых стабилизаторов настроения вальпроевая 
кислота является ингибитором гистонацетилазы. 
Этот механизм может служить посредником при ста-
билизации эффекта настроения через усиление экс-
прессии МНТФ в головном мозге [54]. Показано 
также, что модификации гистонов приводят к дол-
госрочным эффектам регуляции генов, которые, ско-
рее всего, ответственны за антидепрессантный эф-
фект [49]. Таким образом, вероятно, несколько 
эпигенетических модификаций вместе участвуют как 
в механизме развития депрессии, так и в механизме 
воздействия антидепрессантов [48].

антиапоптическая гипотеза. Также была выдвину-
та гипотеза о вовлечении путей апоптоза в патофи-
зиологические механизмы развития ДC и ответа 
на антидепрессанты [55]. Запрограммированная ги-
бель клеток имеет существенное значение для гомео-
стаза тканей, оборота иммунных клеток и нейронов. 
В частности, апоптоз очень важен для нормального 
развития мозга и периферической нервной системы 
[56]. С учетом того, что нейроны образуются в из-
бытке и конкурируют при этом за контакты друг 
с другом, факторы выживания вырабатываются для 
них ограниченно. Гибель, как правило, зависит от 
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функциональности клеток и уровня источников 
 питания. Поэтому нейроны со сниженной элект-
ри ческой активностью и трофической поддерж-
кой – первые кандидаты на гибель путем апоптоза. 
Био химический путь апоптоза, как правило, являет-
ся одним из двух – внешним или внутренним. Оба 
реагируют на разные стимулы, но в конечном итоге 
все завершается активацией протеаз и деградацией 
клеток [57].

Апоптоз нейронов гиппокампа может иметь зна-
чение в нейрогенезе, а также в патогенезе ДC [58]. 
В исследовании post-mortem у пациентов с ДC пока-
зано снижение экспрессии и активности фермента 
ERK1 / 2, который играет роль в нейропластичности 
и выживаемости клеток в области мозга, участвующей 
в патогенезе ДC [59]. Интересно, что подавление ак-
тивности ERK1 / 2 непосредственно не приводит 
к апоптозу, но снижает статус фосфорилирования 
некоторых апоптотических медиаторов, например 
членов семейства BH3, которые делают нейронную 
популяцию более восприимчивой к гибели [60, 61]. 
Вместе с тем генетические работы пополнили дока-
зательства, поддерживающие роль апоптоза в генезе 
депрессии и реакциях на антидепрессанты. В част-
ности, выявлена связь между ДC и различными ва-
риантами гена  APAF1, кодирующего белок, необхо-
димый для обеспечения выживаемости нейронов [62].

Наряду с этим было выявлено, что антидепрес-
санты могут подавлять нейрональную гибель. Иссле-
дования на животных показали, что участие антиде-
прессантов в предотвращении гибели нервных 
клеток, вероятно, заключается в повышении высво-
бождения нейротрофинов и усилении экспрессии 
их рецепторов [63]. Введение флуоксетина, например, 
снижало гибель нейронов в зубчатой фасции гиппо-
кампа (смерть нейронов была вызвана стрессом при 
разделении матерей и детенышей крыс) [64]. Тиане-
пин также после стресса сократил количество апопти-
ческих клеток в височной коре, гранулярном клеточном 
слое и зубчатой фасции гиппокампа древесной земле-
ройки [65].

Можно предположить несколько механизмов, 
с помощью которых антидепрессанты могут пода-
влять гибель нейронов по пути апоптоза [55]. Во-пер-
вых, воздействие антидепрессантами может вызывать 
изменения на митохондриальном уровне, предотвра-
щая активацию каспаз, как выявлено в исследовани-
ях in vitro [66, 67]. Во-вторых, все больше данных 
свидетельствует о том, что антидепрессанты влияют 
на некоторые клеточные события, вызываемые хро-
ническим стрессом. В частности, лечение антиде-
прессантами, вероятно, повышает трансдукцию суб-
семейства Bcl-2 белка, который обладает свойствами, 
способствующими выживанию, и предотвращает 
увеличение проницаемости митохондриальной мем-

браны, которое приводит к клеточной гибели в несколь-
ких областях мозга, связанных с депрессией [68, 69]. 
Тем не менее конкретные клеточные механизмы, 
с помощью которых антидепрессанты усиливают экс-
прессию белков Bcl-2, являются до сих пор неизвест-
ными. Однако, возможно, они активируют такой 
специфический фактор транскрипции, как FOXO3A. 
Кроме того, другие белки с антиапоптическими свой-
ствами (в основном фактора роста эндотелия сосудов) 
подвергаются модуляциям при лечении антидепрес-
сантами [55]. Эти данные представляют некоторые 
доказательства эффективности антидепрессантов 
в предотвращении гибели нейронов по пути апоптоза.

Результаты последних исследований предпола-
гают участие дофамина в процессе апоптоза нейронов 
в ЦНС. Связующим между дофамином и апоптозом 
является белок Par-4, участвующий в проапоптоти-
ческих событиях и формирующий нейрональные 
структуры в ЦНС. Этот белок образует молекулярные 
комплексы дофаминовых нейронов с ДР D2, конку-
рируя с кальцием за связывание белка кальмодулина. 
Кроме того, у мышей с нарушенной системой Par-4 / D2 
появлялись депрессивные симптомы. В других ис-
следованиях отмечено, что Par-4 был подавлен у 64 % 
пациентов с депрессией по сравнению с группой кон-
троля (здоровые люди). Эти данные свидетельствуют 
о существенной роли Par-4 / D2 в функционировании 
дофаминергической системы [70]. Таким образом, 
классический механизм гибели дофаминовых ней-
ронов по типу апоптоза, происходящий в том числе 
и при болезни Паркинсона, может быть важным 
и для понимания основы ДC.

Наконец, еще одно взаимодействие дофаминовых 
нейронов и апоптоза можно рассматривать в связи 
с антипсихотическими препаратами. Известно, 
что соответствующая дофаминовая трансмиссия мо-
жет поддерживать гибкость ЦНС, необходимую 
для должного поведения при ответе на изменения 
окружающей среды [71]. Было показано, что анти-
психотические лекарственные средства (антагонисты 
ДР D2) могут модулировать апоптоз посредством 
фосфорилирования Akt / гликогенсинтазы-киназы-3 
(GSK3 – белок, участвующий в нескольких функци-
ях, среди которых апоптоз и синаптическая пластич-
ность) [72]. Можно полагать, что ключевым момен-
том достижения модуляции являются сигналы 
дофамина. В самом деле, дофаминовая трансмиссия 
может привести к нарушению стабильности механиз-
ма апоптоза.

Таким образом, комплексный характер самой 
депрессии отражает гетерогенность заболевания. 
В конечном итоге следует учитывать вероятность того, 
что депрессия представляет собой результат множества 
независимых патофизиологических механизмов, яв-
ляясь итогом взаимодействия разных эндогенных 
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раЗличные роли толл-ПодоБныХ реЦеПторов 
в онкотераПии

е. м. трещалина, и. н. михайлова, м. в. киселевский
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; 

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Елена Михайловна Трещалина treshalina@yandex.ru

В обзоре рассмотрены и проанализированы данные литературы о функциях семейства толл-подобных рецепторов (ТПР), 
значимых для опухолевого процесса, кратко отражены такие важные аспекты, как строение ТПР, механизмы внутрикле-
точной передачи сигнала, известные специфические лиганды и агонисты ТПР. Кроме того, описаны эффекты воздействия 
на различные ТПР с точки зрения влияния на рост самой опухоли и реакций клеточного иммунитета. Приведено сравнение 
неоднозначных результатов экспериментального изучения и клинического применения агонистов и антагонистов ТПР. Сде-
лан вывод о необходимости получения информации об отсутствии стимуляции опухолевого роста in vivo агонистов ТПР 
на этапе доклинического изучения.

Ключевые слова: толл-подобные рецепторы, агонисты, антагонисты, опухолевый процесс

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-3-15-22

ThE dIFFERENT RolES oF Toll-lIKE RECEPToRS IN oNCoThERaPy

Е. M. Treshalina, I. N. Mikhaуlova, M. V. Kiselevskiy

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

The review considers and analyzes the literature data on the functions of the toll-like receptor family (TLR) in the development of ma-
lignant process. The structure of TLR, mechanisms of intracellular signal transduction, specific ligands antagonists and agonists of TLR 
are briefly reflected. Effects of various TLR from the point of view of influence on tumor growth and reactions of cellular immunity 
are given. The ambiguous results of experimental and clinical application of agonists and antagonists of TLR are compared. It is con-
cluded that it is necessary to obtain additional information with the agonists of TLR at the stages of preclinical study.

Key words: toll-like receptors, agonists, antagonists, malignant process

Введение
Биологические эффекты многочисленных лиган-

дов толл-подобных рецепторов (ТПР), опосредован-
ные врожденным и адаптивным иммунным ответом 
(активация дендритных клеток, провоспалительных 
цитокинов и цитотоксических лимфоцитов), широко 
изучаются [1]. В последние годы обсуждается разно-
направленное воздействие на различные подтипы 
ТПР, на стволовые и опухолевые клетки [2, 3].

Сведения о свойствах ТПР
Семейство ТПР человека представлено 10 вида-

ми. ТПР активируются различными лигандами – 
структурными компонентами бактерий, вирусов 
или грибов, а также продуктами разрушенных клеток. 
ТПР 1, 2, 4, 10 локализуются на клеточной мембране, 
а ТПР 3, 7, 8, 9 – в клеточных эндосомах. Набор ТПР 
варьирует в зависимости от типа клетки [4–6].

Структура ТПР изучена и описана в литературе 
довольно детально. Так, ТПР образованы 3 основны-
ми доменами: 1) богатым лейцином внеклеточным 
доменом; 2) трансмембранным доменом; 3) цитоплаз-
матическим TIR-доменом, гомологичным подобно-
му в рецепторе интерлейкина-1 (ИЛ-1), называемом 
толл / ИЛ-1-рецепторным (толл / интерлейкин-1- по-
добный рецептор, TIR) доменом. За узнавание ТПР- 
лиганда отвечает внеклеточный домен, который со-
держит 19–25 тандемных копий структурного мотива 
с так называемыми лейцин-богатыми повторами 
(LRR) (см. рисунок).

Внутриклеточный домен отвечает за образование 
гомо- и гетеродимеров между ТПР, т. е. с аналогич-
ными белками или белками других ТПР. При обра-
зовании гетеродимеров их обозначают таким образом: 
ТПР1 / 2 (гетеродимер ТПР1 и ТПР2). Кроме того, 
внутриклеточный домен отвечает за взаимодействие 



16

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  3'2019  ТОм 18    vol. 18

Обзоры литературы

с белками-адаптерами, содержащими TIR-домены 
(толл / интерлейкин-1 подобный рецептор). Образо-
вание таких белковых комплексов приводит к акти-
вации ТПР-сигнальных путей [5]. Внутриклеточная 
передача сигнала реализуется с участием нескольких 
адаптерных белков. Основным адаптером для ТПР 1, 
2, 4–10 является белок MyD88. В случае ТПР3 адап-
тером служит TRIF (внутриклеточный адаптерный 
белок, содержащий TIR-домен, включающий интер-
ферон β), связанный с синтезом интерферона (ИФН) 
1-го типа. ТПР-регулируемым сигнальным путям 
активации генов цитокинов и ИФН посвящено мно-
жество публикаций [7–17]. Механизмы, связываю-
щие иммунные реакции и воспаление с развитием 
опухоли, изучены недостаточно. Известно, например, 
что протеогликан декорин (его растворимая форма), 
служащий эндогенным лигандом TПР2 и 4, стимулиру-
ет продукцию провоспалительных молекул, включая 
PDCD4 (белок программированной клеточной гибе-
ли 4) в макрофагах. Декорин также предотвращает 
трансляционную репрессию PDCD4 путем снижения 
активности трансформирующего фактора роста-β1 
и обилия онкогенного miR-21, трансля ционного ин-
гибитора PDCD4. Растворимая форма внеклеточно-
го матрикса декорина контролирует воспаление 
и рост опухоли через PDCD4 и miR-21 (микроР-
НК-21), а увеличение количества PDCD4 приводит 
к снижению высвобождения цитокина ИЛ-10, усили-
вая противовоспалительный профиль. Таким образом, 
декорин-сигналинг задерживает рост опухолевых 
ксенотрансплантатов [11].

Опухолевые эффекты ТПР
На протяжении первого десятилетия XXI века 

были выявлены факты экспрессии TПР в клетках 
злокачественных опухолей желудочно-кишечного 
тракта, репродуктивных органов, легкого, головы 

и шеи, головного мозга, меланомы [18–24]. Ингиби-
рование ТПР с помощью siРНК или в сочетании 
с классическими цитостатиками и / или иммунокор-
ректорами сопровождалось в ряде случаев ингибиро-
ванием роста и / или снижением уровня клеточной 
злокачественности [24]. Активация ТПР7, ТПР8 
специфическими агонистами приводила к промоции 
опухолевого роста, сопровождаемого повышенной 
экспрессией антиапоптотических белков [20]. В то же 
время воздействие ТПР3 на полиинозин-полицити-
диловую двуспиральную РНК запускало апоптоз 
в клетках рака молочной железы и меланомы [25]. 
Таким образом, можно заметить, что стимуляция ТПР 
приводит к неоднозначной ответной реакции опухо-
левых клеток в зависимости от типа ТПР.

Стимуляция иммунного ответа на опухолевые 
антигены вследствие снижения толерантности к ауто-
антигенам позволила отнести лиганды ТПР к вакцин-
ным адъювантам [26–29]. Стимулирующее дейст-
вие ТПР неизбирательно и может распространяться 
на опухолевый процесс. Исследования в этом направ-
лении показали, что на фоне двойственного харак-
тера активационного действия можно получить про-
моцию опухолевого роста [30–35]. В клинических 
условиях выявлено прогрессирование опухолевого 
процесса при хроническом лимфолейкозе и различ-
ных солидных новообразованиях [36–39].

Эффекты, вызываемые ТПР в клетках различных 
типов опухолей, суммированы в кратком обзоре 
2013 г. (табл. 1). На основании приведенных данных 
авторы предлагают обосновывать выбор терапевти-
ческих агонистов ТПР профилем вызываемых кле-
точных реакций и их функциональными последстви-
ями для данного типа рака [37].

Таким образом, онкологическую направленность 
ТПР определяют следующие эффекты: 1) арест кле-
точного цикла, подавление пролиферации, апоптоз, 
некроз; 2) подавление нейтрофильной инфильтра-
ции, проницаемости и воспаления легкого, увели-
чение ICAM I, ИФН1-го типа и NO. Такая коллабо-
рация обеспечивает контроль опухолевой прогрессии. 
На основании приведенных данных можно говорить 
о неоднозначности влияния активации ТПР на опу-
холи. Показана стимулирующая роль ТПР4 в опухо-
левой прогрессии за счет ускользания опухоли от им-
мунологического контроля, благодаря индукции 
иммуносупрессивных цитокинов и воспалительных 
реакций. Однако ТПР3 и ТПР5 на опухолевых клет-
ках проявляют апоптотические эффекты и подавля-
ют пролиферацию опухолей разных локализаций, 
поэтому можно говорить о возможностях использо-
вания их ингибиторных функций в онкотерапии.

В 2016 г. были проанализированы результаты кли-
нического изучения взаимодействия ТПР с различны-
ми лигандами с точки зрения влияния на опухолевый 

Строение ТПР (адаптировано из [5])

The structure of a TLR (adapted from [5])

N‑конец  / 
 N‑terminus

ДКК (лейцин‑богатые повторы)  / 
DCC (leucine‑rich repeats)

Внеклеточная среда / Extracellular medium

Внутриклеточная среда / Intracellular medium

NIR‑домен  / 
NIR domain

С‑конец / С‑terminus
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таблица 1. Эффекты, вызываемые ТПР в опухолевых клетках (адаптировано из [37])

Table 1. Effects caused by TLR in tumor cells (adapted from [37])

TПр 
TlR

локализация опухоли 
Tumor location

направленность опухолевого эффекта 
Tumor effect

Стимуляция 
Stimulation

ингибирование 
Inhibition

ТПР2 
TLR2

Рак желудка 
Gastric cancer

Воспаление, васкуляризация, метастазирова-
ние, ↑ ИЛ-8, COX-2, PGE2 

Inflammation, vascularization, metastasis, 
↑ Il-8, COX-2, PGE2

 – 

ТПР3 
TLR3

Гепатоцеллюлярная 
карцинома 
Hepatocellular carcinoma

Иммуносупрессия, ↑ ИЛ-6, NO 
Immunosuppression,↑ Il-6, NO

 – 

Рак молочной железы 
Breast cancer

Апоптоз, ИФН 1-го типа 
Apoptosis,↑ IFN type 1

Рак кишечника 
Colon cancer

Апоптоз 
Apoptosis

Рак шейки матки 
Cervical cancer

Апоптоз 
Apoptosis

Рак головы и шеи 
Head and neck cancer

Апоптоз, некроз,
IСАМ 1 

Apoptosis, necrosis, 
↑IСАМ 1

Гепатоцеллюлярная 
карцинома 
Hepatocellular carcinoma

Апоптоз 
Apoptosis

Меланома 
Melanoma

Подавление пролиферации, 
апоптоз 

Proliferation suppression, apoptosis

ТПР4 
TLR4

Миелома 
Myeloma

 – Апоптоз, ИФН 1-го типа 
Apoptosis, ↑ IFN type 1

Рак легкого 
Lung cancer

Пролиферация и выживание 
Proliferation and survival

Апоптоз 
Apoptosis

Рак предстательной 
железы 
Prostate cancer

Воспаление, апоптоз 
Inflammation, apoptosis

Рак молочной железы 
Breast cancer

Жизнеспособность, иммунное ускользание, 
↑VEGF, NO, ИЛ-6, ИЛ-12, MMPs 

Viability, immune escape, ↑VEGF,  
NO, Il-6, Il-12, MMPs

 – 

Рак кишечника 
Colon cancer

Воспаление, рост новообразования, иммунное 
ускользание, ↑B7–H2, B7–H2, Fas↓ 

Inflammation, tumor growth, immune escape, ↑B7–H2, 
B7–H2, Fas↓

 – 

Рак желудка 
Gastric cancer

Пролиферация 
Proliferation

 – 

Гепатоцеллюлярная 
карцинома 
Hepatocellular carcinoma

Канцерогенез 
Carcinogenesis

  – 

Рак легкого 
Lung cancer

Иммуносупрессия, иммунное ускользание, 
подавление апоптоза, ↑TGF-β, VEGF, ИЛ-8 

Immunosupression, immune escape, apoptosis 
suppresison, ↑TGF-β, VEGF, Il-8

Подавление проницаемости 
и воспаления легкого 

Suppression of lung permeability  
and pneumonia

Меланома 
Melanoma

Канцерогенез 
Carcinogenesis

  – 
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TПр 
TlR

локализация опухоли 
Tumor location

направленность опухолевого эффекта 
Tumor effect

Стимуляция 
Stimulation

ингибирование 
Inhibition

ТПР5 
TLR5

Рак молочной железы 
Breast cancer

 – 

Подавление пролиферации, 
нейтрофильной инфильтрации, 

некроз 
Suppression of proliferation and 
neutrophilic infiltration, necrosis

Рак головы и шеи 
Head and neck cancer

 – Подавление пролиферации, 
апоптоз 

Proliferation suppression, apoptosisРак кишечника 
Colon cancer

 – 

Рак желудка 
Gastric cancer

Пролиферация, ↑ИЛ-8,
ТНФ-α, ИЛ-8 

Proliferation, ↑Il-8, TNF-α, Il-8
 – 

ТПР7 / 8 
TLR7 / 8

Рак легкого 
Lung cancer

Пролиферация, выживаемость, лекарственная 
резистентность, ↑метастазирование, ИЛ-1, 

ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-12, ГМ–КСФ, VEGFR2, Bcl-2 
Proliferation, survival, drug resistance, ↑metastasis, Il-1, 

Il-6, Il-8, Il-12, GM–CSF, VEGFR2, Bcl-2

 – 

ТПР9 
TLR9

Рак молочной железы 
Breast cancer

Метастазирование, ↑MMP 
Metastasis, ↑MMP

 – 

Рак желудка 
Stomach cancer

Метастазироввание, ↑COX-2 
Metastasis, ↑COX-2

 – 

Глиоболастома 
Glioblastoma

Метастазирование 
Metastasis

Арест клеточного цикла, NO 
Cell cycle arrest, NO

Гепатоцеллюлярная 
карцинома 
Hepatocellular carcinoma

Пролиферация, выживаемость, 
лекарственная резистентность 
Proliferation, survival, drug resistance

Рак легкого 
Lung cancer

Пролиферация, выживаемость, ↑ИЛ-1, -6, -8 
Proliferation, survival,↑ Il-1, Il-6, Il-8

 – 

Нейробластома 
Neuroblastoma

 – 
Подавление пролиферации, 

апоптоз 
Proliferation suppression, apoptosis

Рак яичников 
Ovarian cancer

Метастазирование 
Metastasis

 – 

Рак предстательной 
железы 
Prostate cancer

Пролиферация, подавление апоптоза 
Proliferation, apoptosis supression

 – 

Примечание. ИЛ – интерлейкин; COX-2 – селективные ингибиторы циклооксигеназы; PGE2 – простагландин Е2; 
ИФН – интерферон; IСАМ 1 – антитела к CD54; MMPs – матриксные металлопротеиназы; VEGF – фактор роста 
эндотелия сосудов; NO – окись азота; TGF-β – трансформирующий фактор роста β; ГМ-КСФ – гранулоцитарно 
макрофагальный колониестимулирующий фактор. 
Note. IL – interleukin; COX-2 – selective cyclooxygenase inhibitors; PGE2 – prostaglandin Е2; IFN – interferon; IСАм 1 – antibodies to CD54; 
VEGF – vascular endothelial growth factor; NO – nitrogen oxide; TGF-β – transforming growth factor-β; ГМ-КСФ – Granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor.

Окончание таблицы 1

The end of the table 1

процесс (табл. 2) [40]. Показано, что стимуляция 
прогрессии новообразований регистрируется нечасто 
и при конкретных локализациях опухолей. Однако 
настораживает тот факт, что одни и те же эндогенные 

лиганды оказывают на разные опухоли противопо-
ложные эффекты.

Лиганд ТПР4 – липополисахарид в случае гепато-
целлюлярной карциномы и рака шейки матки является 
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стимулятором опухолевого процесса, тогда как 
при гепатобластоме, напротив, тормозит рост опухоли.

Флагеллин (H. pylori) – лиганд ТПР5 при раке 
желудка способствует опухолевой промоции, а при 
раке легкого и молочной железы выступает как опу-
холевый ингибитор.

МикроРНК – агонист ТПР7 / 8 играет стимули-
рующую роль при раке легкого, но другие агонисты 

этих рецепторов в клетках острого миелоидного лей-
коза – имиквимод и 852А – являются ингибиторами.

Активация ТПР1 / ТПР2 также приводила к ин-
дукции апоптоза через р38 МАРК-зависимый путь [15].

Было высказано предположение, что причиной 
такой двойственности эффектов бактериальных ТПР 
(липополисахарид – лиганд ТПР4, флагеллин – ли-
ганд ТПР5 и липопротеины – лиганды ТПР2) может 

Taблица 2. Различная роль лигандов ТПР  в опухолевой терапии (адаптировано из [40])

Table 2. Different role of TLR  ligands in tumor therapy (adapted from [40])

TПр 
TlR

лиганд тПр 
TlR ligand     

локализация опухоли 
Tumor location   

роль 
Role   

ТПР2 
TLR2

Нейтрофилактивирующий белок H. pylori 
(HP-NAP)  
Neutrophil-activating protein H. pylori (HP-NAP) 

Рак яичка 
Ovarian cancer

Ингибитор 
Inhibitor

ТПР3 
TLR3

Полиинозин-полицитидиловая 
 двуспиральная РНК (Poly (I : C) – dsRNA) 
Polyinosinic-polycytidylic double-stranded RNA 
(Poly (I : C) – dsRNA) 

Рак легкого 
Lung cancer Ингибитор 

InhibitorГепатоцеллюлярная карцинома 
Hepatocellular carcinoma

Полиаденил-полиуридиловая
двуспиральная РНК (Poly (A : U) – dsRNA) 
Polyadenylic-polycytidylic double-stranded RNA 
(Poly (A : U) – dsRNA) 

Рак желудка 
Gastric cancer

Ингибитор 
Inhibitor

Рак молочной железы 
Breast cancer

Ингибитор 
Inhibitor

Меланома 
Melanoma

Ингибитор 
Inhibitor

ТПР 2 / 4 
TLR 2 / 4

Coly-токсин 
Coly-toxin

B-клеточный гемобластоз 
B-cell hemoblastosis

Ингибитор 
Inhibitor

TПР4 
TLR4

Липополисахарид 
Lipopolysaccharide

Гепатоцеллюлярная карцинома 
Hepatocellular carcinoma Стимулятор 

StimulantРак шейки матки 
Cervical cancer

Гепатобластома 
Gepatoblastoma

Ингибитор 
Inhibitor

TПР5 
TLR5

Флагеллин (H. pylori) 
Flagellin (H. pylori)

Рак молочной железы  
Breast cancer

Ингибитор 
Inhibitor

Рак желудка 
Stomach cancer

Стимулятор 
Stimulant

CBLB502 из флагеллина 
Flagellin CBLB502

Рак легкого 
Lung cancer

Ингибитор 
Inhibitor

TПР7 / 8 
TLR7 / 8

Имиквимод 
Imiquimod

Рак кожи 
Skin cancer

Ингибитор 
Inhibitor

852A Гемобластозы 
Hematological malignances

Ингибитор 
Inhibitor

МикроРНК 
MicroRNA

Рак легкого 
Lung cancer

Стимулятор 
Stimulant

TПР9 
TLR9

CpG лигодезоксинуклеотид (ODN) 
CpG ligodeoxynucleotide (ODN) 

Немелкоклеточный рак легкого 
Non-small cell lung cancer

Ингибитор 
Inhibitor

Oнколитический вирус CpG 
Oncolytic CpG virus

Рак легкого 
Lung cancer

Ингибитор 
Inhibitor
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служить их загрязнение белками теплового шока с об-
разованием патогенассоциированных комплексов 
[41, 42]. Раскрытие механизмов двойственного харак-
тера действия ТПР на клетках опухолей разной ло-
кализации имеет ключевое значение для эффектив-
ного использования агонистов ТПР в терапии 
онкологических заболеваний.

Заключение
Сегодня можно подвести промежуточные итоги 

результатов модуляции активности ТПР в опухолях 
различной локализации и клеточного состава. 
Для окончательной оценки значимости ТПР в про-
тивоопухолевой терапии требуется получение допол-
нительной более однозначной информации на до-
клиническом этапе и в клинике. Краткий анализ 
данных литературы (публикации до 2018 г., сумми-
рованы в табл. 1 и 2), демонстрирует возможную связь 
ТПР3 и ТПР5 с противоопухолевыми эффектами. 
Напротив, активация ТПР4 чаще приводит к стиму-
ляции опухолевого процесса. Накопленная инфор-
мация об эффектах ТПР2 и ТПР9 в клетках и опухо-
лях имеет неоднозначный характер. Механизмы 
ТПР-сигнальных реакций в опухолевых клетках 
включают синтез цитокинов, факторов пролифера-
ции, апоптоза и клеточной дифференцировки, которые 
регулируются универсальным фактором транскрип-
ции NF-kappaB [38, 42, 43]. В ТПР-индуцируемых 
процессах активно участвуют макрофаги и дендрит-
ные клетки, реакции которых подвержены иммуно-
супрессии со стороны опухолевых факторов. Профи-
ли экспрессии TПР в опухолевых клетках 
различаются в зависимости от их происхождения 
и локализации. Поэтому для изучения эффектов аго-
нистов ТПР важен выбор адекватной клеточной мо-
дели, которая позволит с большей вероятностью пе-
реносить результаты экспериментального изучения 
агонистов ТПР в клинику. Разнонаправленные эф-
фекты одного вида ТПР заставляют внимательно 
относиться к оценке его терапевтической значимости. 

Обязательно надо учитывать прогноз соотношения 
риска и пользы и выбирать чувствительную опухоле-
вую модель при доклиническом изучении [44, 45]. 
Появившиеся за последние 2 года публикации [46–48] 
свидетельствуют об активном поиске таких моделей 
с углубленным анализом Т-клеточных реакций. 
В разных исследованиях подтверждается неоднознач-
ная роль активации ТПР4 на иммунокомпетентных 
и опухолевых клетках [11, 12, 45, 49]. Модуляция 
TПР4 растительным пептидогликаном иммуномак-
сом подавляет прогрессирование метастатического 
рака молочной железы. Дальнейшего изучения тре-
бует описанное подавление метастатической актив-
ности активированных липополисахаридом опухо-
левых клеток антагонистом ТПР2 / 4, действующим 
через p38 и ERK1 / 2 сигнальный путь [50–52]. Сле-
дует иметь в виду, что между разными видами ТПР 
возможны перекрестные взаимодействия, что может 
приводить к неожиданным эффектам.

Существует ряд нерешенных проблем с путями 
введения агонистов и антагонистов ТПР в организм. 
Так, агонист ТПР4, введенный интратуморально, 
индуцирует антиопухолевые иммунные ответы и вы-
зывает опухолевую регресссию, но такой способ 
 введения не всегда приемлем. Стимуляция гемато-
генного метастазирования при увеличении внутрио-
пухолевого давления продемонстрирована на мела-
номе В16 / F10 с гиперэкспрессией Т-катгерина 
и характерной васкулогенной мимикрией [49].

Мы поддерживаем сложившееся мнение [52, 53] 
о значимой роли ТПР в иммунологическом контро-
ле онкологического заболевания и процессов клеточ-
ной регуляции (пролиферации, апоптоза, аутофагии 
и системы интерферона). Все это свидетельствует 
об обоснованном интересе к изучению терапевтиче-
ских возможностей ТПР в онкологии. При этом двой-
ственный и неоднозначный характер функций ТПР 
на опухолях различного происхождения диктует не-
обходимость продолжения всестороннего экспери-
ментального доклинического изучения.
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выявление иммУноГенныХ мУтантныХ 
неоантиГенов в Геноме меланомы мыШей
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Контакты: Мария Анатольевна Барышникова ma_ba@mail.ru

Введение. Одним из перспективных подходов к иммунотерапии рака является создание персонализированных противоопухо-
левых вакцин, направленных на усиление распознавания иммунной системой мутантных опухолевых неоантигенов.
Цель исследования – разработка биоинформатического подхода для анализа данных NGS-секвенирования образцов меланомы 
и нормальной ткани и предсказания пептидов, способных вызывать иммунный ответ на модели мышиной меланомы B16F10.
Материалы и методы. Секвенировали экзом и транскриптом опухолевой ткани меланомы B16F10 и нормальной ткани мышей 
линии С57Bl/6. Процедура секвенирования библиотек была произведена на платформе Illumina HiSeq 2500, анализ качества всех 
полученных библиотек был выполнен с помощью программ FastQC и MultiQC. Полученные файлы были использованы для дальней-
шего биоинформатического анализа. Для поиска мутаций в образцах опухоли использовали программы GATK MuTect2 и Strelka.
Результаты. В образцах материала, полученного от нескольких мышей, проведен поиск соматических мутаций, присут-
ствующих только в опухолях и отсутствующих в нормальной ткани, показано, что мутации в разных образцах опухоли 
значительно перекрываются, но не идентичны. Предсказание коротких пептидов, аффинных к главному комплексу гисто-
совместимости (МНС) мыши H-2, было проведено с использованием модели netMHCpan (версия 3.0), использующей глубокие 
искусственные нейронные сети. Для предсказания коротких пептидов, способных вызвать иммунный ответ, использовались 
мутации типа миссенс и фреймшифт. Для подтверждения, что мутированные аллели экспрессируются в опухоли, исполь-
зовали транскриптомные данные. С помощью пайплайна Vaxrank были предсказаны иммуногенные пептиды длиной 25–27 аа, 
представлены параметры их синтезируемости и растворимости.
Выводы. Разработан биоинформатический подход для предсказания пептидов, способных вызывать иммунный ответ на мо-
дели мышиной меланомы B16F10.

Ключевые слова: биоинформатический анализ, неоантиген, противоопухолевая вакцина, меланома
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Introduction. One of the promising approaches to cancer immunotherapy is the generation of personal antitumor vaccines that provides 
immune system recognition of mutant tumor neoantigenes.
The aim of this study was to develop bioinformatic approaches for melanoma NGS-sequencing data analysis. On the basis of data obtained, 
to predict the peptides capable of inducing an immune response against B16F10 mouse melanoma.
Materials and methods. Exom and transcriptom of B16 / F10 melanoma tumor tissue and normal tissue of C57  BL / 6 mice were sequenced. 
Library sequencing procedure was performed on Illumina HiSeq 2500 platform, quality analysis of all obtained libraries was performed 
using FastQC and MultiQC. The obtained files were used for further bioinformatics analysis. The GATK MuTect2 and Strelka were used 
for searching the mutations in tumor samples.
Results. Identification of somatic mutations specific for tumor was based on the analysis of few mice tumors. Here we show that mutations 
in different tumor samples significantly overlap, but are not identical. Prediction of short peptides affinity to the mouse main histocom-
patibility complex (MHC) H2 was performed using netMHCpan version 3.0. Mutations such as missense and frameshift were used to 
predict short peptides that could trigger an immune response. Transcriptome data confirm that mutated alleles are expressed in tumors. 
Vaxrank pipeline predicted immunogenic peptides with a length of 25–27. We also present the synthesis and solubility of these peptides.
Conclusion. A bioinformatic approach has been developed to predict peptides capable of increasing immune response of mouse melanoma 
B16 / F10.

Key words: bioinformatic analysis, neoantigen, antitumor vaccine, melanoma
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Введение
Одним из быстро развивающихся подходов к ле-

чению меланомы является иммунотерапия, к которой 
относится противоопухолевая вакцинотерапия. Ис-
следования последних лет показали, что опухолевые 
клетки имеют опухоль-специфические неоантигены, 
образующиеся как результат соматических мутаций, 
которые могут служить мишенью для клеток иммун-
ной системы [1]. Такие неоантигены обладают высокой 
иммуногенностью, поскольку они экспрессируются 
только в опухолевых клетках и не экспрессируются 
в нормальных [2]. Благодаря развитию методов се-
квенирования нового поколения и биоинформати-
ческого анализа появилась возможность создания 
персонализированных противоопухолевых вакцин, 
направленных на усиление распознавания клетками 
иммунной системы мутантных опухолевых неоанти-
генов [3, 4].

Такие противоопухолевые вакцины представляют 
собой химически синтезированные неоантигенные 
пептиды, отобранные в результате биоинформатиче-
ского прогнозирования высокоаффинного связыва-
ния мутантных неоантигенов с аутологичными мо-
лекулами главного комплекса гистосовместимости 
(MHC), вызывающие активацию иммунного ответа [5].

Цель исследования – разработка биоинформати-
ческого подхода для анализа данных секвенирования 
нового поколения (NGS) образцов меланомы и нор-
мальной ткани и предсказания пептидов, способных 
вызывать иммунный ответ на модели мышиной ме-
ланомы B16F10.

Обзор методов прогнозирования возможности 
связывания пептидов с MHC показал, что большая 
часть существующих подходов решает задачу пред-
сказания аффинности пептидов только к HLA-ком-
плексу людей. В целом можно выделить 3 группы мето-
дов. К 1-й группе относятся SYFPEITHI и ProPred [6], 
основанные на статистическом анализе профилей 
выровненных последовательностей. Ко 2-й группе – 
методы, использующие скоринговые матрицы, в част-
ности PSSM и RANKPEP [7]. RANKPEP реализует 
такой подход для человеческих и мышиных MHC, 
достигая точности порядка 80 %. К 3-й группе отно-
сятся методы машинного обучения. Наиболее совер-
шенным и популярным из них является netMHCpan, 
использующий глубокие искусственные нейронные 
сети и обладающий высокой специфичностью и чув-
ствительностью [8]. По этой причине именно этот 
метод был выбран в нашей работе для поиска пепти-
дов, обладающих высокой аффинностью к MHC.

В основе метода лежит нейронная сеть с двумя 
полносвязными слоями, обученная на данных об аф-
финности более чем 180 тыс. пептидов к 172 молеку-
лам MHC различных организмов (в частности, чело-
века, нескольких приматов, свиней, крупного 

рогатого скота и мышей). Таким образом, netMHCpan 
позиционируется как инструмент широкого спектра 
применения [9, 10]. Тем не менее многократное 
 преобладание человеческих данных над мышиными 
в обучающей выборке может негативно отразиться 
на производительности метода при предсказании 
связывания пептидов с H2-комплексом. Это обсто-
ятельство усугубляется тем, что MHC разных видов 
связываются с пептидами разной длины. Поскольку 
из всех версий netMHCpan только версия 3.0 напря-
мую моделирует длину пептида и сопровождается 
детальным анализом качества предсказания аффин-
ности пептидов разной длины к H2-комплексу мы-
шей, мы решили использовать именно эту версию, 
несмотря на то что последней на сегодняшний день 
является версия 4.0.

Материалы и методы
В работе использовали мышей самок линии 

С57Bl/6 с подкожно перевитой меланомой В16F10, 
полученной из банка клеточных культур НИИ экс-
периментальной диагностики и терапии опухолей 
Национального медицинского исследовательского 
центра онкологии им. Н. Н. Блохина. Для выделения 
ДНК и РНК у мышей удаляли опухоли, а в качестве 
образцов нормальной ткани использовали селезенки.

Выделение ДНК проводили с помощью набора 
DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen) по модифициро-
ванному протоколу производителя, контроль качества 
полученной ДНК осуществляли с помощью электро-
фореза в агарозном геле. Выделение РНК проводили 
с помощью реагента ExtractRNA (Евроген), контроль 
качества полученной РНК был выполнен с помощью 
капиллярного электрофореза на приборе Bioanaly-
zer 2100 (Agilent). Все полученные образцы ДНК 
и РНК были признаны пригодными для дальнейшей 
пробоподготовки. Подготовку библиотек и обогаще-
ние проводили с использованием набора SureSelect 
XT Mouse All Exon Kit (Agilent) согласно протоколу 
производителя. Контроль качества полученных би-
блиотек фрагментов ДНК осуществляли на приборе 
LabChip GX Touch 24 по протоколу производителя. 
Процедуру секвенирования 10 библиотек проводили 
на платформе Illumina HiSeq 2500 с глубиной покры-
тия экзома не менее ×100.

Из тотальной РНК синтезировали кДНК с ис-
пользованием набора Mint-2 (Евроген) согласно про-
токолу производителя. Из полученной кДНК были 
приготовлены библиотеки с набором Qiaseq FX DNA 
Library kit (Qiagen) согласно протоколу производите-
ля и проведен контроль качества полученных библио-
тек фрагментов кДНК на приборе Bioanalyzer 2100 
(Agilent). Процедура секвенирования библиотек бы-
ла проведена на платформе Illumina HiSeq 2500, 
100PE c получением не менее 30 млн ридов на каждый 
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образец. Полученные FASTQ-файлы были исполь-
зованы для дальнейшего биоинформатического ана-
лиза. Анализ качества всех полученных библиотек был 
выполнен с помощью программ FastQC и MultiQC.

Для поиска мутаций в образцах опухоли исполь-
зовали две различные программы – GATK MuTect2 
и Strelka. Для дальнейшей работы были использова-
ны только мутации, предсказанные обеими програм-
мами.

Предсказание коротких пептидов, аффинных 
к МНС H-2 мыши, было проведено с применением 
модели netMHCpan, использующей глубокие искус-
ственные нейронные сети. Алгоритм netMHCpan 
обладает высокой специфичностью и чувствитель-
ностью (площадь под ROC кривой = 0,96), что под-
тверждается валидацией на экспериментальных дан-
ных [9].

На вход netNHCpan требует последовательности 
пептидов и аллель MHC. Интерфейс позволяет регу-
лировать версию netMHCpan, длину последователь-
ности, задавать множественные последовательности 
MHC, длину пептида и способ предсказания. Для на-
ших целей использовались длины пептида 25 и 27. 
Важно отметить, что особенностью MHC-генов ла-
бораторных чистых линий мышей является то, что на-
бор аллелей и гаплотип для них предопределены, 
и поэтому (в отличие от человеческих HLA-генов) 
не требуют предварительного гаплотипирования. Ге-
ны H2-K и H2-D чистой линии С57BL / 6 имеют га-
плотип b – H2-Kb и H2-Db.

В работе был использован программный ком-
плекс Vaxrank [11], который инкапсулирует предоб-
работку данных и вызовы netMHCpan.

В пайплайне Vaxrank длина желаемого пептида 
передается как внешний параметр. Тем не менее в вы-
воде присутствуют пептиды длины меньше заданной, 
что указывает на то, что предсказать пептид желаемой 
длины удается не всегда. Основываясь на рекомен-
дациях, предложенных в работах J. C. Castle, S. Kreiter 
и соавт. и A. Rubinsteyn, J. Kodysh и соавт., было ре-
шено использовать длины 25–27 аа [3, 12]. Дополни-
тельно пайплайном производили расчет синтезиру-
емости всех предложенных пептидов по нескольким 
параметрам и для каждого пептида приводили фи-
нальный рейтинг, по которому выполняется ранжи-
рование пептидов.

Параметры синтезируемости, обрабатываемые 
в пайплайне Vaxrank:

• мера гидрофобности 7-мера на конце;
• максимальная мера гидрофобности по всем 7-мерам;
• число пролинов в С-конце;
• число цистеинов в С-конце;
• число аспарагинов в N-конце;
• число глутаминов, глутаминовых кислот и цисте-

инов в N-конце;

• число аспарагинпролиновых связей;
• общее число цистеинов в пептиде.

GRAVY-Score – мера гидрофобности боковых це-
пей пептида, образованная как сумма индексов ги-
дрофобности каждого из остатков. Самые гидрофоб-
ные имеют самые большие значения (изолейцин (4,5) 
и валин (4,2)), а самые гидрофильные – самые отри-
цательные (аргинин (–4,5) и лизин (–3,9)) [13].

Дополнительно с помощью сервера, описанного 
в работе М. Hebditch и соавт. и доступного по ссылке: 
https://www.protein-sol.manchester.ac.uk / , была про-
ведена оценка растворимости пептидов [14].

Соответствующие мутации были подтверждены 
методом прямого секвенирования по Сэнгеру.

Результаты и обсуждение
Для исследования экзома и транскриптома нор-

мальной ткани и опухоли у 6 мышей C57Bl / 6 удали-
ли селезенки и заранее подкожно перевитые опухоли 
меланомы B16F10. После секвенирования был про-
веден контроль качества полученных экзомных 
и транскриптомных библиотек, показавших, что дан-
ные секвенирования подходят для биоинформати-
ческого анализа.

Детекция соматических точечных мутаций явля-
ется ключевым шагом в характеристике генома опу-
холи. Для поиска мутаций в образцах опухоли исполь-
зовали 2 различные программы: Strelka и MuTect2.

Strelka представляет собой программу для детек-
ции соматических вариантов и инделей на основе 
сравнения выровненных секвенированных прочтений 
парных образцов рака и нормы. Strelka основана 
на Байесовском подходе, где частоты аллелей в об-
разце рака и нормы рассматриваются как непрерыв-
ные значения, при этом образцы нормы представле-
ны как смесь мутаций в половых клетках и шума, 
а образцы рака представляют собой смесь нормаль-
ного образца с раковыми клетками, содержащими 
соматические мутации. Более высокая точность ал-
горитма Strelka достигается за счет поиска инделей 
и перевыравнивания прочтений в контексте обоих 
образцов. Эта модель структурирована для учета лю-
бого уровня вариации частоты аллелей в образце опу-
холи без необходимости оценки чистоты образца [15].

В MuTect2 [16] для образцов рака оцениваются 
и сравниваются 2 модели: модель дикого типа M0, 
которая подразумевает, что все риды, не совпадающие 
с референсом, являются техническим артефактом, 
и мутационная модель Mf, подразумевающая, что ал-
лельный вариант представлен с некоторой неизвест-
ной частотой f. Логарифм отношения правдоподобия 
(LOD score) вычисляется для выбора более подходя-
щей модели. В потенциальных сайтах мутаций (точки 
с высоким LOD score) модель M0 сравнивается с ге-
терозиготной моделью M0.5. Если М0 оказывается 
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предпочтительнее, чем М0.5, вариант считается со-
матической мутацией.

В работе M. Löwer и соавт. было показано, что 
в меланоме B16F10 тремя различными алгоритмами 
поиска соматических мутаций (GATK, SAMtools and 
SomaticSniper) было обнаружено 5338, 8672 и 8220 
соответственно мутаций в экзонах [17]. Далее была 
проведена процедура фильтрации мутаций, в ходе 
которой были оставлены только точечные замены, 
встречающиеся во всех образцах меланомы и не встре-
чающиеся во всех образцах нормы, при этом соот-
ветствующие участки в образцах нормы секвениро-
ваны с высоким качеством. После такой обработки 
было отобрано 4078 мутаций. При этом всеми тремя 
алгоритмами одновременно было найдено 33 % му-
таций (1335 из 4078). Интересно, что в другой статье 
тех же авторов при анализе 2 реплик меланомы B16F10 
тремя различными алгоритмами поиска соматических 
мутаций (GATK, SAMtools and Somatic Sniper) было 
выявлено 908 соматических мутаций [18]. По-види-
мому, такие различия объясняются быстрым нако-
плением новых мутаций в опухоли или высокой ге-
терогенностью опухолевой ткани.

Нами был проведен поиск соматических мутаций, 
которые присутствуют только в образцах опухолей 
и не найдены в образцах нормальной ткани, при этом 
гены, несущие данные мутации, экспрессируются в об-
разцах опухоли. В образце 1 было найдено 1983 мутации, 
в образце 2 – 1935 мутаций, в образце 3 – 2030 мутаций.

Сравнение найденных мутаций из различных об-
разцов экзомов показало, что список мутаций, полу-
ченных при анализе различных образцов меланомы 
B16F10, значительно перекрывается, но не иденти-
чен, как видно из табл. 1.

Предсказание коротких неоантигенных пептидов, 
аффинных к МНС H-2 мыши, было проведено с ис-
пользованием модели netMHCpan. Для предсказания 
коротких пептидов использовали мутации типа мис-
сенс и фреймшифт. Транскриптомные данные ис-
пользовали для подтверждения, что мутированные 
аллели экспрессируются в опухоли. С помощью пай-
плайна Vaxrank были предсказаны пептиды длиной 
25–27 аа, которые впоследствии были проранжиро-

ваны по внутренней метрике. Предсказание выпол-
нялось отдельно для каждого из экспериментальных 
образцов, а затем полученные наборы пептидов были 
объединены. Из всего получившегося набора пепти-
дов для последующего исследования были выделены 
пептиды, обладающие максимальным значением 
рейтинга (табл. 2). Для них представлены параметры 
синтезируемости, оцененные Vaxrank, и растворимо-
сти, оцененные с помощью сервера, описанного в ра-
боте М. Hebditch и соавт. [14].

В качестве положительного контроля выбраны 
пептиды, описанные в исследованиях J. C. Castle, 
S. Kreiter и соавт. [3, 19]. В этих работах мышей им-
мунизировали подкожно пептидами с адъювантом 
Poly (I : C), в результате показано, что наибольшую 
противоопухолевую активность проявили пептиды, 
содержащие мутации Tubb3 (G402A) и Kif18b 
(K739N). При иммунизации группы мышей пепти-
дом, содержащим мутацию K739N в Kif18b, наблю-
далась выживаемость 40 % мышей, в то время как 
в контрольной группе все мыши погибли в течение 
44 дней.

Среди наших пептидов, выбранных для проверки, 
есть пептид, содержащий мутацию в гене Pbk. Он 
почти полностью совпадает с пептидом из работы 
S. Kreiter и соавт., кроме того, что не содержит 2 остат-
ков (DS) на N-конце и, наоборот, содержит 2 остатка 
EK на C-конце. Из 21 пептида, исследованного в ра-
боте S. Kreiter, в наш список попали 8. Последова-
тельности пептидов, выбранные в результате нашего 
исследования, отличаются 1–2 концевыми остатка-
ми, в 2 случаях – 4–5 остатками.

Полученные последовательности пептидов были 
переданы на многопоточный синтез и очистку.

Заключение
В результате проведенной работы нами был раз-

работан биоинформатический подход для предска-
зания пептидов, способных вызывать иммунный 
ответ на модели мышиной меланомы B16F10. Данные 
пептиды в дальнейшем будут использованы для соз-
дания пептидной неоантигенной вакцины против 
меланомы мыши B16F10.

таблица 1. Количество общих и уникальных мутаций, найденных при сравнении образцов экзомов

Table 1. Common and unique mutations found when comparing exome samples

Сравниваемая пара 
образцов 

Compared samples

мутации, уникальные 
для 1-го образца 

unique mutations for the 1-st sample

мутации, уникальные 
для 2-го образца 

unique mutations for the 2-d sample

мутации, общие 
для 2 образцов 

Common mutations for 2 samples

1 2 510 462 1473

1 3 454 501 1529

2 3 435 530 1500
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таблица 2. Перечень отобранных пептидов, а также пептидов, которые могут быть использованы в качестве положительного контроля

Table 2. Selected peptides, as well as those that can be used as a positive control

Ген 
Gene

Замена 
Substitution

Последовательность 
Sequence

рейтинг 
Score 

Ctsd p. G403S DVFIGSYYTVFDRDNNRV_S_FANAVVL* 105,82

Sdcbp p. I219M SSGHVGFIFKSGK_M_TSIVKDSSAARNG 49,72

Dennd5a p. D1250A PITAHMYE_A_VALIKDHTLVNSLIRVLQ 13,86

Gm4951 p. D267Y FMFSLPNIT_Y_SVIEKKRNFLRWKTWLE 12,98

Herc2 p. C4450F GGLAGPDGTKSVFGQM_F_AKMSSFSPDS 9,98

Enpp2 p. P755Q PEAKYDAFLVTNMV_Q_MYPAFKRVWTYF 8,09

Arpc1b p. S117F WAPNENKFAVGSG_F_RVISICYFEQEND 6,57

Olfr776 p. D178A CALNIIDHFSC_A_YFPILQLSCSDTRLL 6,05

Aqp4 p. L202W GFSVAIGH_W_FAINYTGASMNPARSFGP 5,28

Klhl28 p. P110A GTVFISQDTVESLL_A_AANLLQIKLVLK 5,23

Ampd2 p. Q666H LSENISHGLLLRKAPVL_H_YLYYLAQIG 5,19

B3galt6 p. R228L LVHYLRLS_L_EYLRAWHSEDVSLGTWLA 5,15

Pcmtd1 p. P222L LAVSFAPLVQ_L_SKNDNGTPDSVGLPPC 4,88

Smc4 p. D767N SGGGSKVMRGRMGSSVI_N_EISVEEVNK 4,47

2210408I21Rik p. D13A DALQEYSHNSF_A_LQCLLNSFPGDLEFK 4,44

Lins1 p. K154T MRMLQNSD_T_LLSHMAAKCLASLLYFQL 3,89

Pole p. L1847F TLHNMMKK_F_FLQLIAEFKRLGSSVVYA 3,58

Olfr706 p. I174F TVYTMYFPFCMSQE_F_RHLLCEILPLLK 3,55

Atp6v1h p. K147T VHMAARIIA_T_LAAWGKELMEGSDLNYY 3,44

Nsun2 p. K138M AWHTNLSRKILR_M_SPLLAKFHQFLVSE 3,32

Pbk p. V145D GSPFPAAVILR_D_ALHMARGLKYLHQEK 3,09

Pbk p. V145D GSPFPAAVILR_D_ALHMARGLKYLHQEK 3,09

Nckipsd p. K492N MQTDTQDHQ_N_LCYSALVLAMVFSMGEA 2,86

Hpdl p. P144A AGYRGSFL_A_GFRPLPCTPGPGWVSHVD 2,81

Прототипом нашей работы послужили иссле-
дования J. C. Castle, A. Rubinsteyn, J. Kodysh, 
S. Kreiter и соавт. В работе J. C. Castle и соавт. было 
найдено 962 гена, содержащих мутации, ассоци-
ированные с меланомой В16F10, из которых авторы 
отобрали 50 для верификации [3]. Из отобранных 
нами мутаций 14 пересекаются с 50 эксперимен-
тально изученными и 49 – с исходным списком 
из 962 генов. Сравнение на уровне последователь-
ностей отобранных пептидов проводить нецелесо-
образно, поскольку в работе J. C. Castle и соавт. 
пептиды были сконструированы как 27-аминокис-
лотные последовательности с центром в точке му-
тации, а в нашей работе выбор последовательности, 

которая содержит мутацию и при этом имеет наи-
большее сродство к комплексу MHC-I, осущест-
влялся с помощью программы NetMHCpan как шаг 
пайплайна Vaxrank.

Таким образом, несмотря на значительные раз-
личия в программах и подходах для поиска мутаций, 
в нашей работе и в исследовании J. C. Castle и соавт., 
где данные образцы были проанализированы впервые, 
полученные результаты пересекаются в 70 % (49 из 67) 
случаев с ранее полученными данными, что позво-
ляет говорить о применимости предложенного под-
хода не только для поиска мутаций в образцах мы-
шиной меланомы, но и для поиска иммуногенных 
мутаций меланомы человека.
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Ген 
Gene

Замена 
Substitution

Последовательность 
Sequence

рейтинг 
Score 

Vps52 p. H448R YDAIAVFLCI_R_IVLRFRNIAAKRDVPA 2,62

Poll p. H509N ALLYFTGSA_N_FNRSMRALAKTKGMSLS 2,51

Orc2 p. F278V RVDQKTLHNLLRK_V_VPSFSAEIERLNQ 2,51

3110043O21Rik p. Q297H VQGLLKDATGSFVLPFR_H_VMYAPYPTT 2,39

Apbb1 p. C654Y ASLSEAVQAA_Y_MLRYQKCLDARSQTST 2,19

Arsj p. R509M FNITADPYERVDLSS_M_YPGIVKKLLRR 2,17

Krt75 p. G56A GRISGIGS_A_FGSRSLYNLGGTRRVSIG 2,09

Mrm2 p. R134T TFLCPADVTDP_T_TFQKILELLPSRRAD 1,87

2810474O19Rik p. N687T SYNSQIAEIF_T_SVQTEPQKPSPNQVID 1,73

Arfgef2 p. E538V VVDIYVNYDCDLNAANIF_V_RLVNDL 1,72

Gm7298 p. C48R YTETPEKI_R_LHLYHLNETVTITASLVS 1,45

Angel2 p. D166N RNVDSTCEDREDKF_N_FSVMSYNILSQD 1,40

St6galnac3 p. D30E LLLAMRLVN_E_ATFPLLLNCFGQPKTKW 1,34

Cd55 p. D254A SDSYTYSQVVTYSC_A_KGFILVGNASIY 1,31

Wipi2 p. T304A PSQVTEMFNQGRAFA_A_VRLPFCGHKNI 1,30

Adgrv1 p. Y5165F KITTIP_F_TTEVFAPVTETVTVSAIP 1,17

Taar9 p. C190W NEEGIEELVVALTCVGG_W_QAPLNQNWV 1,14

Положительный контроль 
Positive control

Tnpo3 p. G504A VDRNPQFLDPVL_A_YLMKGLCEKPLASA 4,16

Actn4 p. F855V SGLVTFQAFID_V_MSRETTDTDTADQVI 6,59

Tm9sf3 p. Y382H PAMVCGTAFFINFIAIY_H_HASRAIPFG 2,11

Ppp1r7 p. L170P RNIEGIDKLTQLKK_P_FLVNNKINKIEN 0,00

Mthfd1l p. F294V WIPSGTTILNCFHD_V_LSGKLSGGSPGV 0,42

Tubb3 p. G402A FRRKAFLHWYTGE_A_MDEMEFTEAESNM 0,00

Sema3b p. L663V LRRLVLHV_V_SAAQAERLARAEEAAAPA 0,00

Kif18b p. K739N PSKPSFQEFVDWE_N_VSPELNSTDQPFL NA**

Obsl1 p. T1764M REGVELCPGNKYEMRRHGTTHSLVIHD NA

Sema3b L663V GFSQPLRRLVLHVVSAAQAERLARAEE NA

Tm9sf3 Y382H CGTAFFINFIAIYHHASRAIPFGTMVA NA

*«_» – несинонимичная замена аминокислоты; **NA – пептид не был предсказан при нашем анализе. 
*«_» – nonsynonymous substitution of the amino acid; **NA – the peptide was not predicted in our analysis.

Окончание табл. 2

The end of the table 2 
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ПоиСк ПротивооПУХолевыХ СредСтв  
Среди новыХ УГлеводныХ ПроиЗводныХ мочевин

Б. к. Эрназарова1, а. З. джуманазарова2, а. е. Бармашов3, Г. н. апрышко3

1Жалал-Абадский государственный университет; Кыргызская Республика, 715600 Жалал-Абад, ул. Ленина, 57; 
2Институт химии и фитотехнологий НАН КР; Кыргызская Республика, 720071 Бишкек, проспект Чуй, 267; 

3ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24

Контакты: Бактыгуль Кочкорбаевна Эрназарова nauca_07@mail.ru

Введение. В последние годы создание и использование препаратов для таргетной противоопухолевой терапии, улучшивших 
качество жизни и выживаемость онкологических пациентов, стало переломным событием в развитии онкологии. Известно, 
что производные мочевины входят в класс препаратов, обладающих антиангиогенными свойствами. Присоединение же 
углеводного остатка к производным мочевины способствует улучшению растворимости, адресной доставки лекарств в ор-
ганизме (таргетности), устранению побочных эффектов. С целью поиска новых соединений с антиангиогенными свойства-
ми нами синтезирован ряд соединений, часть из которых – ранее неизвестные производные мочевины.
Цель исследования – синтез производных мочевины на основе переамидирования нитрозокарбамидов сахаров, а также оцен-
ка методами in silico и in vitro возможности создания новых противоопухолевых лекарств на основе новых гликозидных про-
изводных мочевин.
Материалы и методы. Доэкспериментальное прогнозирование биологической активности проводили с помощью компьютер-
ной системы PASS. Цитотоксическую активность определяли методом МТТ. Для постановки MTT-теста клетки раска-
пывали в 198 мкл полной среды RPMI-1640 в 96-луночные планшеты. Через сутки в каждую лунку добавляли исследуемые 
соединения в концентрации 100 мкМ. Через 72 ч в каждую лунку вносили по 20 мкл раствора МТТ. Интенсивность окраши-
вания среды измеряли на фотометрическом анализаторе иммуноферментных реакций Multiskan EX при λ = 540 нм.
Результаты. Для 5 виртуальных соединений из ряда исследованных предсказаны высокая вероятность противоопухолевой 
активности и низкая вероятность цитотоксической активности in silico. Синтезированы соединения:  N-(β-D-галакто- 
пиранозилкарбомоил-1)-2-изоникотин-семикарбазид, 1-[(N-β-D-галактопиранозил)карбомоил]-3,5-диметилпиразол, 
N-(β-D-галактопиранозилкарбомоил)-п-бромфенилмочевина, N-(β-D-галактопиранозил)-п-хлорфенилмочевина, N-(β-D-глю-
копиранозил)-п-хлорфенилмочевина. Соединения не проявляли цитотоксическую активность in vitro.
Выводы. Для исследованных соединений виртуально спрогнозированы низкая вероятность проявления цитостатической 
активности (что подтверждено экспериментально) и высокая вероятность проявления противоопухолевой активности.

Ключевые слова: противоопухолевое соединение, цитотоксический тест, производное мочевин
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SEaRCh FoR NEw aNTICaNCER dRuGS aMoNG NEw CaRBohydRaTE dERIVaTIVES uREa

B. K. Ernazarova1, A. Z. Dzhumanazarova2, A. E. Barmashov3, G. N. Apryshko3

1Jalal-Abad State University; 57 Lenin St., Jalal-Abad 715600, Kyrgyz Republic; 
2Institute of Chemistry and Phytotechnology of the NAS KR; 267 Chui Prospekt, Bishkek 720071, Kyrgyz Republic; 

3N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of Russia;  
24 Kashyrskoe Sh., Moscow 115478, Russia

Introduction. In recent years, the creation and use of drugs for antitumor therapy, which have improved the quality of life and survival 
of cancer patients, has become a crucial event in the development of oncology. It is known that urea derivatives are included in the class 
of drugs with anti-angiogenic properties. The addition of a carbohydrate residue to urea derivatives helps to improve the solu bility, tar-
geted drug delivery in the body (targeting), and the elimination of side effects. In order to search for new compounds with anti- angiogenic 
properties, we have synthesized a number of compounds, some of which are previously unknown urea derivatives.
Purpose of the study – synthesis of urea derivatives based on sugary nitrosocarbamidetransamidation. To evaluate using in silico and 
in vitro methods, there is the ability to create new anticancer drugs based on new glycosidic urea derivatives.
Materials and methods. Pre-experimental prediction of biological activity was performed using a computer system PASS.
Cytotoxic activity was determined by the MTT method. For the MTT assay, cells were dropped into 198 μl of RPMI-1640 complete 
medium in 96-well plates. After one day, the test compounds were added to each well in concentration 100 μmol. After 72 hours, 20 μl 
of MTT solution was added to each well. The intensity of the medium staining was measured on a Multiskan EX photometric immuno-
assay analyzer at λ = 540 nm.
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Results. From the number of virtual compounds studied, for 5 compounds a high probability of antineoplastic activity and a low proba-
bility of cytotoxic activity in silico are predicted. Compounds were synthesized: N-(β-D-galactopyranosylcarbamoyl-1)- 2-isonico -  
tin-semicarbazide, 1-[(N-β-D-galactopyranosyl)-carbamoyl]-3,5-dimethylpyrazole, N-(β-D-galactopyranosylcarbamoyl)-p-bromo- 
phenylurea, N-(β-D-galactopyranosyl)-p-chlorophenylurea, N-(β-D-glucopyranosyl)-p-chlorophenylurea. The compounds did not show 
cytotoxic activity in vitro.
Conclusion. For the studied compounds, a low probability of cytostatic activity manifestation (as confirmed experimentally) and a high 
probability of antitumor activity manifestation are virtually predicted.

Key words: anticancer drug, cytotoxic assay, derivatives urea

Введение
В последние годы создание и использование пре-

паратов для таргетной противо опухолевой терапии, 
улучшивших качество жизни и выживаемость онко-
логических пациентов, стало переломным событием 
в развитии онкологии.

Рост всех солидных опухолей зависит от ангио-
генеза. В опухолевых тканях, особенно в тканях зло-
качественных опухолей, ангиогенез протекает посто-
янно и очень интенсивно [1, 2]. Это является одной 
из причин быстрого роста злокачественных опухолей, 
поскольку они активно снабжаются кровью и полу-
чают значительное количество питательных веществ. 
Кроме того, усиленный ангиогенез в опухоли явля-
ется одним из механизмов ее быстрого метастазиро-
вания, так как опухолевые клетки имеют свойство 
располагаться вдоль стенок кровеносных сосудов 
или разносятся по всему организму с током крови. 
Антиангиогенная терапия по определению не направ-
лена на излечение, так как не обладает способностью 
воздействовать на опухолевые клетки. Однако пода-
вление опухолевого ангиогенеза и регрессия уже об-
разованных опухолевых сосудов потенциально могут 
перевести опухоль в «спящее» состояние, при кото-
ром не происходит дальнейшего увеличения ее раз-
меров (все вновь образованные клетки гибнут от ги-
поксии), и даже привести к уменьшению опухоли и ее 
метастазов до минимального размера. Подавление 
ангиогенеза может приводить и к «нормализации» 
внутриопухолевой сосудистой сети. В связи с этим 
создание антиангиогенных препаратов является од-
ним из наиболее активно развиваемых и перспектив-
ных направлений в области лечения злокачественных 
новообразований.

Известно, что производные мочевины входят 
в класс препаратов, обладающих антиангиогенными 
свойствами [3]. Присоединение же углеводного остат-
ка к производным мочевины способствует улучшению 
растворимости, адресной доставки лекарств в орга-
низме, устранению побочных эффектов [4, 5]. С целью 
поиска новых соединений с антиангиогенными свой-
ствами нами синтезирован ряд новых соединений.

Для 5 синтезированных соединений предсказаны 
высокая вероятность противоопухолевой (antineo-

plastic) активности и низкая вероятность цитотокси-
ческой активности in silico. Соединения N-(β-D-га-
лактопиранозилкарбомоил)-п-бромфенилмочевина 
(III), N-(β-D-галактопиранозил)-п-хлорфенилмоче-
вина (II), N-(β-D-глюкопиранозил)-п-хлорфенил-
мочевина описаны в ряде работ, тогда как соединения 
N-(β-D-галактопиранозилкарбомоил-1)-2-изонико-
тин-семикарбазид (IV), 1-[(N-β-D-галактопирано-
зил)-карбомоил]-3,5-диметилпиразол (VI) ранее 
были неизвестны [6, 7].

Цель исследования – синтез производных мочеви-
ны на основе переамидирования нитрозокарба мидов 
сахаров. Оценить методами in silico и in vitro возмож-
ность создания новых противоопухолевых лекарств 
на основе новых гликозидных производных мочевин.

Материалы и методы
Гликозил-нитрозометилмочевина была избрана 

ключевым соединением для разработки методов по-
лучения новых углеводных аналогов медицинских 
препаратов. Этот класс соединений обладает высокой 
реакционной способностью, и на его основе нами 
были синтезированы углеводные производные моче-
вины. Установлено, что при непродолжительном на-
гревании эквимолекулярных количеств реагентов 
в водно-спиртовых средах гликозил-нитрозометил-
мочевины гладко вступают в реакцию конденсации 
с аминами (см. рисунок).

Результаты экспериментальных исследований 
показывают, что в ходе реакции образования проме-
жуточных интермедиатов за счет присоединения 
амина и разрыва одной из связей группы, по-види-
мому, не происходит. Вероятнее всего, реакция про-
текает по синхронному механизму с одновременным 
разрывом старой и образованием новой связи C–N. 
Реакция нуклеофильного замещения для протекания 
процесса образования конечных продуктов не требу-
ет в большинстве случаев добавок катализирующих 
агентов. Это свидетельствует о том, что введение ни-
трозогруппы само по себе оказывает достаточно силь-
ное активирующее действие, которое сводится глав-
ным образом к разрыхлению связи C–N (N0).

С целью облегчения поиска среди синтезирован-
ных нами соединений веществ с нужным эффектом 
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проведено доэкспериментальное прогнозирование 
биологической активности, для чего их структурные 
формулы сгенерированы с помощью компьютерной 
системы PASS, разработанной и постоянно совершен-
ствуемой сотрудниками Института биомедицинской 
химии им. В. Н. Ореховича [8–11]. Использованная 
версия PASS 12.06.22 прогнозирует биологическую 
активность 6400 видов химических веществ на осно-
ве сравнения структурных формул исследуемых со-
единений со структурными формулами соединений 
из массива данных, содержащего формулы и сведения 
по биологической активности 313 345 химических 
соединений.

Структурные формулы исследуемых соединений 
вводятся в систему в виде файлов формата MOL 
или SDF. Средняя ошибка прогноза составляет 4,9 %. 
Результаты прогнозирования рассчитывают в виде 
вероятности проявления определенной биологиче-
ской активности (p

a
) соединением и вероятности 

не проявлять эту активность (p
i
). Обычно для новых 

химических соединений порогом отбора перспектив-
ных соединений считают значение p

a
 >0,5.

После контроля корректности сгенерированные 
структурные формулы исследуемых соединений вво-
дили в базу данных формата ISISBASE, из которой 
экспортировали в файлы формата SDF для ввода в си-
стему PASS. В качестве перспективных для экспери-
ментального изучения потенциальных противоопухо-
левых веществ были квалифицированы соединения, 
для которых при компьютерном прогнозировании 

получены значения вероятности проявления проти-
воопухолевой активности p

a
 ≥0,5.

Цитотоксическую активность определяли мето-
дом МТТ.

Для постановки MTT-теста клетки раскапывали 
в 198 мкл полной среды RPMI-1640 в 96-луночные 
плоскодонные планшеты (Costar, USA).

Через сутки в каждую лунку добавляли исследуемые 
соединения в концентрации 100 мкМ и инкубировали 
с клетками в течение 72 ч в 5 % СО

2
 при 37 °C. Каждое 

соединение ставили в триплете. Соединения растворя-
ли в диметилсульфоксиде так, чтобы концентрация 
диметилсульфоксида в лунке не превышала 1 %. В ка-
честве контроля использовали лунки с клетками с 1 % 
диметилсульфоксидом в полной ростовой среде.

Через 72 ч в каждую лунку вносили по 20 мкл 
раствора МТТ [3-(4,5-диметилтиазолин-2)-2,5-ди-
фенилтетразолий бромид](маточный раствор 5 мг / мл, 
конечная концентрация 1 мг / мл) и инкубировали 4 ч 
при 37 °С в 5 % CO

2
.

После образования формазана надосадочную 
жидкость удаляли, осадок растворяли в 150 мкл ди-
метилсульфоксида. Далее планшеты помещали 
на 5–7 мин в термостат при температуре 37 °С, затем 
встряхивали на шейкере для равномерного растворе-
ния кристаллов формазана, после чего интенсивность 
окрашивания среды измеряли на фотометрическом 
анализаторе иммуноферментных реакций Multiskan EX 
при λ = 540 нм. Величина поглощения прямо про-
порциональна числу живых клеток.

Реакция получения углеводных производных мочевины

Synthesis of carbohydrate derivatives of urea
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Определяли процент ингибирования роста клеток 
(И, %) по формуле:

И = (1 – (О
о
 / О

к
)) × 100 %,

где О
к
 – оптическая плотность в контрольных лунках, 

О
о
 – оптическая плотность в опытных лунках.

Соединение считали цитостатически активным, 
если оно вызывало подавление роста клеток >50 %.

Результаты
Для 5 из 57 исследованных виртуальных соеди-

нений (нумерация и названия которых приведены 
в табл. 1) предсказаны высокая вероятность проти-

воопухолевой (antineoplastic) активности и низкая 
вероятность цитотоксической активности. В табл. 1 
для этих соединений представлены также результаты 
прогнозирования 9 видов биологической активности 
(противоопухолевой, цитотоксической, общей ток-
сичности, антиметастатической активности и ряда 
механизмов действия противораковых лекарств) в ви-
де значений вероятности наличия (p

a
) или отсутствия 

(p
i
) у соединения противоопухолевой активности.

Объект исследования – соединения, содержащие 
углеводные фрагменты (II–VI), формулы которых 
представлены на рисунке.

Реакция протекает гладко в спиртовой среде. Вы-
ход продуктов составляет ≈55 %. Идентификацию 

таблица 1. Результаты прогнозирования биологической активности гликозидов мочевины

Table 1. Prediction results of the biological activity of urea glycosides

№ со-
единения 
Compound 

№

название 
соединений 

Compound name

Химическая структура 
Chemical structure

Прогноз активности 
Predicted activity активность 

activity

p
a

p
i

1

N-(β-D-га-
лакто-пиранозил-
карбомоил-1)-
2-изоникотин-
семикарбазид 
N-(β-D-galacto-
pyranosylcarbomoyl-1)- 
2-isonicotine-
semicarbazide

 

NO
N

N

O

O

NOH

OH

OH
OH

0,779 0,014 Противоопухолевая 
Antineoplastic

0,613 0,010 Ингибитор ангиогенеза 
Angiogenesis inhibitor

0,384 0,051 Антиметастатическая 
Antimetastatic

0,297 0,128 Агонисты апоптоза 
Apoptosis agonist

0,162 0,099 Антилейкемическая 
Antileukemic

0,173 0,156 Цитостатическая 
Cytostatic

0,084 0,199 Цитостатическая 
Cytotoxic

0,078 0,384 Токсическая 
Toxic

0,020 0,598 Антимитотическая 
Antimitotic

2

1-[(N-β-D-га-
лактопиранозил) 
карбомоил-3,5-ди-
метилпиразол 
1-[(N-β-D-
galactopyranosyl) 
carbomoyl-
3,5-dimethylpyrazole

NN
N

O

O
OH

OH
OH

CH3

OH

CH3

0,622 0,040 Противоопухолевая 
Antineoplastic

0,539 0,016 Ингибитор ангиогенеза 
Angiogenesis inhibitor

0,502 0,019 Антиметастатическая 
Antimetastatic

0,254 0,167 Токсическая 
Toxic

0,245 0,168 Агонисты апоптоза 
Apoptosis agonist

0,182 0,148 Цитостатическая 
Cytostatic

0,148 0,130 Цитотоксическая 
Cytotoxic

0,041 0,314 Антилейкемическая 
Antileukemic

0,034 0,463 Антимитотическая 
Antimitotic
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Окончание табл. 1

The end of the table 1 

№ со-
единения 
Compound 

№

название 
соединений 

Compound name

Химическая структура 
Chemical structure

Прогноз активности 
Predicted activity активность 

activity

p
a

p
i

3

N-(β-D-
галактопирано-
зилкарбомоил)-
п-бром-
фенилмочевина 
N-(β-D-
galactopyranosyl- 
carbomoyl)-p-
bromophenylurea

NO N

O
OH

OH
OH

Br

OH

0,784 0,014 Противоопухолевая 
Antineoplastic

0,750 0,005 Ингибиторы ангиогенеза 
Angiogenesis inhibitor

0,422 0,040 Антиметастатическая 
Antimetastatic

0,344 0,101 Агонисты апоптоза 
Apoptosis agonist

0,241 0,100 Цитостатическая 
Cytostatic

0,198 0,096 Цитотоксическая 
Cytotoxic

0,149 0,108 Антилейкемическая 
Antileukemic

0,208 0,198 Токсическая 
Toxic

0,027 0,524 Антимитотическая 
Antimitotic

4

N-(β-D-галактопи-
ранозил)-п-хлор-
фенилмочевина 
N-(β-D-galacto-
pyranosyl)-p-chloro-
phenylurea

NO N

O
OH

OH
OH

Cl

OH

0,733 0,021 Противоопухолевая 
Antineoplastic

0,689 0,006 Ингибиторы ангиогенеза 
Angiogenesis inhibitor

0,459 0,030 Антиметастатическая 
Antimetastatic

0,313 0,119 Агонисты апоптоза 
Apoptosis agonist

0,233 0,105 Цитостатическая 
Cytostatic

0,197 0,097 Цитостатическая 
Cytotoxic

0,243 0,174 Токсическая 
Toxic

0,113 0,141 Антилейкемическая 
Antileukemic

0,017 0,657 Антимитотическая 
Antimitotic

5

N-(β-D-глюкопи-
ранозил)-п-хлор-
фенилмочевина 
N-(β-D-gluco-
pyranosyl)-p-chloro-
phenylurea

NO N

O
OH

OH

OH

Cl

OH

0,733 0,021 Антинеопластическая 
Antineoplastic

0,689 0,006 Ингибиторы ангиогенеза 
Angiogenesis inhibitor

0,459 0,030 Антиметастатическая 
Antimetastatic

0,313 0,119 Агонисты апоптоза 
Apoptosis agonist

0,233 0,105 Цитостатическая 
Cytostatic

0,197 0,097 Цитотоксическая 
Cytotoxic

0,243 0,174 Токсическая 
Toxic

0,113 0,141 Антилейкемическая 
Antileukemic

0,017 0,657 Антимитотическая 
Antimitotic
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синтезируемых соединений осуществляли с помощью 
методов тонкослойной хроматографии на пластинках 
Silufol, спектроскопии ядерного магнитного резонан-
са (ЯМР), ИК-, 13С-, 1Н-спектроскопии и элемент-
ного анализа.

Спектры 13С ЯМР были сняты на приборе Bru-
ker AM-300, SF = 75,47 MHz с рабочей частотой 126 МГ 
при температуре 295 °К, где в качестве внутрен него 
стандарта использовался ТМС. Спектры сняты в дей-
терированных растворителях – ДМСО-d

6
. Н1-ЯМР-

спект ры были сняты на приборе Bruker AM-300, 
SF = 300,13 MHz с рабочей частотой 500 МГц при 
температуре 293 °К, где в качестве внутреннего стан-
дарта использовали ТМС. Спектры сняты в дейтери-
рованных растворителях ДМСО-d

6
.

Инфракрасные спектры исследуемых соединений 
были получены на спектрофотометрах Specord M-80 
с программой Soft Spectra в области 500–4000 см–1 
(прессование с KBr).

Температуру плавления синтезируемых соединений 
измеряли на микронагревательном столике Boetuis. 
Скорость подъема температуры на столике составляла 
4 °С в минуту. Элементный состав полученных соеди-
нений определен кулонометрическим методом и мето-
дами Дюма–Прегля и Шёнигера на приборах ВМ-20.

Синтез N-(b-D-галактопиранозил-1)-2-изоникотиноил-
семикарбазида (IV)
В колбу, снабженную магнитной мешалкой, поме-

щают 3,568 г гидразида изоникотиновой кислоты, рас-
творяют в 30 мл этилового спирта и охлаждают смесь 
до –2 °С, затем в течение 30 мин при перемешивании 
добавляют 7,136 г N-метил-N-(b-D-галакто пиранозил)-
N-нитрозомочевины (I). Помешивая, смесь нагревают 
на водяной бане при 55–60 °С в течение 1 ч, при этой 
температуре выпадают кристаллы. Выпавшие кристал-
лы перекристаллизовывают из водного спирта, от-
фильтровывают и высушивают на воздухе.

Выход: 5,377 г (58,38 %), Т
пл

 = 212–213 °С, *Rf = 0,3, 
**Rf = 0,5 (*хлороформ : этанол (1 : 1)), (**этанол : 
хло ро форм : ацетон (2 : 1 : 1)).

Инфракрасный спектр (КВr, n, cм–1): 892, 906, 
1051, 1091, 1134 n (колебания углеводного кольца), 
3000–3500 n (ОН-группы углеводного кольца), 1548 n 
(амид I, N–H), 1601 n (амид II, С = О), 473, 545, 583, 
626, 675, 705 n (валентные колебания изониазида).

ЯМР 1H (d, м. д.,): 4,7 (уш. с., 8Н, C–H), 3,55–4 
(м., 4ОН), 5,4 (с., 1Н, N–H), 4,8 (д., 1Н, NH–С–О), 
7,5–8,8 (м., 4Н, С–Н аром.)

ЯМР 13С (d, м. д.,): 81,34 (С
1
); 69,43 (С

2
); 73,39 

(С
3
); 68,67 (С

4
); 76,43 (С

5
); 60,97 (С

6
) 159,15 (С = О); 

152,1 (С
7
); 127,9 (С

8
); 136,4 (С

9
);

 
124,28 (С

10
); 147,5 (С

11
).

С
13

Н
18

N
4
О

7 
 342,30

Вычислено, %: С – 45,61; H – 5,30; N – 16,36.
Найдено, %: С – 45,90; H – 5,59; N – 16,65.

1-[(N-b-D-галактопиранозил)карбамоил]-
3,5-диметилпиразол (VI)
К 2,07 г (0,01 моль) галактопиранозилсемикарба-

зида (V) прибавили 1 мл (0,01 моль) ацетилацетона 
и 15 мл метанола. Реакционную смесь нагревали 
на кипящей водяной бане до полной гомогенизации. 
Выпавший осадок отфильтровали, промыли холод-
ным спиртом, перекристаллизовали из водного спир-
та. Сушили на воздухе.

Выход: 1,8 г (60 %), т. пл. 180 °С, Rf = 0,5 ТСХ 
(хлороформ : метанол – 3 : 1), [a]20

D
 = +24,8° (c 1, H

2
O).

Инфракрасный спектр (КВr, n, cм–1): 900, 950, 
1030, 1080, 1110 n (колебания углеводного кольца), 
1130, 1168, 1220 n (колебания пиразольного кольца), 
1300–1360 n (–N) 1545 n (амид I, N–H), 1710 n (амид II, 
С = О), 1260–1290 n (–C–N =), 1350 n (–CH–).

ЯМР 1H (d, м. д., Ру-d
5
): 2,04 (уш. с., 3Н, CH

3
), 

2,4 (уш. с., 3Н, CH
3
), 3,85–4,75 (м., 6Н, СН-углевод-

ные протоны), 5,45–5,9 (м., 1Н, CН), 6,0–7,6 (м., 4Н, 
OН), 9,13 (д., 1Н, CONH).

C
12

H
19

N
3
O

6
 301,28

Вычислено, %: С – 47,83; Н – 6,36; N – 13,95.
Найдено, %: С – 47,95; Н – 6,10; N – 13,80.

Экспериментальное изучение  
цитотоксической активности
Дальнейшее экспериментальное исследование 

цитостатической активности этих 5 соединений  
(N- (β-D-галактопиранозилкарбомоил)-п-бромфе-
нилмочевины, N-(β-D-алактопиранозилкарбомо-
ил-1)-2-изоникотинсемикарбазида, 1-[(N-β-D-га-
лактопиранозил)карбомоил]-3,5-диметилпиразола, 
N-(β-D-галакто пиранозил)-п-хлорфенилмочевины, 
N-(β-D-глюко пиранозил)-п-хлорфенилмочевины) 
проводили на базе лаборатории экспериментальной 
диагностики и биотерапии опухолей НИИ экспери-
ментальной диагностики и терапии опухолей Нацио-
нального медицинского исследовательского центра 
онкологии им. Н. Н. Блохина. Цитотоксическую ак-
тивность исследовали на 5 клеточных линиях опухолей 
человека: аденокарциномы предстательной железы 
РС-3, карциномы толстой кишки HCT-116, Т-клеточ-
ного лимфобластного лейкоза Jurkat, аденокарциномы 
молочной железы MCF-7, карциномы легкого А549.

Клеточные линии культивировали в среде RPMI- 
 1640, содержащей 10 % телячьей эмбриональной сы-
воротки, 10 мМ HEPES (Sigma, США), 2м М L-глута-
мина (Sigma, США), 40 нг / мл гентамицина (ICN, США), 
аминокислоты и витамины (ПанЭко, Россия) при 37 °С 
в атмосфере 5 % СО

2
. Клетки поддерживали в лога-

рифмической фазе роста постоянным пересевом 
культуры через 3–4 дня. Для открепления с пластика 
адгезионных культур использовали раствор Версена.

Провели цитотоксическое исследование данных 
соединений методом МТТ. Ни одно из исследуемых 
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МТТ-тестом соединений не проявило цитотоксиче-
скую активность. Результаты представлены в табл. 2.

Заключение
Для большинства исследованных виртуальных 

соединений получены низкая вероятность проявле-
ния цитостатической активности и высокая вероят-
ность проявления противоопухолевой активности, 

обусловленная согласно прогнозу, предположитель-
но, антиангиогенными свойствами. Целесообразны 
их исследования на экспериментальных опухолях 
in vivo даже при отрицательных результатах анализа 
цитотоксичности на культурах клеток, а также даль-
нейший поиск потенциальных противоопухолевых 
соединений из класса гликозидных производных 
мочевин.

таблица 2. Цитотоксическая активность исследуемых соединений в концентрации 100 мкМ (ингибирование роста клеток в %)

Table 2. Cytotoxic activity of the studied compounds at a concentration of 100 μm (inhibition of cell growth in %)

№ концентрация,100 мкм 
Concentration, 100 μM

a549 PC3 Jurkat hCT-116 MCF-7

1

N-(β-D-галактопиранозилкарбомоил-1)-
2-изоникотинсемикарбазид 

N-(β-D-galactopyranosylcarbomoyl-1)-
2-isonicotinsemicarbazide

26 0 6 0 0

2
1-[(N-β-D-галактопиранозил)карбомоил]-

3,5-диметилпиразола 
1-[(N-β-D-galactopyranosyl)carbomoyl]-3,5-dimethylpyrazole

0 17 16 0 0

3
N-(β-D-галактопиранозилкарбомоил)-

п-бромфенилмочевина 
N-(β-D-galactopyranosylcarbomoyl)-p-bromophenylurea

31 0 10 0 0

4 N-(β-D-галактопиранозил)-п-хлорфенилмочевина 
N-(β-D-galactopyranosyl)-p-chlorophenylurea

0 2 20 0 0

5 N-(β-D-глюкопиранозил)-п-хлорфенилмочевина 
N-(β-D-glucopyranosyl)-p-chlorophenylurea

0 19 2 0 0
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СоЗдание иммУноФлУореСЦентныХ Зондов 
для аналиЗа клеточныХ ПоПУляЦий методом 

Проточной Цитометрии на БаЗе моноклоналЬныХ 
антител Серии ICo С ФикоЭритрином – 

ФлУороФором ГрУППы ФикоБилиПротеинов

а. С. Гриневич, м. н. краева, е. н. Захарова, д. Ю. Блохин, П. к. иванов
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24

Контакты: Анатолий Станиславович Гриневич agrinevich@mail.ru

Введение. Флуоресцентные зонды на основе моноклональных антител (МКА) широко используются в научных и клинических 
исследованиях в области онкологии, гематологии, иммунологии, эпидемиологии. Уникальные спектральные свойства природ-
ного белка фикоэритрина (PE) сделали его доминирующим флуорофором, широко используемым для создания флуоресцентных 
зондов на основе МКА.
Цель работы – создание иммунофлуоресцентных зондов (ИФЗ) на основе МКА и флуоресцентного красителя фикоэритрина 
двумя альтернативными методами белковой химии.
Материалы и методы. В работе были использованы антитела к антигенам T-лимфоцитов (клон ICO-86, клон ICO-31), 
флуоресцентный краситель фикоэритрин и бифункциональные агенты SPDP и SMCC. Для выделения и очистки МКА 
использовали методы жидкостной хроматографии: на I этапе – аффинное выделение иммуноглобулинов на иммобилизованном 
белке G или в качестве альтернативы – анионообменную колоночную хроматографию. Для очистки конъюгатов (ИФЗ) 
от исходных компонентов реакции использовали гель-фильтрацию на колонке PD-10. Концентрацию и плотность мечения 
ИФЗ определяли спектрофотометрически.
Результаты. Конъюгирование МКА с PE проводили при молярном отношении компонентов 1 : 2. Мы использовали 2 метода 
белковой химии для получения конъюгатов на основе МКА с PE. Для этого оба компонента реакции конъюгации – PE и МКА – 
предварительно были раздельно модифицированы. Показано, что для создания ИФЗ на базе МКА серии ICO применимы оба 
приведенных метода конъюгирования МКА с РЕ, однако метод II, при котором химической модификации бифункциональным 
агентом SMCC подвергается только молекула PE по ее свободным аминогруппам, а молекула иммуноглобулина сохраняется 
в максимально нативном состоянии, исключая дозированное восстановление части дисульфидных групп, является 
предпочтительным.
Заключение. Способы, описанные в статье, позволяют получать ИФЗ на основе МКА серии ICO и РЕ, сравнимые по своим 
аналитическим характеристикам с зарубежными коммерческими аналогами.

Ключевые слова: моноклональное антитело, иммунофлуоресцентный зонд, фикоэритрин, конъюгат МКА

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-3-39-47

ThE CREaTIoN oF IMMuNoFluoRESCENCE PRoBES BaSEd oN MoNoCloNal  aNTIBodIES SERIES ICo 
aNd PhyCoERyThRIN – FluoRoPhoRE oF PhyCoBIlIPRoTEIN GRouP FoR aNalySIS oF CEll 

PoPulaTIoNS By Flow CyToMETRy

A. S. Grinevich, M. N. Kraeva, E. N. Zakharova, D. Yu. Blokhin, P. K. Ivanov

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

Introduction. Fluorescent probes based on monoclonal antibodies (MAb) are widely used in scientific and clinical research in the field 
of oncology, hematology, immunology, epidemiology. The unique spectral properties of the natural protein, phycoerythrin (PE), made 
it the dominant dye widely used for the preparation of fluorescent probes based on MAb.
Objective. To create of fluorescent probes based on the MAb and the fluorescent dye PE by two alternative methods of protein synthesis.
Materials and methods. MAb to T lymphocyte antigen (clone ICO-86, clone ICO-31), fluorescent dye PE and bifunctional agents SPDP 
and SMCC were used in the work. Liquid chromatography methods were used for isolation and purification of MAb: in the first step, 
affinity isolation of immunoglobulins on the immobilized protein G or anion exchange column chromatography. Gel filtration on a PD-10 
column was used to purify the conjugates (immunofluorescent probes, IFP) in the second step, the concentration and labeling density 
of the IFP were determined spectrophotometrically.
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Введение
Аналитические характеристики метода проточной 

цитометрии, широко используемого для мультипа-
раметрического анализа клеточных суспензий, не-
разрывно связаны с выбором адекватных средств 
и методов флуоресцентной маркировки клеточных 
биомакромолекул. При этом важны как собственно 
оптические свойства используемых флуорофоров 
(спектры возбуждения и эмиссии флуоресценции, 
квантовый выход и др.), так и адресность этой мар-
кировки, обеспечивающая избирательное мечение 
целевых биомолекул, и количественная пропорцио-
нальность такой маркировки исходному содержанию 
целевого субстрата – стехиометрическое соотноше-
ние. Таким требованиям отвечают флуоресцентные 
зонды, которыми в зависимости от задачи исследо-
вания могут быть как собственно флуорофоры с опре-
деленными свойствами (пропидия йодид избиратель-
но и количественно связывается с двуспиральной 
молекулой ДНК), так и специально созданные над-
молекулярные конструкции, в которых молекулы 
специфического лиганда, играющего роль вектора 
для адресной маркировки определенных биомолекул 
(белок аннексин специфически связывается с фос-
фатидилсерином), предварительно маркируются ак-
тивным флуорофором. Применение в качестве век-
тора молекул высокоспецифичных моноклональных 
антител (МКА), адресно связывающихся с искомыми 
антигенными детерминантами на поверхности 
или в цитоплазме анализируемых клеток, практиче-
ски безгранично расширяет возможности метода 
цитометрического анализа клеточных популяций. 
На базе конъюгированных с соответствующими флуо-
рофорами МКА создают иммунофлуоресцентные 
зонды (ИФЗ) для использования во флуоресцентной, 
в том числе конфокальной, микроскопии и проточ-
ной цитометрии. Однако, несмотря на огромное ко-
личество способных к флуоресценции веществ, спи-
сок флуорофоров, пригодных к использованию 
в качестве метки в ИФЗ для проточной цитометрии, 
резко ограничен жесткими требованиями к их физи-
ко-химическим и биохимическим свойствам. Спек-
тры возбуждения и эмиссии флуоресценции таких 
веществ должны совпадать с оптическими диапазо-
нами, предусмотренными для этого в конструкции 

цитометра; их конъюгирование с МКА не должно 
существенно изменять их собственных оптических 
характеристик, а также биологической активности 
и антигенной специфичности МКА. Желательным, 
хотя и необязательным, свойством таких веществ 
должна быть их способность к необратимому (чаще 
всего ковалентному) связыванию с молекулой МКА. 
Этим свойством обладают промышленно выпуска-
ющиеся активные формы флуорофоров в виде изо-
тио цианатных производных (FITC), сукцинимидных 
или малеимидных эфиров (Cy3, Imd-306, Imd-506, 
Alexa flour), опыт применения которых для создания 
ИФЗ описан нами ранее [1].

Уникальные спектральные свойства природных 
белков – фикобилипротеинов фикоэритрина (PE) 
и аллофикоцианина (APC) сделали их доминиру-
ющими маркерами, широко применяющимися для 
получения ИФЗ на основе МКА [2]. Фикобилипро-
теины – группа красных и синих пигментов, содер-
жащихся в красных водорослях и цианобактериях 
и участвующих в процессах фотосинтеза у этих орга-
низмов [3]. Хромофорная группа пигмента, называ-
емая фикобилином, ковалентно связана с водораст-
воримым белком типа глобулина и представляет 
собой структуру, состоящую из 4 пиррольных колец, 
но не замкнутых, как в молекуле хлорофилла, а име-
ющих вид развернутой цепи, не содержащей металла. 
Молекулы фикобилипротеинов состоят из 2 некова-
лентно связанных и неидентичных субъединиц α и β, 
к каждой из которых ковалентно присоединены хро-
мофорные группы: фикоэритробилин или фикоци-
анобилин. Они отличаются рекордными коэффици-
ентами экстинкции и независимостью оптических 
характеристик от присутствия в растворе тушителей 
флуоресценции. Квантовый выход флуоресценции 
у этих веществ очень высок – у В-PE он близок к 1,0. 
Способность фикобилипротеинов к флуоресценции 
устойчива к «выгоранию», а прямая пропорциональ-
ность интенсивности флуоресценции количеству 
молекул флуорофора создает надежную базу для вы-
полнения количественных измерений. По своей оп-
тической эффективности фикобилипротеины пре-
восходят флуоресцеин в 30 раз, а родамин – в 100 раз 
(в одинаковых спектральных диапазонах), их флуо-
ресценция мало зависит от рН. Практическое 

Results. Conjugation of MAb with PE was carried out at a molar ratio of components of 1 : 2. For this both components of the conjugation 
reaction (PE and MAb) were separately modified. For the creation of IFP on the basis of the MAb of the ICO series, both methods of con-
jugation of Mab with PE are applicable, but method II, in which the chemical modification by the bifunctional SMCC agent is exposed 
only to the PE molecule by its free amino groups, and the immunoglobulin molecule is conserved in the maximally native state is preferred.
Conclusion. The methods described in the article allow to obtain immunofluorescent probes based on antibodies of the ICO series that are 
comparable in their analytical characteristics to foreign commercial analogs.

Key words: monoclonal antibody, immunefluorescence probe, phycoerythrin, conjugate of MAb
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увеличение чувствительности по сравнению с FITC-
мечены ми антителами составляет 5–10 раз [4]. PE по-
глощает сине-зеленый и зеленый свет, а APC – оран-
жевый и красный свет [5]. Пик абсорбции R-PE – 565 нм, 
дополнительный пик абсорбции – 498 нм, максимум 
эмиссии – 573 нм, что позволяет возбуждать флуо-
ресценцию световым лучом стандартного для про-
точных цитометров аргонового лазера (488 нм) и ре-
гистрировать сигнал в канале FL2 (575–595 нм). APC 
имеет пик абсорбции 652 нм и добавочный пик 625 нм, 
максимум эмиссии – 657,5 нм. Флуоресценция воз-
буждается светом гелий-неонового и диодного ла-
зеров (633–635 нм), сигнал регистрируется в канале 
FL4 (650–670 нм).

В отличие от низкомолекулярных флуорофоров 
(FITC, Сy3, Alexa fluor) эти природные белки облада-
ют значительной молекулярной массой (ММ), 
не только сравнимой, но даже превосходящей массу 
иммуноглобулиновых (Ig) молекул МКА, а также не-
возможностью их коммерческого выпуска в активной 
форме, способной к самостоятельному конъюгиро-
ванию с МКА, в связи с чем для создания конъюгатов 
«МКА – фикобилипротеин» используются методы 
белковой химии. Основным подходом для получения 
таких конъюгатов является использование так назы-
ваемых бифункциональных агентов. В научной ли-
тературе и коммерческих наборах для получения флуо-
ресцентных конъюгатов (фирмы AnaSpec, Biomax, 
Abnova и др.) описывается применение 2 основных 
бифункциональных агентов: сукцинимидил-4- 
[N-малеимидометил]-циклогексан-1-карбоксилата 
(SMCC) и N-сукцинимидил-3-(2-пиридилдитио)- 
пропионата (SPDP) [6, 7]. На белковых молекулах при 
этом в реакцию вовлекаются аминогруппы лизина 
и аргинина, а также восстановленные до сульфгид-
рильных групп «дисульфидные мостики» IgG в обла-
сти «моста» – месте сшивки между собой 2 тяжелых 
цепей IgG.

метод I: МКА и молекулу фикобилипротеина 
модифицируют низкомолекулярными реагентами 
таким образом, что при совместной инкубации по-
лученных производных образуется комплекс, в ко-
тором модифицирующие на I этапе реагенты высту-
пают в роли мостика – спейсера. На I этапе 
молекулу PE модифицируют по белковым амино-
группам SPDP. На следующем этапе полученный 
продукт обрабатывают дитиотреитолом (DTT), 
что приводит к образованию на поверхности моле-
кулы PE сульфгидрильных групп. Параллельно 
с этим антитела модифицируются SMCC, что при-
водит к формированию на их поверхностях мале-
имидных групп. На заключительном этапе получен-
ные производные совместно инкубируются, 
малеимидные и сульфгидрильные группы взаимо-
действуют, образуя ковалентную связь (рис. 1).

метод II: в этой методике химической модифи-
кации бифункциональным агентом SMCC подвер-
гается молекула фикобилипротеина по ее свободным 
аминогруппам. Образовавшееся производное имеет 
свободные малеимидные группировки, способные 
ко взаимодействию с сульфгидрильными группами. 
Для получения таких групп молекулы IgG МКА об-
рабатывают DTT. Совместная инкубация обоих мо-
дифицированных белков приводит к образованию 
ковалентного конъюгата фикобилипротеина с IgG 
(рис. 2).

Среди продуктов последней стадии реакции, кро-
ме конъюгата, присутствуют не вступившие в реакцию 
молекулы фикобилипротеина и МКА, присутствие 
которых абсолютно недопустимо для последующего 
использования конъюгата в качестве ИФЗ, посколь-
ку свободный IgG будет конкурентно ингибировать 
связывание ИФЗ с адресным антигеном, снижая ин-
тенсивность флуоресцентного сигнала. Поскольку 
исходные компоненты реакции конъюгирования 
имеют собственные ММ 180 кДа (МКА) и 250 кДа 
(фикобилипротеины), а образовавшийся конъюгат 
ММ >400 кДа, разделение белковых молекул тради-
ционно проводят методом гель-фильтрации.

Цель настоящей работы – создание ИФЗ на базе 
конъюгатов МКА серии ICO с фикобилипротеином 
R-PE двумя альтернативными методами белковой 
химии.

Материалы и методы
материалы и оборудование
Флуоресцирующий белок R-РЕ, бифункциональ-

ные агенты SPDP и SMCC, DTT, диметилсульфоксид 
(DMSO), N-этилмалеимид (Sigma-Aldrich, США); 
жидкостный хроматограф ÄKTA Purifier-10 и хрома-
тографические колонки для аффинной (HiTrap rPro-
tein G), анионообменной (Mono Q 10 / 100) и гель-экс-
клюзионной (Superdex 200 10 / 300) хроматографии 
(GE Healthcare Life Sciences, США), мембранные 
микрофильтры с порами 0,45 и 0,22 мкм, центрифуж-
ные мембранные концентраторы Centricon-30, 
гель-фильтрационные микроколонки PD-10 (Milli-
pore, США); спектрофотометр Ultraspec 3100 рrо 
(Amersham Biosciences, Великобритания); проточный 
цитометр FACSCalibur (BD Bioscience, США) с про-
граммным пакетом CellQuest, контрольный препарат 
МКА a-CD4 / PE (BD Biosciences, США).

методы
Моноклональные антитела серии ICO-86 к анти-

гену CD4 и ICO-31 к антигену CD8 Т-лимфоцитов 
человека выделяли из асцитной жидкости мышей, 
которым внутрибрюшинно инокулированы проду-
цирующие эти антитела гибридные клетки, ранее 
полученные методами гибридомной технологии 
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рис. 1. Получение конъюгата МКА (IgG) с PE по методу I. SPDP – N-сукцинимидил-3-(2-пиридилдитио)-пропионат, DTT – дитиотреитол, 
SMCC – сукцинимидил-4-[N-мале имидо метил]-циклогексан-1-карбоксилат.

Fig. 1. Preparation of Mab conjugates (IgG) with PE by the method I. SPDP stands for N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionate, DTT – dithio-
threitol, SMCC – succinimidyl-4-[N-maleimidomethyl]cyclo hexane-1-carboxylate.

рис. 2. Получение конъюгата МКА (IgG) с PE по методу II

Fig. 2. Preparation of Mab conjugates (IgG) with PE by the method II
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и клонирования. Поскольку для конъюгирования 
с РЕ требуются высокоочищенные препараты Ig, 
в настоящей работе для выделения и очистки МКА 
использовали методы жидкостной хроматографии: 
на I этапе – аффинное выделение Ig на иммобили-
зованном белке G или в качестве альтернативы – 
анионообменную колоночную хроматографию, 
а на II – освобождение от неполно-сборных фраг-
ментов и молекулярных агрегатов гель-эксклюзион-
ной хроматографией (гель-фильтрацией).

очистка мка на иммобилизованном белке G
Центрифугированием 60 мин при угловом уско-

рении 350 g осветляли 5–10 мл асцитной жидкости, 
супернатант разводили равным объемом 0,1 М фос-
фатно-солевого буфера с 0,15 М NaCl, рН 7,4 (PBS) 
и оставляли на ночь при +4 °С. Надосадочную жид-
кость после повторного центрифугирования при тех 
же режимах пропускали через фильтр 0,45 мкм и на-
носили на колонку HiTrap rProtein G, уравновешен-
ную PBS. Нанесенный на колонку материал тщатель-
но отмывали PBS до значений оптической плотности 
элюата на выходе из колонки >0,002 ОЕ. После окон-
чания отмывки элюацию Ig проводили буфером 0,1 М 
глицин-HCl, рН 3,0, собирали выходящие из колон-
ки белковые фракции, немедленно защелачивая 
их до рН 7,5–8,0 добавлением 1 М Трис-HCl буфера, 
рН 9,0. Собранные фракции объединяли, переводи-
ли в PBS с 1 mM ЭДТА, концентрировали до содер-
жания белка 8–12 мг / мл и стерилизовали фильтро-
ванием через фильтр 0,22 мкм.

очистка мка на анионообменном  
сорбенте Mono Q
Центрифугированием 60 мин при ускорении 350 g 

осветляли 5–10 мл асцитной жидкости, к суперна-
танту при постоянном перемешивании по каплям 
добавляли равный объем насыщенного при +4 °С 
водного раствора аммония сульфата и выдерживали 
15–20 мин для формирования преципитата. Осадок 
отделяли центрифугированием 30 мин при ускорении 
350 g, растворяли в буфере 0,1 М Трис-HCl с 0,15 М 
NaCl, рН 8,0 (ТВS) и повторяли процедуру высали-
вания так, как это описано выше. Осадок растворяли 
в 10 мМ Трис-HCl буфере рН 7,8 и наносили на ко-
лонку Mono Q 10 / 100, уравновешенную тем же бу-
фером. Хроматографию проводили на хроматографе 
ÄKTA Purifier-10 со скоростью потока 1 мл / мин, 
выход белковых продуктов оценивали денситометри-
ей элюата при 280 нм. После отмывки колонки от не-
связавшейся белковой фракции на колонку подавали 
градиент 0–40 % 1 М раствора NaCl в буфере 10 мМ 
Трис-HCl, рН 7,8. Собирали фракции объемом по 1 мл 
для их последующего анализа методом SDS-электро-
фореза в полиакриламидном геле по Лэммли на на-

личие IgG и оценки степени чистоты препарата. 
Фракции, имеющие молекулярную гомогенность 
>95 %, объединяли, переводили в PBS с 1 mM ЭДТА, 
концентрировали до содержания белка 8–12 мг / мл 
и стерилизовали фильтрованием через фильтр 0,22 мкм.

очистка препаратов мка от фрагментов  
и молекулярных агрегатов гель-эксклюзионной 
хроматографией
Препараты МКА, полученные описанными выше 

методами, очищали на гель-эксклюзионной колонке 
среднего давления Superdex 200 10 / 300, предвари-
тельно откалиброванной с помощью маркеров ММ. 
На колонку наносили 0,6–1,0 мл раствора МКА в PBS 
с 1 mM ЭДТА и проводили разделение при скорости 
потока PBS с 1 mM ЭДТА 0,5 мл / мин. Выход белко-
вых продуктов оценивали денситометрией элюата 
при 280 нм. Фракции, соответствующие гомогенно-
му препарату IgG, объединяли, концентрировали 
до содержания белка 8–12 мг / мл и стерилизовали 
фильтрованием через фильтр 0,22 мкм.

Выделенные и очищенные до гомогенного состо-
яния МКА тестировали в непрямой реакции имму-
нофлуоресценции (РИФ) в диапазоне концентраций 
от 0,1 до 100 мкг / мл для оценки степени сохранения 
ими иммунологической реактивности и специфич-
ности, после чего использовали иммунореактивные 
МКА для их конъюгирования с РЕ одним из 2 аль-
тернативных методов. Полученные в результате конъ-
югирования продукты после их очистки (см. Резуль-
таты) тестировали в прямой РИФ для оценки 
качества полученных ИФЗ.

Прямая реакция иммунофлуоресценции
Для выполнения прямой РИФ к образцам (100 мкл) 

венозной крови здоровых доноров добавляли 20 мкл 
раствора полученного ИФЗ, инкубировали в течение 
20 мин при 18–25 °С, лизировали эритроциты рас-
твором FACS Lysing Solution (BD Biosciences, США), 
осаждали клетки центрифугированием (5 мин, 300 g), 
ресуспендировали и дважды промывали PBS, фик-
сировали полученные препараты PBS с добавлением 
0,4 % формальдегида.

Проточная цитометрия
В работе использован проточный двулучевой 

 цитометр FACS Calibur (BD Bioscience, США) с про-
граммным пакетом CellQuest. Возбуждение флуорес-
ценции происходило при прохождении клеткой фо-
кального пятна аргонового лазера (мощность 15 mW, 
длина волны 488 нм). Флуоресценцию учитывали 
в спектральном диапазоне 575–595 нм (FL2), соответ-
ствующем спектру эмиссии РЕ. Для анализа клеточных 
популяций учитывали также показатели прямого ма-
лоуглового (FSC) и бокового (SSC) светорассеивания, 
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на основании которых выполняли процедуру гейти-
рования – программного «выделения» субпопуляции 
лимфоцитов и дискриминацию из анализа иных кле-
точных субпопуляций. В каждом образце анализиро-
вали 5000 событий в гейте лимфоцитов. Обработку 
файлов первичных цитометрических данных проводи-
ли с использованием программного пакета WinMDI 2.8, 
находящегося в свободном доступе в сети Интернет. 
Настройка рабочего протокола анализа выполнена 
по рекомендациям С. В. Хайдукова [8].

Результаты
Конъюгирование МКА с РЕ выполняли при мо-

лярном соотношении компонентов 1 : 2. Для этого 
раздельно модифицировали оба компонента реакции 
конъюгирования – РЕ и МКА.

Получение конъюгатов мка и PE с применением  
I метода синтеза
В 500 мкл раствора PBS c 1 mM ЭДТА растворяли 

0,75 мг РЕ, к полученному раствору добавляли 16 мкл 
раствора SPDP в DMSO с концентрацией 1,33 мг / мл, 
реакционную смесь инкубировали 2,5 ч при комнат-
ной температуре в обернутой фольгой пробирке 
на роторном смесителе при постоянном помешива-
нии, после чего в пробирку с реакционной смесью 
добавляли 30 мкл 0,5 М раствора DTT в PBS c 1 mM 
ЭДТА и продолжали инкубацию в тех же условиях 
еще 30 мин.

К 120 мкл раствора МКА в PBS c 1 mM ЭДТА 
(2,5 мг / мл) добавляли 5 мкл раствора SMCC в DMSO 
(1,75 мг / мл), реакционную смесь инкубировали 1 ч 
в темноте при комнатной температуре с периодиче-
ским встряхиванием.

После завершения инкубации обоих компонентов 
модифицированные PE и МКА освобождали от не-
прореагировавших реагентов и низкомолекулярных 
продуктов гель-фильтрацией на колонках PD-10 (Sep-
hadex-25), элюируя их PBS c 1 mM ЭДТА. Полученные 
растворы дериватов PE и МКА объединяли в 1 про-
бирку и инкубировали при +4 °С в темноте в течение 
16 ч, постоянно помешивая на роторном смесителе. 
Реакцию конъюгирования останавливали добавле-
нием 40 мкл 0,1 мМ раствора N-этилмалеимида 
в DMSO с последующей инкубацией при комнатной 
температуре в течение 45 мин. Полученный продукт 
концентрировали на центрифужном мембранном 
концентраторе Centricon-30 до объема ≈0,5 мл.

Получение конъюгатов мка с PE  
с применением II метода синтеза
0,75 мг РЕ растворяли в 500 мкл р-ра PBS c 1 mM 

ЭДТА, к полученному раствору добавляли 12 мкл 
раствора SMCC в DMSO с концентрацией 10 мг / мл, 
реакционную смесь инкубировали 1 ч при комнатной 

температуре в обернутой фольгой пробирке на ро-
торном смесителе.

К 60 мкл раствора МКА в PBS c 1 mM ЭДТА 
(5 мг / мл) добавляли 4 мкл 0,5 М раствора DTT в том 
же буфере и инкубировали 30 мин при комнатной 
температуре с периодическим встряхиванием.

После завершения периода инкубации реакцию 
модифицирования РЕ и МКА останавливали, разде-
ляя ее компоненты гель-фильтрацией на колонках 
PD-10, оба деривата объединяли в одной пробирке 
и инкубировали в темноте в течение 16 ч при +4 °С, 
как это подробно описано выше. Реакцию конъюгиро-
вания останавливали добавлением N-этилмалеимида, 
продукт концентрировали на мембранном концен-
траторе до объема ≈0,5 мл.

разделение продуктов конъюгации
Материал, полученный на предыдущих этапах 

по I и II методикам конъюгирования, наносили на 
гель-эксклюзионную колонку Superdex 200 10 / 300, 
уравновешенную PBS, и проводили хроматографи-
ческое разделение продуктов реакции при скорости 
потока 0,5 мл / мин, детектируя выход продуктов ден-
ситометрией при длинах волн 280 и 565 нм. Фракцию, 
содержащую конъюгат МКА с РЕ (на рис. 3 выделе-
на голубым фоном), собирали и рассчитывали «плот-
ность метки» МКА по формуле:

D / P = C
PE

 / C
IgG

,

где C
PE

 = OD
565

 / 1 960 000. 
C

IgG
 = (OD

280
–0,18 * OD

565
) / 203 000. 

Оптимальная «плотность метки» должна состав-
лять 0,8–1,6.

После разделения очищенные конъюгаты стаби-
лизировали добавлением раствора бычьего сыворо-
точного альбумина до конечной концентрации 
10 мг / мл, консервировали добавлением азида натрия 
(до 0,1 %) и стерилизовали фильтрацией через фильтр 
0,22 мкм.

На рис. 3 показаны хроматографические профи-
ли продуктов реакции конъюгирования МКА a-CD4 
(ICO-86), выполненной двумя альтернативными 
 методами, полученные при двухволновом режиме 
детектирования. Видно, что при использовании ме-
тода I образуются более высокомолекулярные про-
дукты, что вызывает асимметрию соответствующего 
хроматографического пика. Соответственно, и сред-
няя «плотность метки» конъюгата, полученного 
по методу I, составляет 1,4, в то время как для конъ-
югата, полученного по методу II, она составила 1,1, 
что приближается к эквимолярному соотношению – 
на 1 молекулу Ig привязана 1 молекула флуорофора.

Для оценки специфической иммунореактивности 
полученных конъюгатов были произведены серийные 
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разведения обоих препаратов, и полученные раство-
ры использованы для выполнения прямой РИФ с об-
разцами крови здорового донора. На рис. 4 представ-
лены результаты РИФ, учтенные методом проточной 
цитометрии, для разных разведений исходных конъ-
югатов, полученных по методам I (обозначено на ри-
сунке как CD4PE-1) и II (CD4PE-2). Видно, что сме-
щение пика специфической флуоресценции (правый 
пик на каждой гистограмме) влево и, соответственно, 
снижение соотношения сигнал / шум (обозначено 
S / N XXX в верхней части каждой гистограммы) 

наблюдаются для конъюгатов CD4PE-1 при разве-
дениях >1 : 200, а для конъюгатов CD4PE-2 – для раз-
ведений >1 : 400, следовательно, именно такие зна-
чения предельных разведений, после которых 
результаты цитометрического анализа начинают 
искажаться (снижается регистрируемая интенсив-
ность специфической флуоресценции), следует при-
нимать за рабочий титр соответствующих реагентов. 
В нижней части рис. 4 представлена гистограмма 
цитометрического анализа того же образца крови 
с использованием в качестве ИФЗ контрольного 

рис. 3. Хроматограммы разделения продуктов конъюгирования МКА a-CD4 (ICO-86) с РЕ по методам I (а) и II (б). Голубая область соот-
ветствует фракциям, взятым для дальнейшего цитометрического исследования

Fig. 3. Separation chromatograms of ICO-86 conjugation products with PE by the method I (a) and the method II (б). The blue area corresponds  
to the fractions taken for cytometric analyses (ICO-86–1 and ICO-86–2 respectively)
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рис. 4. Гистограммы CD4 положительных клеток, полученные  с помощью конъюгатов: а – ICO-86-1 в разведениях 1 : 100, 1 : 200 и 1 : 400; 
б – ICO-86-2 в разведениях 1 : 200, 1 : 400 и 1 : 600; в  – анти-CD4-PE конъюгатом фирмы BD Biosciences в рабочем разведении

Fig. 4. Histograms of CD4 positive cells obtained by conjugates: а – ICO-86-1 in 1 : 100, 1 : 200 and 1 : 400 dilutions; б – ICO-86-2 in 1 : 200, 1 : 400 
and 1 : 600 dilutions; в – with anti-CD4-PE conjugat BD Biosciences in the working dilution
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препарата МКА a-CD4 / PE (BD Biosciences, США) – 
количественные результаты измерения доли CD4- 
позитивных клеток, выявленные с применением 
созданных в рамках настоящей работы ИФЗ и конт-
рольного коммерческого реагента, полностью сов-
падают.

Таким образом, оба метода конъюгирования МКА 
с РЕ позволяют получать ИФЗ, пригодные для ис-
следований клеточных популяций методом проточ-
ной цитометрии, однако по полученным результатам 
(более низкий уровень включения метки, близкий 
к эквимолярному, более высокий иммунометриче-
ский титр конечного продукта, более высокое соот-
ношение сигнал / шум) позволяет отдать предпочте-
ние методу II.

Поскольку описанная методика получения ИФЗ 
с использованием РЕ в качестве флуорофора пред-
ставляется значительно более громоздкой в сравне-
нии с применением для тех же целей низкомолеку-
лярных активных флуоресцентных красителей, 
возникает вопрос о целесообразности столь тщатель-
ной предварительной очистки МКА перед выполне-
нием реакции конъюгирования.

Для оценки важности тщательной очистки ис-
ходных МКА перед их конъюгированием с РЕ ис-
пользовали МКА a-CD8 (ICO-31), выделенные из ас-
цитной жидкости мышей методом сульфатного 
осаждения с последующей анионообменной хрома-
тографией на колонке Mono Q. В результате реали-
зации предпочтительного метода II конъюгирования 
на выходе процесса получили продукт с невысокой 

«плотностью метки» (<0,8) и показывающий низкий 
рабочий титр ИФЗ (<1 : 50). Те же самые препараты 
МКА, дополнительно очищенные гель-эксклюзион-
ной хроматографией на колонке Superdex 200 10 / 300, 
так же как МКА того же клона, выделенные из асцит-
ной жидкости на аффинном сорбенте HiTrap rProtein G, 
после выполнения конъюгирования с РЕ по методике 
II показали сопоставимые результаты: «плотность мет-
ки» конъюгатов составила 1,1 и 1,2 соответственно, 
а рабочий титр обоих реагентов был равен 1 : 200.

Вместе с тем отдельные из используемых нами 
клонов МКА не выдерживали процедуры аффинной 
очистки на белке G, утрачивая специфическую им-
мунореактивность в процессе кислотной элюции, 
что следует учитывать при выборе метода для работы 
с каждым конкретным клоном МКА.

Заключение
Для создания ИФЗ на базе МКА серии ICO при-

менимы оба приведенных метода конъюгирования 
МКА с РЕ, однако метод II, при котором химической 
модификации бифункциональным агентом SMCC 
подвергается только молекула PE по ее свободным 
аминогруппам, а молекула Ig сохраняется в макси-
мально нативном состоянии, исключая дозированное 
восстановление части дисульфидных групп, является 
предпочтительным. Предварительная тщательная 
многостадийная очистка МКА позволяет в лабора-
торных условиях получить продукт, не уступающий 
по своим аналитическим характеристикам зарубеж-
ным коммерческим аналогам.
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ЭкСПреССия Бета-III тУБУлина  
в ткани рака ПиЩевода и окрУЖаЮЩей 

морФолоГичеСки нормалЬной ткани

и. а. мамичев1, т. а. Богуш1, е. а. Богуш1, а. н. Гришанина1, н. о. вихлянцева1,  
н. С. Сапрыкина1, а. а. каменский2

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24; 

2ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова»;  
Россия, 119991 Москва, ул. Ленинские Горы, 1

Контакты: Иван Андреевич Мамичев Mamichev99@gmail.com

Введение. Белок микротрубочек бета-III тубулин (TUBB3) в норме не экспрессируется в эпителиальных клетках, но при-
сутствует во многих опухолях эпителиального происхождения. Мы предположили, что выявление экспрессии TUBB3 в мор-
фологически нормальной ткани за пределами первичной опухоли может использоваться для молекулярной диагностики 
местной распространенности опухолевого процесса, что особенно важно для локально рецидивирующих опухолей, в частно-
сти, для рака пищевода.
Цель исследования – количественная оценка экспрессии TUBB3 в опухолевой и окружающей морфологически нормальной 
ткани пищевода, прилежащей к опухоли и отдаленной от нее.
Материалы и методы. Методом проточной иммуноцитофлуориметрии исследована экспрессия белка TUBB3 в хирургических 
биопсийных образцах рака пищевода и морфологически нормальной ткани органа 40 оперированных больных.
Результаты. Экспрессия TUBB3 выявлена в 35 из 40 исследованных образцов рака пищевода, в 10 из 13 образцов прилежащей 
к опухоли морфологически нормальной ткани пищевода и в 25 из 40 образцов максимально удаленной от опухоли ткани пищевода 
вблизи края резекции. В подавляющем большинстве случаев уровень и интенсивность экспрессии TUBB3 у каждого больного 
в опухоли превышали те же показатели в отдаленной морфологически нормальной ткани. Показано, что в ряду «норма → норма 
вблизи опухоли → опухоль» экспрессия TUBB3 растет, т. е. прослеживается положительный градиент уровня и интенсивности 
экспрессии белка по мере приближения к опухоли.
Заключение. Экспрессия ассоциированного с опухолевым ростом белка TUBB3 за пределами первичной опухоли указывает 
на молекулярную вовлеченность в опухолевый процесс визуально нормальной ткани органа и может использоваться в качестве 
дополнительного показателя при стадировании заболевания и определении тактики послеоперационного ведения пациентов.

Ключевые слова: рак пищевода, бета-III тубулин, проточная цитофлуориметрия

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-3-48-52

BETa-III TuBulIN EXPRESSIoN IN ESoPhaGEal CaNCER  
aNd adJaCENT MoRPholoGICally NoRMal TISSuE

I. A. Mamichev1, T. A. Bogush1, E. A. Bogush1, A. N. Grishanina1, N. O. Vikhlyantseva1, N. S. Saprykina1, A. A. Kamenskiy2

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

2Lomonosov Moscow State University; GSP-1, Leninskie Gory, Moscow 119991, Russia

Introduction. Beta-III tubulin (TUBB3), the structural protein of microtubules, is not expressed in normal epithelium, but is frequently 
present in different epithelial tumors. We suggested that the screening for TUBB3 in morphologically normal tissue outside the tumor may 
be used for the molecular diagnostics of the local spread of cancer, which is particularly significant in case of the tumors with a high rate 
of local recurrence, like esophageal cancer.
Objective. The quantitative assessment of TUBB3 expression in tumor and morphologically normal esophageal tissue adjacent and remote 
from the tumor.
Materials and methods. The expression of TUBB3 in surgical biopsy specimens of tumor and morphologically normal tissue derived from 
40 patients after radical surgery for esophageal cancer was measured by immunocytometry.
Results. TUBB3 expression was detected in 35 out of 40 studied samples of esophageal cancer, as well as in 10 out of 13 samples of mor-
phologically normal esophagus tissue adjacent to the tumor, and in 25 out of 40 samples of esophagus tissue most distant from the tumor near 
the resection edge. It was shown that the expression of TUBB3 in tissue specimens increases as follows: “normal tissue → adjacent normal 
tissue → tumor”, which basically means the existence of a positive gradient of TUBB3 expression level and intensity towards the tumor.
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Conclusion. The expression of TUBB3, a protein associated with tumor growth, outside the primary tumor may indicate that the tissue 
appearing to be normal is already affected by the malignancy. It can be used as an additional factor in tumor staging and post-operative 
patient management.

Key words: esophageal cancer, βIII-tubulin, flow cytometry

Введение
Бета-тубулины – семейство белков, входящих 

в состав микротрубочек: у позвоночных известно как 
минимум 9 изоформ бета-тубулина, которые коди-
руются разными генами и экспрессируются в разных 
тканях.

В злокачественных опухолях часто экспресси-
руются нетипичные для исходной ткани изоформы 
бета-тубулина. В частности, белок бета-III тубулин 
(TUBB3), который в норме присутствует только 
в нейронах, меланоцитах, эндотелиоцитах и макро-
фагах, экспрессируется многими опухолями эпите-
лиального происхождения [1]. TUBB3 связан с устой-
чивостью к препаратам из группы таксанов [2], 
а также обеспечивает выживание опухолевых клеток 
в неблагоприятном микроокружении и, возможно, 
увеличивает метастатический потенциал опухоли [3].

Поскольку TUBB3 в норме отсутствует в боль-
шинстве тканей, мы предположили, что выявление 
его в морфологически нормальной ткани за пределами 
опухоли может быть использовано для молекулярной 
диагностики местной распространенности опухо-
левого процесса. Обнаружение TUBB3-позитивных 
клеток за пределами опухоли будет указывать на бол́ь-
шую распространенность болезни [4].

Молекулярная диагностика локальной распро-
страненности особенно важна для опухолей, харак-
теризующихся частым местным рецидивированием, 
в частности, для рака пищевода – высокоагрессивной 
опухоли с крайне неблагоприятным прогнозом. Даже 
после радикальной операции в течение года у 20 % 
больных диагностируются местные рецидивы опухо-
ли [5].

Цель исследования – количественная оценка экс-
прессии ассоциированного с опухолевым ростом 
белка TUBB3 в опухолевой и окружающей морфоло-
гически нормальной ткани пищевода, прилежащей 
к опухоли и отдаленной от нее.

Материалы и методы
Изучены хирургические биопсийные образцы 

рака пищевода и морфологически нормальной ткани 
40 больных. У каждого больного охарактеризована 
экспрессия TUBB3 в опухолевой и морфологически 
нормальной ткани, удаленной от первичного очага. 
Дополнительно у 13 пациентов исследован матери-
ал ткани пищевода, непосредственно прилежащей 
к опухоли. Суммарно исследовано 93 образца.

Иммунофлуоресцентный анализ экспрессии 
TUBB3 проведен с помощью непрямой реакции им-
мунофлуоресценции на проточном цитофлуориметре. 
Ранее метод проточной цитофлуориметрии, тради-
ционно применяемый в исследованиях биологиче-
ских жидкостей и клеток in vitro, был адаптирован для 
изучения сол̀идных опухолей человека. Кратко: в про-
цессе пробоподготовки хирургические биопсийные 
образцы переводят в одноклеточную суспензию и фи-
ксируют 10 % раствором нейтрального формалина [6].

Для определения TUBB3 использованы первич-
ные мышиные моноклональные антитела (ab7751, 
клон TU-20, Abcam, Великобритания), специфич-
ные к фрагменту аа441–448 последовательности 
белка TUBB3 в конечной концентрации 0,16 мкг / мл. 
В качестве вторичных антител использованы козьи 
антимышиные поликлональные антитела, конъ-
югированные с красителем DL650 (ab98729, Abcam, 
Великобритания) в конечной концентрации 0,5 мкг / мл.

Инкубацию клеток с антителами проводили 
в темноте при 4 °С в течение 15–20 ч (ночь). После 
инкубации суспензию клеток отмывали 0,5 % рас-
твором бычьего сывороточного альбумина (BSA) 
в фосфатном буфере (рН 7,4), добавляли вторичные 
антитела и инкубировали в течение 1,5 ч при 4 °С. 
Для выведения из анализа дебриса и эритроцитов 
после завершения инкубации с вторичными антите-
лами клетки инкубировали в течение 15 мин со специ-
фическим красителем ДНК Hoechst 33258 (Sigma-
Aldrich, США) в концентрации 1,2 мкг / мл. После 
окончания инкубации пробы дважды отмывали рас-
твором BSA.

Измерение флуоресценции проводили на про-
точном цитофлуориметре Navios (Beckman Coulter, 
США) с применением программного обеспечения 
Navios Software. Исследованы 2 показателя экспрес-
сии белка: 1) уровень экспрессии – доля специфиче-
ски флуоресцирующих клеток, выраженная в про-
центах, и 2) интенсивность экспрессии – средняя 
интенсивность флуоресценции всех клеток за выче-
том автофлуоресценции (ΔMFI, в у. е.). Для попарных 
сравнений использован одновыборочный критерий 
Вилкоксона с поправкой на множественные сравнения.

Результаты и обсуждение
Экспрессия TUBB3 зарегистрирована в большин-

стве исследованных образцов рака пищевода. При 
этом отмечена значительная гетерогенность уровня 
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экспрессии маркера в опухоли у разных пациентов: 
минимальное значение уровня экспрессии TUBB3 – 
в 7 % клеток, максимальное – в 60 %, медиана – 36 %, 
а половина всех значений заключена в интервале 
от 22 до 51 %. Та же закономерность проявляется при 
анализе интенсивности экспрессии TUBB3 (см. таб-
лицу).

Неожиданным оказалось обнаружение TUBB3 
в морфологически нормальной ткани пищевода, как 
удаленной от первичной опухоли, так и непосред-
ственно прилежащей к ней. Экспрессия TUBB3 
в этих группах также оказалась неоднородной: ми-
нимальный уровень экспрессии – в 3 % клеток, мак-
симальный – 75 %, медиана – 21 %, половина всех 
значений заключена в интервале от 13 до 31,5 %. 
Полностью количественные характеристики экспрес-
сии TUBB3 в опухолевой и морфологически нормаль-
ной ткани пищевода приведены в таблице.

Отдельная проблема, требующая пристального 
внимания, – определение пороговых значений экс-
прессии TUBB3 в опухоли, ниже которых ее можно 
считать негативной. Как уже упоминалось, белок 
TUBB3 не выявляется в большинстве нормальных 
клеток пищевода, однако существуют данные, со-
гласно которым белок экспрессируется в базальных 
клетках [7]. Эти клетки, несомненно, присутствуют 
в исследуемых суспензионных образцах, и при этом 
известно, что в ткани пищевода на базальный слой 
у человека приходится около 15 % всей толщины 
эпителия [8]. В связи с этим мы приняли пороговый 
уровень экспрессии TUBB3 равным 15 %.

С учетом выбранного порогового значения экс-
прессия TUBB3 выявлена в 87,5 % исследованных 
образцов рака пищевода (35 из 40). В прилежащей 
к опухоли морфологически нормальной ткани пище-
вода экспрессия TUBB3 выявлена в 76,9 % образцов 
(10 из 13). В удаленной от опухоли морфологически 
нормальной ткани пищевода – в 62,5 % образцов 
(25 из 40).

Важно отметить, что у 95 % больных (38 из 40) 
уровень экспрессии TUBB3 в опухоли был выше, 
чем в нормальной ткани, а в 90 % случаев (36 из 40) 
в опухоли была выше и интенсивность экспрессии 
маркера.

Чтобы оценить статистическую силу наблюдае-
мых различий экспрессии TUBB3 в опухолевом узле 
и морфологически нормальной ткани на разном от-
далении от него, проведено попарное сравнение по-
казателей экспрессии TUBB3 в 3 связанных группах 
с введением поправки на множественные сравнения. 
Результаты представлены на рисунке.

Видно, что в ряду «норма → норма вблизи опу-
холи → опухоль» экспрессия TUBB3 растет, т. е. про-
слеживается положительный градиент уровня и ин-
тенсивности экспрессии белка по мере приближения 
к опухоли. Статистически значимые различия по 
уровню и интенсивности экспрессии TUBB3 выяв-
лены как между опухолевой и отдаленной морфоло-
гически нормальной тканью пищевода, так и между 
опухолью и непосредственно прилежащей к ней нор-
мальной тканью. В то же время разница показателей 
экспрессии TUBB3 в морфологически нормальной 

Количественные показатели нормальной и злокачественной ткани пищевода

Quantitative date of TUBB3 expression in normal and malignant esophageal tissue

Группы сравнения 
Comparison groups

минимум 
Minimum

нижний квартиль 
lower quartile

медиана 
Median

верхний квартиль 
upper quartile

максимум 
Maximum

Уровень экспрессии TuBB3 (%) 
TuBB3 expression level (%) 

Норма, n = 40 
Norm, n = 40

3 13 21 31,5 75

Норма вблизи опухоли, n = 13 
Norm near the tumor, n = 13

6 15,5 31 45 56

Опухоль, n = 40 
Tumor, n = 40

7 22 36 51 60

интенсивность экспрессии TuBB3 (у. е.) 
TuBB3 expression intensity (conventional unit)

Норма, n = 40 
Norm, n = 40

3 7 15,5 22 65

Норма вблизи опухоли, n = 13 
Norm near the tumor, n = 13

2 7,5 13 32,5 76

Опухоль, n = 40 
Tumor, n = 40

0 19 31 56 184
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ткани на разном отдалении от опухоли оказалась ста-
тистически незначимой. Последнее, впрочем, может 
быть обусловлено малым количеством образцов при-
лежащей к опухоли морфологически нормальной 
ткани, и результаты требуют дальнейшего уточнения.

Заключение
Впервые с использованием строго количествен-

ного метода показано, что в морфологически нор-
мальной ткани пищевода, пораженного опухолевым 
процессом, выявляется ассоциированный с опухоле-
вым ростом молекулярный маркер TUBB3. Экспрес-
сия белка в морфологически нормальной ткани пи-
щевода всегда ниже, чем в опухоли, и варьирует 
в широких пределах: от 3 до 75 % клеток, экспресси-
рующих TUBB3.

Учитывая, что экспрессия TUBB3 в норме неха-
рактерна для ткани пищевода, полученные данные 
свидетельствуют о наличии малигнизированных кле-

ток за пределами первичной опухоли – в окружаю-
щей морфологически нормальной ткани. Это может 
отражать наличие «опухолевого поля», т. е. множе-
ственных фокусов трансформированных клеток 
по всему органу, невыявляемых под микроскопом [9], 
что в свою очередь указывает на молекулярную во-
влеченность в опухолевый процесс морфологически 
нормальной ткани органа. Аналогичные результаты 
были получены нами ранее при сравнительной оцен-
ке количественных показателей экспрессии TUBB3 
в ткани немелкоклеточного рака легкого и окружаю-
щей морфологически нормальной ткани органа [10].

Мы считаем, что экспрессия TUBB3 за предела-
ми первичной опухоли указывает на молекулярную 
вовлеченность в опухолевый процесс визуально нор-
мальной ткани органа и может использоваться в каче-
стве дополнительного показателя при стадировании 
заболевания и определении тактики послеопераци-
онного ведения пациентов.

Количественные показатели экспрессии TUBB3 в нормальной и опухолевой ткани пищевода: а – уровень экспрессии; б – интенсивность 
экспрессии. *Различия статистически значимы; ns – различия статистически незначимы

Quantitative indicators of TUBB3 expression in normal and tumor tissue of the esophagus: a – expression level; б – expression intensity. *Differences 
are statistically significant; ns – differences are not statistically significant
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доклиничеСкое иЗУчение СУБХроничеСкой 
токСичноСти ормУСтина на СоБакаХ

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

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24

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

Введение. В Национальном медицинском исследовательском центре онкологии им. Н. Н. Блохина проведены доклинические 
токсикологические исследования ормустина – нового противоопухолевого препарата из класса нитрозоалкилмочевин. В ра-
боте представлены результаты изучения субхронической токсичности ормустина на собаках.
Цель исследования – изучение субхронической токсичности ормустина на собаках при ежедневном 3-кратном внутривенном 
введении.
Материалы и методы. Исследование проведено на 12 собаках породы английский бигль, самцах и самках. Ормустин вводили 
внутривенно ежедневно 3-кратно в суммарных дозах 1, 5, 10, 20 и 30 мг / кг. В ходе эксперимента проводили клинико-ла-
бораторные исследования, а также патоморфологическое исследование для изучения повреждающего действия ормустина 
на органы и ткани.
Результаты. Ормустин в дозах 20 и 30 мг / кг вызывал гибель животных на 7-е и 8-е сутки наблюдения на фоне выраженной 
гемато- и гастроинтестинальной токсичности. У собак, получавших препарат во всех дозах, наблюдались внешние прояв-
ления интоксикации и изменения поведенческих реакций, снижение массы тела в течение всего срока наблюдения. Установ-
лено, что препарат оказывает дозозависимое миелосупрессивное действие. Ормустин вызывает выраженные морфологиче-
ские изменения разной степени обратимости в тонкой кишке, почках, щитовидной железе, печени, лимфатических узлах, 
селезенке, сердце и гонадах, менее выраженные – в толстой кишке, желудке и мочевом пузыре.
Выводы. По результатам исследования суммарные дозы ормустина 20 и 30 мг / кг охарактеризованы как летальные, 
5 и 10 мг / кг – высокие токсические, 1 мг / кг – низкая токсическая доза.

Ключевые слова: ормустин, производное нитрозомочевины, доклиническое исследование, токсичность, лабораторные собаки

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-3-53-62

PRE-ClINICal STudy oF SuBChRoNIC ToXICITy oF oRMuSTINE IN doGS

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 of the Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Sh., Moscow 115478, Russia

Introduction. In N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology were made preclinical toxicological studies of оrmustine, 
a new antitumor drug from the class of nitrosoureas. The paper presents some results of study the subchronic toxicity of оrmustine in dogs.
Objective. The objective of the present study was to investigate the subchronic toxicity of оrmustine on dogs with a daily intravenous ad-
ministration during 3 days.
Materials and methods. The study was performed in 12 dogs of the English beagle breed of males and females. Ormustine was adminis-
tered intravenously daily during 3 days in total doses of 1, 5, 10, 20 and 30 mg / kg. During the experiment, to study the damaging effect 
of ormustin on organs and tissues, clinical and lab tests and pathomorphological examinations were performed.
Results. Ormustin in doses of 20 and 30 mg / kg caused the death of animals on the 7th and 8th day of observation against the background 
of severe hemato-and gastrointestinal toxicity. In dogs receiving the drug in all doses, there were external manifestations of intoxication 
and changes in behavioral reactions, weight loss during the entire observation period. It was found that the drug had a dose-related 
myelosuppressive effect. Ormustin caused pronounced morphological changes of varying degrees of reversibility in the small intestine, 
kidneys, thyroid gland, liver, lymph nodes, spleen, heart and gonads; less pronounced – in the large intestine, stomach and bladder.
Conclusion. According to the study, the total doses of оrmustine 20 and 30 mg / kg were characterized as lethal, 5 and 10 mg / kg – high 
toxic, 1 mg / kg – low toxic dose.

Key words: оrmustine, derivative of nitrosourea, preclinical study, toxicity, laboratory dogs
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Введение
По данным за 2016 г., в структуре смертности 

населения России онкологические заболевания зани-
мают 2-е место после болезней сердечно-сосудистой 
системы [1]. У детей в числе солидных злокачествен-
ных новообразований лидируют опухоли централь-
ной нервной системы, в частности, самыми распро-
страненными считаются глиомы [2].

В качестве химиотерапевтической составляющей 
лечения некоторых разновидностей рака мозга, ме-
ланомы, а также других нозологий используют пре-
параты из группы нитрозомочевин [3–4]. Один 
из представителей этого класса – ормустин, синте-
зированный в Институте органического синтеза 
им. И. Я. Постовского УрО РАН, может оказаться 
полезным в терапии перечисленных заболеваний [5]. 
В Национальном медицинском исследовательском 
центре онкологии им. Н. Н. Блохина разработана ле-
карственная форма – ормустин, лиофилизат для при-
готовления раствора для инъекций 125 мг [6], проведе-
ны ее доклинические исследования [7, 8]. Установлено, 
что препарат по сравнению с ближайшим его аналогом 
лизомустином в большей степени накапливается в опу-
холевых тканях, мозге, легких и других органах [9]. 
В лаборатории фармакологии и токсикологии Нацио-
нального медицинского исследовательского центра 
онкологии им. Н. Н. Блохина было проведено полное 
доклиническое токсикологическое исследование пре-
парата [10, 11]. В данной статье приведены результа-
ты заключительной части исследования – изучения 
субхронической токсичности ормустина на собаках.

Цель исследования – доклиническое изучение 
субхронической токсичности нового противоопухо-
левого препарата ормустин на собаках.

Материалы и методы
Исследования выполнены в соответствии с оте-

чественными и международными требованиями 
[12, 13]. Работа проведена на здоровых собаках по-
роды английский бигль, самцах и самках, полученных 
из разведения Национального медицинского иссле-
довательского центра онкологии им. Н. Н. Блохина. 
Ормустин использовали в лиофилизированной ле-
карственной форме, вводили в рекомендованной 
концентрации (растворитель – 5 % раствор глюкозы) 
внутривенно ежедневно 3-кратно в 3 дозах, рассчи-
танных, исходя из опытов по острой и субхронической 
токсичности на мелких лабораторных животных при 
пересчете на собак: суммарные дозы 10, 20 и 30 мг / кг. 
Однако животные оказались высокочувствительны-
ми к ормустину. Две собаки после применения пре-
парата в суммарных дозах 20 и 30 мг / кг пали на 8-е 
и 7-е сутки соответственно после окончания введе-
ний, в связи с чем было принято решение об эли-
минации доз до 1 и 5 мг / кг и постановке II этапа 

эксперимента. Таким образом, в данной статье пред-
ставлены обобщенные результаты изучения суб-
хронической токсичности ормустина на 12 собаках 
в 5 суммарных дозах (1, 5, 10, 20 и 30 мг / кг). День 
последнего введения принимали за 0. Дизайн иссле-
дования представлен в табл. 1.

Критериями оценки субхронической токсичности 
были сроки гибели и число павших животных, пове-
денческие реакции, масса тела животных, клиническая 
картина интоксикации, данные клинико-лаборатор-
ных исследований (клинический и биохимический 
анализы крови, электрокардиограмма), аутопсии 
павших и выведенных из эксперимента животных 
с макроскопической и гистологической оценками.

Оценивали действие ормустина на перифериче-
скую кровь, функциональное состояние сердечно-со-
судистой системы, печени, почек, желудочно-кишеч-
ного тракта. Предварительно определяли фоновые 
показатели, считая результаты, полученные для ка-
ждой собаки, контрольными. Полученные в ходе 
эксперимента данные сравнивали с контрольными 
значениями и нормами.

По результатам исследования субхронической 
токсичности на собаках устанавливали уровни ток-
сических доз, а именно дозы, вызывающие значи-
тельные токсические изменения в органах и тканях 
(высокие токсические дозы), слабые незначительные 
изменения (низкие токсические дозы) и не вызыва-
ющие нарушений в органах и тканях (высокие неток-
сические дозы).

Результаты и обсуждение
При доклинических токсикологических иссле-

дованиях ормустина установлено, что препарат, при-
мененный в суммарных дозах 20 и 30 мг / кг, вызывал 
гибель животных (см. табл. 1). У собак, получивших 
препарат во всех дозах, были отмечены внешние про-
явления интоксикации и изменение поведенческих 
реакций на протяжении эксперимента. Так, непо-
средственная реакция животных на введение орму-
стина независимо от величины примененной дозы 
проявлялась состоянием оглушенности, дезориента-
цией и адинамией в течение 2–3 ч после инъекции. 
Помимо этого, у некоторых собак применение пре-
парата в дозе 5 мг / кг вызывало дефекацию, мочеис-
пускание и рвотные позывы, а в дозах 10–30 мг / кг – 
однократную или многократную рвоту. В течение 
всего курса введения ормустина и 1 суток после его 
окончания животные не проявляли обычной актив-
ности.

У собак, получивших препарат во всех дозах, от-
мечали внешние признаки гастроинтестинальной 
токсичности: уменьшение массы тела с 3–14-х суток 
на 5–35 %, в дозах 10–30 мг / кг – ухудшение аппетита, 
сохранявшееся до конца срока наблюдения, и жидкий 
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стул у 2 собак на 7-е сутки наблюдения. У всех самок, 
получивших ормустин в дозах 10–30 мг / кг, на 3-и сут-
ки наблюдения отмечали появление серо-коричне-
вого налета в области петли (предположительно, 
кандидоза, сохранявшегося до конца эксперимента).

Препарат оказывал влияние на показатели перифе-
рической крови животных во всех дозах, вызывая сни-
жение количества лейкоцитов в основном с 3-х суток 
наблюдения и колебание количества тромбоцитов 
с 3–7-х суток наблюдения, частично или полностью 

таблица 1. Дизайн исследования субхронической токсичности ормустина на собаках

Table 1. Design of оrmustine subchronic toxicity study on dogs

№ 
группы 
Group 

№ 

Суммарная 
доза, мг / кг 

Total dose, 
mg/kg

разовая
доза, мг / кг 
Single dose, 

mg/kg

режим 
и путь 

введения 
Mode and 

route  
of admi-

nistration

число животных 
Number of animals

вскрытых 
на 3-и сутки 
наблюдения 

dissected on the 3rd day  
of administration

вскрытых 
на 30-е сутки
наблюдения 

dissected on the 30th day  
of administration

вскрытых 
на 60-е сутки
наблюдения 

dissected on the 60th day 
of administration

1 1,00 0,33

Внутри- 
венно, 

ежедневно 
в течение 

3 дней 
Intravenously, 
daily for 3 days

 – 2 ♀ 1 ♀

2 5,00 1,67  – 2 ♀ 1 ♀

3 10,00 3,30 1♂ 1 ♀  – 

4 20,00 6,70 1♂ 1 ♀ (пала на 8-е сутки) 
1 ♀ (died on the 8-th day) 

 – 

5 30,00 10,00 1♀ 1 ♀ (пала на 7-е сутки) 
1 ♀ (died on the 7-th day) 

 – 

таблица 2. Динамика уровня лейкоцитов в крови собак после 3-кратного ежедневного внутривенного введения ормустина

Table 2. Dynamics of the level of leukocytes in the blood of dogs after 3-times daily intravenous administration of оrmustine

доза 
суммарная, 

мг / кг 
Total dose, 

mg/kg

№ собаки /
 пол 

No. of dog/ 
sex

Сутки наблюдения 
day of observation

Фон 1 
Background 1

Фон 2 
Background 2

3 
3

7 
7

14 
14

21 
21

30 
30

45 
45

60 
60

общее число лейкоцитов (6,0–17,0 тыс. в мм3) 
Total leukocytes count (6.0–17.0 thousand per mm3)

1

1 / ♀ 13,1 15,6 13,4 12,1 11,4 10,2 10,9 10,8 8,6

2 / ♀ 12,9 13,1 8,2 8,5 7,2 6,3 7,6  –  – 

3 / ♀ 16,2 15,8 13,5 16,3 16,6 16,3 16,2  –  – 

5

4 / ♀ 8,6 9,4 5,3 4,2 3,3 8,0 9,2  –  – 

5 / ♀ 10,1 10,5 6,5 4,3 6,8 7,6 9,3  –  – 

6 / ♀ 10,5 13,1 7,3 4,3 6,0 6,9 13,9 11,0 12,2

10
7 / ♂ 13,0 16,7 6,5  –  –  –  –  –  – 

8 / ♀ 15,4 14,0 5,3 2,0 4,6 10,1 11,1  –  – 

20
9 / ♂ 11,8 12,4 1,4  –  –  –  –  –  – 

10* / ♀ 11,9 15,3 2,7 2,5  –  –  –  –  – 

30
11 / ♀ 7,3 10,2 2,0  –  –  –  –  –  – 

12* / ♀ 10,6 9,9 1,7  –  –  –  –  –  – 

*Собака пала. 
*The dog has died.
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обратимые в дозах 1–10 мг / кг и необратимые в дозах 
20–30 мг / кг (табл. 2, 3). Снижение количества эри-
троцитов, гемоглобина и гематокрита было отмечено 
у собак, получивших ормустин в дозах ≥5 мг / кг, оно 
начиналось с 3–21-х суток наблюдения в за висимости 
от величины примененной дозы и было полностью 
обратимым лишь при 5 мг / кг. Также выявлено уве-
личение скорости оседания эритроцитов на 14-е сут-
ки наблюдения у собаки, получившей препарат в до-
зе 10 мг / кг, и на 7-е сутки – у собаки, получившей 
препарат в дозе 20 мг / кг (перед гибелью).

Биохимическое исследование сыворотки крови 
собак, получивших ормустин во всех дозах, выявило 
небольшое уменьшение уровня мочевины с 3-х до 
21-х суток наблюдения и колебания активности пе-
ченочных ферментов на протяжении всего срока 
эксперимента относительно фоновых показателей 
и физиологических норм (табл. 4, 5).

При изучении влияния ормустина на функции 
сердца установлено, что препарат, примененный в до-
зе 5 мг / кг, вызывал качественные изменения элек-
трической активности сердца: появление зубца R 
с зазубринами (7–30-е сутки) и единичных желудоч-
ковых экстрасистол (45-е сутки наблюдения). После 
воздействия препарата в дозе 10 мг / кг наблюдались 

только количественные изменения: уменьшение чис-
ла сердечных сокращений на 3–14-е сутки наблюде-
ния, увеличение интервалов QТ и РQ. Ормустин, 
примененный в дозах 20–30 мг / кг, вызывал в основ-
ном качественные изменения электрической актив-
ности сердца на 3-е и 7-е сутки наблюдения: инвер-
сию зубца Т, появление патологически глубокого 
зубца Q, зубца R с зазубринами. Только у 1 собаки, 
получившей препарат в дозе 20 мг / кг, на 3–7-е сутки 
наблюдения было отмечено уменьшение числа сер-
дечных сокращений.

При гистологическом изучении внутренних ор-
ганов собак, получивших препарат во всех дозах, 
произошли изменения различной степени выражен-
ности в тонком кишечнике, почках, селезенке, щи-
товидной железе, гонадах. Кроме того, после введения 
ормустина в дозах ≥5 мг / кг обнаружены изменения 
в печени, сердце и лимфатических узлах, а после при-
менения в дозах 20–30 мг / кг – также в толстой киш-
ке, поджелудочной железе, надпочечниках, желудке, 
мочевом пузыре.

Так, в тонком кишечнике после применения ор-
мустина в дозах 1–10 мг / кг на раннем сроке выявлен 
острый катаральный энтерит, приобретший к концу 
исследования характер хронического с признаками 

таблица 3. Динамика уровня тромбоцитов в крови собак после 3-кратного ежедневного внутривенного введения ормустина

Table 3. Dynamics of the platelet level in the blood of dogs after 3-times daily intravenous administration of оrmustine

доза 
суммарная, 

мг / кг 
Total dose, mg/kg

№ собаки /
 пол 

No. of dog/ 
sex

Сутки наблюдения 
day of observation

Фон 1 
Background 1

Фон 2 
Background 2

3 
3

7 
7

14 
14

21 
21

30 
30

45 
45

60 
60

число тромбоцитов (160–525 тыс. в мм3) 
Platelet count (160–525 thousand per mm3) 

1

1 / ♀ 480 532 512 622 624 548 556 568 486

2 / ♀ 415 510 149 458 428 460 430  –  – 

3 / ♀ 351 375 367 452 476 484 500  –  – 

5

4 / ♀ 418 409 357 331 222 441 402  –  – 

5 / ♀ 327 356 225 218 200 317 372  –  – 

6 / ♀ 420 395 451 312 198 446 458 418 402

10
7 / ♂ 330 445 662  –  –  –  –  –  – 

8 / ♀ 334 379 520 313 76 219 357  –  – 

20
9 / ♂ 332 322 320  –  –  –  –  –  – 

10* / ♀ 414 400 473 65  –  –  –  –  – 

30
11 / ♀ 410 232 374  –  –  –  –  –  – 

12* / ♀ 324 332 382  –  –  –  –  –  – 

*Собака пала. 
*The dog has died.
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таблица 4. Динамика уровня мочевины в сыворотке крови собак после 3-кратного ежедневного внутривенного введения ормустина

Table 4. Dynamics of urea level in the blood serum of dogs after 3 times daily intravenous administration of оrmustine

доза 
суммарная, 

мг / кг 
Total dose, mg/kg

№ собаки /
 пол 

No. of dog/ 
sex

Сутки наблюдения 
day of observation

Фон 1 
Background 1

Фон 2 
Background 2

3 
3

7 
7

14 
14

21 
21

30 
30

45 
45

60 
60

мочевина (4,3–8,0 ммоль / л) 
urea (4,3–8,0 mmol/l) 

1

1 / ♀ 5,4 4,9 3,0 3,6 5,1 4,2 5,0 4,6 4,3

2 / ♀ 5,7 4,6 3,9 3,9 4,1 4,0 4,7  –  – 

3 / ♀ 5,9 6,4 4,2 4,3 5,1 5,4 4,7  –  – 

5

4 / ♀ 4,8 4,5 4,2 3,8 4,7 4,3 3,7  –  – 

5 / ♀ 5,3 4,6 3,4 3,0 4,3 5,4 5,1  –  – 

6 / ♀ 6,0 5,1 3,0 3,7 4,0 3,8 4,3 4,6 4,7

10
7 / ♂ 6,4 6,8 6,1  –  –  –  –  –  – 

8 / ♀ 4,9 6,0 5,9 4,8 6,8 5,7 6,0  –  – 

20
9 / ♂ 5,9 6,1 3,9  –  –  –  –  – 

10* / ♀ 6,3 6,8 6,4 3,9  –  –  –  –  – 

30
11 / ♀ 5,3 4,7 4,9  –  –  –  –  –  – 

12* / ♀ 6,3 5,4 4,5  –  –  –  –  –  – 

*Собака пала. 
*The dog has died.

таблица 5. Динамика активности лактатдегидрогеназы в сыворотке крови собак после 3-кратного ежедневного внутривенного введения ормустина

Table 5. Dynamics of lactate dehydrogenaseactivity in the blood serum of dogs after 3-times daily intravenous administration of оrmustine

доза 
суммарная, 

мг / кг 
Total dose, mg/kg

№ собаки /
 пол 

No. of dog/ 
sex

Сутки наблюдения 
day of observation

Фон 1 
Background 1

Фон 2 
Background 2

3 
3

7 
7

14 
14

21 
21

30 
30

45 
45

60 
60

лактатдегидрогеназа (50–495 ед. / л)  
lactate dehydrogenase (50–495 un/l)

1

1 / ♀ 119 61 192 53 81 337 103 146 148

2 / ♀ 206 143 125 78 59 196 128  –  – 

3 / ♀ 102 76 147 56 79 122 94  –  – 

5

4 / ♀ 93 51 83 27 59 142 47  –  – 

5 / ♀ 192 237 152 169 114 589 181  –  – 

6 / ♀ 117 145 101 121 106 283 110 328 116

10
7 / ♂ 221 134 74  –  –  –  –  –  – 

8 / ♀ 94 151 143 25 110 204 184  –  – 

20
9 / ♂ 120 74 118  –  –  –  –  –  – 

10* / ♀ 173 80 74 42  –  –  –  –  – 

30
11 / ♀ 205 91 745  –  –  –  –  –  – 

12* / ♀ 173 158 141  –  –  –  –  –  – 

*Собака пала. 
*The dog has died.
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частичной регенерации эпителия ворсинок. С увели-
чением доз препарата до 20–30 мг / кг отмечены более 
выраженные катарально-десквамативные воспали-
тельные изменения с появлением очагов некроза 
эпителия ворсинок (рис. 1).

В почках всех животных выявлены выраженные 
воспалительные, дистрофические и деструктивные 
изменения в сосудистых клубочках и извитых каналь-
цах, сохранявшиеся и на 60-е сутки. Помимо этого, 
у упавшей на 7-е сутки наблюдения собаки в почке 
обнаружен участок инфаркта (рис. 2).

Повреждающее действие ормустина на селезенку 
проявляется при применении его в дозах 10–30 мг / кг: 
на раннем сроке обнаружены деструктивные и гипо-
пластические изменения лимфоидных клеток, обра-
тимые к 30-м суткам наблюдения лишь в дозе 10 мг / кг. 
Кроме того, у собак, получивших препарат во всех 
дозах, отмечен отсроченный гемосидероз (рис. 3).

В щитовидной железе на всех сроках наблюдения 
обнаружены очаговые дистрофические, деструктив-
но-воспалительные изменения в фолликулах, кото-
рые носили немного более выраженный характер 
у собак, получивших препарат в дозах 20–30 мг / кг.

Деструктивные и дистрофические изменения 
в гонадах выявлены на ранних сроках наблюдения, 
они усиливались пропорционально примененной 
дозе препарата, сохранялись длительно и не обнару-
живались лишь на 60-е сутки после курса его введения. 
В семенниках они выражались в виде десква мации 
сперматогенного эпителия канальцев, а в яичниках – 
в виде признаков атрезии фолликулов.

В печени отмечали очаговые, преимущественно 
дистрофические изменения гепатоцитов с признака-

рис. 1. Тонкая кишка собаки (окраска гематоксилином и эозином): а – ормустин в суммарной дозе 10 мг / кг, 3-и сутки после окончания 
введений. Воспалительные и деструктивные изменения слизистой оболочки: полнокровие, некроз апикальной зоны ворсинок, деструкция 
и десквамация каемчатого эпителия ворсинок (×100); б – ормустин в суммарной дозе 1 мг / кг, 30-е сутки после окончания введений. Тоталь-
ная десквамация эпителия ворсинок, выраженная сосудистая реакция и инфильтрация стромы (×100); в – ормустин в суммарной дозе 
30 мг / кг, 7-е сутки после окончания введений. Дистрофия и деструкция клеток крипт в слизистой оболочке (×400)

Fig. 1. Dog’s small intestine (hematoxylin and eosin staining): a – оrmus tine in a total dose of 10 mg / kg, 3 rd day after the end of the injections. 
Inflammatory and destructive changes of the mucous membrane: plethora, necrosis of the apical zone of the villi, destruction and desquamation of the limbic 
epithelium of the villi (×100); б – оrmustine in a total dose of 1 mg / kg, 30 th day after the end of the injections. Total desquamation of the villus epithelium, 
severe vascular reaction and stromal infiltration (×100); в – оrmustine in a total dose of 30 mg / kg, 7 th day after the end of the injections. Dystrophy and 
destruction of crypt cells in the intestinal mucosa (×400)

ми обратимости к 60-м суткам наблюдения после 
воздействия препарата только в дозе 5 мг / кг (рис. 4).

Патологические изменения в миокарде проявля-
лись к 30-м суткам наблюдения в виде очагов отека 
и набухания кардиомиоцитов с изменением тинкто-
риальных свойств их цитоплазмы, а после воздей-
ствия ормустина в самой высокой дозе были отмече-
ны и на раннем сроке. К 60-м суткам наблюдения 
изменения уже не регистрировались. У собаки, пав-
шей на 8-е сутки наблюдения, среди мышечных во-
локон обнаружены жировые клетки, часть которых 
замещают кардиомиоциты (рис. 5).

Повреждения лимфатических узлов, выражаю-
щиеся в виде лимфоцитарной гипоплазии, были от-
мечены уже на 3-и сутки наблюдения, сохранялись 
они длительно и к 60-м суткам не регистрировались. 
Помимо того, через 2 мес после окончания курса 
введения ормустина в мозговом веществе были об-
наружены гемосидерофаги.

В толстом кишечнике на раннем сроке отмечена 
очаговая десквамация поверхностного эпителия, со-
хранявшаяся у павших собак.

Гистологическое исследование поджелудочной же-
лезы выявило повреждения ее экзокринных клеток 
в виде очагов дистрофии и деструкции клеток ацинусов 
у павших собак, а в дозе 30 мг / кг – и на раннем сроке.

В надпочечниках изменения выражались в виде 
вакуольной дистрофии, локализующейся на ранних 
сроках в мозговом веществе, и сохранялись у павших 
собак, причем у 1 из них повреждения обнаружены 
и в корковом веществе.

Большинство изменений были более выраженны-
ми и глубокими у павших собак. У них же обнаружены 

а б в
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рис. 2. Почка собаки (окраска гематоксилином и эозином): а – ормустин в суммарной дозе 30 мг / кг, 3-и сутки после окончания введений. 
Корковое вещество. Скопления рыхлого белка и десквамированного эпителия в просвете извитых и прямых канальцев (×100); б – ормустин 
в суммарной дозе 1 мг / кг, 30-е сутки после окончания введений. Корковое вещество. Крупный мононуклеарный инфильтрат, среди которого 
видны погибающие поврежденные извитые канальцы (×100); в – ормустин в суммарной дозе 1 мг / кг, 60-е сутки после окончания введений. 
Деструкция и атрофия сосудистых петель клубочков (×400); г – ормустин в суммарной дозе 30 мг / кг, 7-е сутки после окончания введений. 
Участок инфаркта почки (×100)

Fig. 2. Dog’s kidney (hematoxylin and eosin staining): a – оrmustine in a total dose of 30 mg / kg, 3 rd day after the end of the injections. Cortical substance. 
Accumulations of loose protein and desquamated epithelium in the lumen convoluted and straight tubules (×100); б – оrmustine in a total dose of 1 mg / kg, 
30 th day after the end of the introduction. Cortical substance. Large mononuclear infiltrate, among which dying injured convoluted tubules are visible 
(×100); в – оrmustine in a total dose of 1 mg / kg, 60 th day after the end of the introduction. Destruction and atrophy of the vascular loops of the glomeruli 
(×400); г – оrmustine in a total dose of 30 mg / kg, 7 th day after the end of the introduction. Infarct kidney site (×100)

деструктивные и дистрофические изменения в же-
лудке и мочевом пузыре.

Совокупный анализ полученных данных позво-
ляет утверждать, что суммарные дозы ормустина 20 
и 30 мг / кг являются летальными, а суммарные дозы 
1–10 мг / кг – переносимыми.

Внешние признаки нейротоксичности препарата, 
примененного во всех дозах, проявлялись мгновенно 
и сохранялись в течение суток после инъекции.

Ормустин обладает дозозависимой гематотоксич-
ностью, частично обратимой в переносимых дозах. 
Препарат во всех дозах вызывает уменьшение коли-
чества лейкоцитов и колебание количества тромбо-
цитов периферической крови, а в дозах ≥5 мг / кг 

провоцирует также снижение числа эритроцитов, 
уровней гемоглобина и гематокрита.

Выраженная стойкая гастроинтестинальная ток-
сичность препарата, примененного во всех дозах, 
выявляется на ранних сроках посредством как кли-
нических (снижение массы тела, диарея), так и ги-
стологических признаков. Так, действие ормустина 
приводит к стойкому катаральному энтериту (в пе-
реносимых дозах – с некоторыми признаками позд-
ней регенерации), а также к деструктивным изме-
нениям покровного эпителия слизистой оболочки 
толстого кишечника и желудка у собак, получивших 
препарат в летальных дозах. Изменения экзокрин-
ных ацинарных клеток поджелудочной железы, 

а б

в г
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рис. 4. Печень собаки (окраска гематоксилином и эозином): а – ормустин в суммарной дозе 20 мг / кг, 3-и сутки после окончания введений. 
Часть гепатоцитов с признаками вакуольной дистрофии. Синусоиды расширены и заполнены кровью (×400); б – ормустин в суммарной дозе 
30 мг / кг, 7-е сутки после окончания введений. Нарушение балочной структуры, набухание цитоплазмы, гибель отдельных гепатоцитов, 
отсутствие ядер в некоторых клетках (×400); в – ормустин в суммарной дозе 5 мг / кг, 60-е сутки после окончания введений. Большая часть 
гепатоцитов в балках без изменений. В единичных гепатоцитах мелкокапельная жировая дистрофия (×400)

Fig. 4. Dog’s liver (hematoxylin and eosin staining): a – оrmustine in a total dose of 20 mg / kg, 3 rd day after the end of the injections. Part of hepatocytes 
with signs of vacuolar dystrophy. Sinusoids are dilated and filled with blood (×400); б – оrmustine in a total dose of 30 mg / kg, 7 th day after the end 
of the injections. Violation of the beam structure, swelling of the cytoplasm, the death of individual hepatocytes, the absence of nuclei in some cells (×400); 
в – ormustine in a total dose of 5 mg / kg, 60 th day after the end of the injections. Most of the hepatocytes in the beams are unchanged. Small-drop fatty 
degeneration dystrophy in single hepatocytes (×400)

рис. 3. Селезенка собаки (окраска гематоксилином и эозином): а – ормустин в суммарной дозе 20 мг / кг, 8-е сутки после окончания введений. 
Небольшой лимфатический фолликул с уменьшенным содержанием лимфоцитов в периартериальной зоне. Гемосидерофаги в красной пульпе 
(×100); б – ормустин в суммарной дозе 30 мг / кг, 7-е сутки после окончания введений. Атрофические изменения в красной и белой пульпе. 
Уменьшенное содержание лимфоцитов в фолликуле и ядросодержащих клеток в красной пульпе (×100)

Fig. 3. Dog’s spleen (hematoxylin and eosin staining): a – оrmustine in a total dose of 20 mg / kg, 8 th day after the end of the injections. A small lymphatic 
follicle with a reduced content of lymphocytes in the periarterial zone. Hemosideophages in the red pulp (×100); б – оrmustine in a total dose of 30 mg / kg, 
7 th day after the end of the injections. Atrophic changes in red and white pulp. Reduced lymphocyte count in the follicle and nucleus-containing cells in the red 
pulp (×100)

по-видимому, связаны с истощением выработки пан-
креатических ферментов из-за выраженного воспа-
ления в тонком кишечнике.

Стойкое выраженное нефротоксическое действие 
ормустина во всех дозах регистрируют в основном мор-
фологически на ранних сроках в виде десквамативных 
и деструктивных изменений, переходящих в атрофиче-
ские, а клинически – небольшим колебанием уровней 
мочевины и креатинина в сыворотке крови.

Репродуктивная токсичность препарата выража-
ется в дозозависимых, частично обратимых в пере-

носимых дозах к 30-м суткам и полностью обратимых 
к 60-м суткам наблюдения деструктивных изменени-
ях в гонадах.

Тиреотоксичность препарата выражается в виде 
персистирующих деструктивных изменений фолли-
кулов щитовидной железы.

Гепатотоксическое действие ормустина регистри-
руется морфологически в виде длительно сохраняю-
щейся вакуольной дистрофии клеток печени и их не-
которых деструктивных изменений, что проявляется 
клинически.

а

а

б

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

Кардиотоксичность препарата регистрируется 
клинически и морфологически в виде частично об-
ратимых признаков гипоксии миокарда.

Дистрофические изменения надпочечников рас-
ценены нами как компенсаторная реакция организ-
ма на развившуюся полиорганную недостаточность.

Заключение
По результатам изучения субхронической ток-

сичности ормустина суммарные дозы 20 и 30 мг / кг 
охарактеризованы как летальные. На основании кли-
нической картины интоксикации, изменения пове-

рис. 5. Сердце собаки (окраска гематоксилином и эозином): а – ормустин в суммарной дозе 5 мг / кг, 30-е сутки после окончания введений. 
Миокард. Набухание и гиперэозинофильная окраска кардиомиоцитов (×400); б – ормустин в суммарной дозе 20 мг / кг, 8-е сутки после окон-
чания введений. Миокард. Жировые клетки среди кардиомиоцитов, часть жировых клеток замещает кардиомиоциты (×100); в – ормустин 
в суммарной дозе 30 мг / кг, 7-е сутки после окончания введений. Миокард. Кардиомиоциты с признаками набухания, исчезновение попереч-
но-полосатой исчерченности (×400)

Fig. 5. Dog’s heart (hematoxylin and eosin staining): a – оrmustine in a total dose of 5 mg / kg, 30 th day after the end of the injections. Myocardium. 
Swelling and hypereosinophilic staining of cardiomyocytes (×400); б – оrmustine in a total dose of 20 mg / kg, 8 th day after the end of the injections. 
Myocardium. Fat cells among cardiomyocytes, part of the fat cells replaces cardiomyocytes (×100); в – оrmustine in a total dose of 30 mg / kg, 7 th day 
after the end of the injections. Myocardium. Cardiomyocytes with signs of swelling, disappearance of striation (×400)

денческих реакций, изменений в показателях пери-
ферической крови, изменений (и их обратимости) 
функционального и морфологического состояния 
исследованных внутренних органов суммарные дозы 
5 и 10 мг / кг охарактеризованы как высокие токсиче-
ские дозы, 1 мг / кг – низкая токсическая доза.

Наиболее выражены гастроинтестинальные, нефро- 
и тиреотоксические свойства ормустина, интенсив-
ность которых практически не зависит от ве личины 
примененной дозы. Кроме того, препарат обладает 
дозозависимой выраженной гемато-, гепато-, кардио- 
и репродуктивной токсичностью.

а б в
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вроЖденное ПиГментное новооБраЗование 
коЖи У реБенка: оПыт диаГноСтики

Г. м. волгарева1, т. С. Белышева1, л. Э. Завалишина2, д. Б. Хестанов1, 
о. С. Бурова1, я. в. вишневская1, м. д. алиев1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; 
Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24; 

2кафедра патологической анатомии ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального 
образования» Минздрава России; Россия, 125284 Москва, ул. Поликарпова, 12 / 13

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

Введение. Меланома кожи у детей встречается очень редко и по ряду характеристик отличается от меланомы кожи у взрос-
лых. Ранняя диагностика этой высокозлокачественной опухоли является главным условием успешного лечения. При определении 
заболевания у детей обычно используют те же методы, что и у взрослых. Адекватность такого подхода требует проверки.
Цель исследования – описание процедур постановки диагноза для крупного врожденного пигментного новообразования кожи 
у ребенка.
Описание клинического случая врожденной опухоли в области лучезапястного сустава у девочки 5 мес. По месту жительства 
было высказано предположение о гемангиоме. При диагностике в НИИ детской онкологии и гематологии НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина проведены ультразвуковое исследование, магнитно-резонансная томография, трепанобиопсия, открытая 
биопсия. Материалы последней исследованы гистологически на препаратах, окрашенных гематоксилином и эозином, и иммуно-
гистохимически путем детекции индикаторов пролиферации клеток, антигенов меланоцитарного ряда дифференцировки, 
белков, используемых как маркеры собственно меланомы, антигенов тканевой совместимости. Сделано заключение: узловая 
пигментная меланома кожи. Проведено иссечение опухоли. Безрецидивный период на момент подготовки сообщения – 12 мес.
Заключение. Описаны процедуры диагностики и лечения 5-месячной девочки с врожденным пигментным новообразованием 
кожи в области лучезапястного сустава. В процессе диагностики использованы подходы, применяемые при выявлении более 
частой и лучше изученной меланомы кожи у взрослых. Для подтверждения адекватности использованных в работе методов 
в диагностике пигментных новообразований кожи у детей целесообразно продолжение исследований.

Ключевые слова: меланома кожи, дети, диагностика, иммуногистохимия, маркер

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-3-63-70

INBoRN PIGMENT SKIN MalFoRMaTIoN IN a ChIld: PRaCTICE oF dIaGNoSTICS

G. M. Volgareva1, T. S. Belysheva 1, L. E. Zavalishina2, D. B. Khestanov1, O. S. Burova1, Ya. V. Vishnevskaya1, M. D. Aliev1

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

2Department of Pathological Anatomy, Russian Medical Academy of Continuous Professional Education  
of the Ministry of Health of Russia; 12 / 13 Polikarpova St., Moscow 125284, Russia

Background. Pediatric skin melanoma is very rare, it differs in a number of features from adult skin melanoma. Early diagnostics of this 
highly malignant tumor is a key prerequisite for effective treatment. The same methods are commonly used which are applied for diag-
nostics of adult melanoma in the course of diagnostics of skin melanoma in children. Appropriateness of this approach deserves validation.
The aim of this work is to describe procedures of diagnostics of a pigment skin malformation in a child.
Case report. Girl aged 5 months entered pediatric clinic of the FSBI “N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology” of the Minis-
try of Health of the Russian Federation with inborn tumor in a wrist joint area. Hemangioma had been suggested formerly at residence place.
In the course of diagnostics in N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology the following complex of approaches was 
used: ultrasound scanning, magnetic resonance imaging, trepanobiopsy, open biopsy. Tissues from the latter were examined histological-
ly on hematoxylin and eosin – stained slides. Immunohistochemical study was also done by means of revelation of determinants of cell 
proliferation, antigens of melanocytic differentiation, proteins commonly used as strictly melanoma markers as well as antigens of tissue 
compatibility. The conclusion was done about nodular pigment cell skin melanoma. Excision of the tumor was carried out. Relapse-free 
period lasts for 12 months at present.
Conclusion. Procedures are described of diagnostics and treatment of a 5-month-old girl with skin melanoma in a wrist joint area. In the course 
of diagnostics approaches were used which are commonly applied when identifying a more frequent and better explored adult skin 
 melanoma. Prolongation of studies is desirable to validate these approaches for diagnostics of pediatric pigment skin tumors.

Key words: skin melanoma, children, diagnostics, immunohistochemistry, markers
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Введение
Актуальность изучения пигментных новообразо-

ваний кожи, а также обмена опытом диагностики 
и лечения этих опухолей обусловлена в первую оче-
редь тем, что к данной группе относится меланома 
кожи – одна из самых агрессивных опухолей человека. 
Развиваясь из меланоцитов – клеток, продуцирующих 
пигмент меланин, эта опухоль в случае позднего вы-
явления сопровождается высокой смертностью, при-
чем и заболеваемость меланомой кожи, и смертность 
от нее в мире неуклонно возрастают [1–4].

Риск заболевания меланомой резко увеличива-
ется с возрастом [4–6]. Так, в России, по данным 
за 2015 г., в возрастной группе 0–14 лет заболевае-
мость меланомой на 100 тыс. населения не превыси-
ла 0,03 случая, тогда как в группах 65–69 и 70–74 лет 
этот показатель оказался равен 19,09 и 20,56 соот-
ветственно [4]. Несмотря на невысокую заболева-
емость меланомой кожи детей и подростков в России, 
смертность от нее среди педиатрических пациентов 
весьма высока: она приблизительно в 6 раз превы-
шает аналогичный показатель для таких стран, как 
США, Канада, Австралия, что связано, как прави-
ло, с запущенностью опухолевого процесса на мо-
мент его обнаружения [5].

В силу крайней редкости меланомы кожи у детей 
при первичной диагностике этой опухоли существу-
ет опасность ошибок, так как педиатр и дерматолог 
не готовы к заключению об этом заболевании. По не-
которым свойствам, таким как характер роста и мета-
стазирования, а также выживаемость больных мела-
номой кожи, педиатрические пациенты отличаются 
от взрослых [7, 8]. Последнее служит поводом для со-
мнений в адекватности приемов, используемых при 
выявлении значительно более частой и поэтому луч-
ше изученной меланомы кожи у взрослых больных, 
при первичной диагностике этой опухоли у детей 
и свидетельствует о целесообразности проверки этих 
приемов.

Цель настоящей работы заключается в описании 
процедур постановки диагноза для врожденного 
крупного меланоцитарного новообразования кожи 
у 5-месячной девочки.

Описание случая
Девочка в возрасте 5 мес поступила в клинику 

НИИ детской онкологии и гематологии НМИЦ онко-
логии им. Н. Н. Блохина с врожденной опухолью в об-
ласти лучезапястного сустава с тенденцией к росту 
новообразования. Ребенок от 1-й беременности, про-
текавшей на фоне токсикоза. Роды первые, самосто-
ятельные, преждевременные, в срок 37 нед. Онкоана-
мнез со слов матери не отягощен. Ранее в клинике 
по месту жительства было высказано предположение 
о гемангиоме.

При поступлении в НИИ детской онкологии и ге-
матологии проведено контрольное обследование.

Цитологическое заключение: в полученном мате-
риале цитологическая картина соответствует злока-
чественному новообразованию из округлых клеток не-
гемопоэтической природы (рабдомиосаркома?).

Ультразвуковое исследование (УЗИ): в подкож-
но-жировом слое левого лучезапястного сустава по на-
ружной поверхности визуализируется объемное обра-
зование размерами 30 × 25 × 35 мм, контуры бугристые, 
форма неправильная, структура солидная, при цвето-
вом допплеровском картировании кровоток резко уси-
лен. Прилежащие мягкие ткани не изменены. Заключе-
ние: картину УЗИ необходимо дифференцировать 
между сосудистой мальформацией и дерматофибро-
саркомой.

Status localis: в области левого лучезапястного су-
става – образование багрового цвета, возвышающееся 
над поверхностью кожи + 2 см, поперечные размеры: 
3 × 4 см, 4 × 4 см. При пальпации вызывает умеренное 
беспокойство ребенка. Со слов матери цвет образования 
не менялся с рождения.

Гистологическое исследование материала, получен-
ного при открытой биопсии. Макроописание.

На морфологическое исследование прислан лоскут 
кожи размером 6 × 3,5 см с подкожно-жировой клет-
чаткой толщиной 0,7 см. На расстоянии 0,4–1,2 см 
от краев резекции определялась выбухающая над по-
верхностью опухоль на широком основании, имеющая 
вид многоузлового образования со сливающимися узлами 
общими размерами 3,5 × 3 × 2,2 см. Поверхность опу-
холи коричневого цвета, на разрезах узлы представлены 
плотноэластичной серой тканью с очаговыми кровоиз-
лияниями.

Микроскопически опухоль представлена участками 
врожденного невуса, содержащего пигмент в гнездных 
скоплениях невоидных клеток юнкциональной зоны, 
в более глубоких отделах невоидные клетки мельче, 
растут солидно или в виде мелкоальвеолярных струк-
тур, не содержат пигмент (рис. 1).

Среди полей невоидных клеток отмечаются много-
численные зоны малигнизации, в которых преобладают 
веретеновидные полиморфные плотно лежащие бес-
пигментные клетки с повышенной митотической ак-
тивностью (2–3 митоза в поле зрения при увеличении 
в 400 раз). Признаков сосудистой инвазии и периневраль-
ного роста не обнаружено. Истинного изъязвления в опу-
холи нет, однако в центре узла в одном из участков 
на поверхности эпидермис истончен, представлен толь-
ко роговым слоем, под которым – фибрин с ядерными 
обломками и разрушенными сегментоядерными нейтро-
фильными лейкоцитами, что расценено как форми-
рование поверхностного некроза (рис. 2). В толще опу-
холи имеются очаговые кровоизлияния. Некрозов нет. 
Опухоль прорастает всю толщу дермы и инфильтрирует 



65

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 3'2019  ТОм 18    vol. 18

Оригинальные статьи

гиподерму. В подкожно-жировой клетчатке на рассто-
янии 0,8 мм от опухоли определяется сателлит 0,4 см 
в диаметре.

Материалы открытой биопсии были исследованы 
иммуногистохимически (ИГХ). При этом учитывали, 
что в традиционно используемую для диагностики ме-
ланомы панель маркеров входят белки, специфичность 
и чувствительность которых не являются стопроцент-
ными, и поэтому для заключения о меланоме исследо-
ватели рекомендуют учитывать именно комплекс дан-
ных, получаемых с несколькими антителами [9–12]. 
В этой связи ИГХ-исследование провели путем детек-
ции 4 групп маркеров: индикаторов пролиферации кле-
ток, антигенов меланоцитарного ряда дифференциров-
ки, белков, используемых как маркеры собственно 
меланомы, антигенов тканевой совместимости.

Для детекции белка p16INK4a использовали монокло-
нальные антитела CINtec p16 Histology, циклина D1 – 
моноклональные антитела VENTANA Anti-Cyclin D1, 
SP4-R (оба реагента – Roche Diagnostics GmbH, Герма-
ния). Для обнаружения HLA-антигенов I класса исполь-
зовали моноклональные антитела ИКО-53, полученные 
в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина [13]. Для обнару-
жения виментина использовали антитела Vimentin 
(клон V9) Cell Marque, США; белка S100 A – антитела 
S100 A1 (клон EP184) Epitomics, США; меланина – ан-
титела Melan A (клон A103) Cell Marque, США; анти-
гена HMB-45 – антитела HMB-45 (Cell Marque, США); 
для выявления транскрипционного фактора MITF – 
антитела MITF (клон C5 / D5) Cell Marque, США; 
для детекции тирозиназы – антитела tyrosinase (клон 
T311) Cell Marque, США; Ki 67 (клон SP6) Cell Marque, 
США. Процедуры окрашивания проводили, следуя реко-
мендациям производителей антител.

Краткая характеристика функций всех белков, 
которые выявляли в ИГХ-тестах, а также результаты 
этих тестов представлены в таблице и на рис. 3–6. 
Во всех случаях картина окрашивания антителами 
клеток исследуемого новообразования совпала с тем, 
что наблюдали другие авторы при первичной диагно-
стике меланомы кожи у взрослых больных.

На основании гистологического и ИГХ-исследований 
сделано заключение: новообразование кожи имеет стро-
ение узловой меланомы с вертикальной фазой роста, 
возникшей на фоне врожденного невуса, представленной 
веретеновидными, эпителиоидными, невоидными клет-
ками с неравномерно распределенным пигментом, с 3 ми-
тозами / мм2, без изъязвления, без достоверных призна-
ков ангиолимфатической инвазии и периневрального 
роста, с незначительной перитуморальной лимфоци-
тарной инфильтрацией. Уровень инвазии по Кларку – 5, 

рис. 1. Гнездные скопления пигментированных невоидных клеток 
в юнкциональной зоне. Гематоксилин и эозин, × 20

Fig.1. Nevoid pigmented cell nests in the junctional area. Hematoxylin and 
eosin, × 20

рис. 2. Зона малигнизации, формирование изъязвления. Гематоксилин 
и эозин, × 10

Fig. 2. Area of malignant transformation, lesion formation. Hematoxylin 
and eosin, × 10

рис. 3. Иммуногистохимическая реакция с антителами к белку 
S100a, × 20

Fig. 3. Immunohistochemical reaction with antibodies against the S100a 
protein, × 20
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Иммуногистохимический тест: использованные маркеры, результаты

Immunohistochemical test: markers used, results

Группа 
белков-

маркеров 
Type of marker 

proteins

маркер, используемый при диагностике меланомы кожи 
у взрослых больных (по данным литературы)  

Marker used for diagnosis of melanoma in adults  
(per literature data)

результат 
иГХ-окрашивания 

Result  
of IhC staining

Примечание 
Note

название 
Name

Ссылки 
References

краткая биологическая 
характеристика [9, 11–14]  

Short biological  
description [9, 11–14]

в ядрах 
In nuclei

в цито-
плазме 

In 
cytoplasm

Контролирую-
щие размноже-
ние клеток 
Controlling cell 
proliferation

Ki 67 [14, 15] 

Отражает пролиферативную актив-
ность клетки: выявляется в ядрах 

в G1-, S-, M- (здесь он перемещается 
на поверхность хромосом) 

и G2- стадиях клеточного цикла, 
но не в G0 

Reflects cell proliferative activity: is detected 
in the nuclei at G1, S, M  

(here it moves on the surface of chro-
mosomes) and G2 stages of the cell cycle

+  – 

Индекс 
до 25 %, 

а в приле-
гающем 

невусе – 3 % 
Index under 25 %, 

in the adjoining 
nevus – 3 %

Ци-
клин D1 
Cyclin D1

[16, 17] 

Активирует циклин D-зависимые 
киназы в G1, способствуя 

 продвижению клетки в стадию S 
клеточного цикла 

Activates cyclin D-dependent G1 kinases 
promoting stage S of the cell cycle

+  – 

p16INK4a [14–16] 

Ингибирует циклин D-зависи-
мые киназы в G1, блокируя клетку 

в чекпойнте в G1 
Кодируется «главным геном» 

меланомы CDKN2A 
Inhibits cyclin D-dependent kinases in G1 

arresting the cell at stage G1 
 Is coded by the “main melanoma gene” 

CDKN2A

+  – 

В ядрах еди-
ничных клеток, 

в цитоплазме 
везде 

В цитоплазме – 
сильнее 

In nuclei of some 
cells, everywhere 

in cytoplasm
More pronounced 

in cytoplasm

Участвующие 
в дифференци-
ровке мелано-
цитов 
Participating 
in melanocyte 
differentiation

Melan A [9, 10, 
18] 

Дифференцировочный 
антиген меланоцитов; 

экспрессируется в цитоплазме 
Melanocyte differentiation antigen, expressed 

in cytoplasm

+ +

HMB-45
[9, 10, 
14, 15, 

18] 

Антигены, которые ассоциируются 
с ранними стадиями образования 

меланосомы 
Antigens associated with early stages  

of melanosome formation

+ +

Тирозиназа 
Tyrosinase

[9, 10] 

Фермент, находящийся 
в меланосомах, участвующий 

в синтезе меланина 
Melanosome enzyme participating in melanin 

synthesis

 – +

MITF [10, 19] 

Основной транскрипционный 
фактор,  участвующий 

в размножении и дифференцировке 
меланоцитов 

Microphthalmia-associated transcription 
factor, main transcription factor 

participating in melanocyte proliferation and 
differentiation

+  – 
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Группа 
белков-

маркеров 
Type of marker 

proteins

маркер, используемый при диагностике меланомы кожи 
у взрослых больных (по данным литературы)  

Marker used for diagnosis of melanoma in adults  
(per literature data)

результат 
иГХ-окрашивания 

Result  
of IhC staining

Примечание 
Note

название 
Name

Ссылки 
References

краткая биологическая 
характеристика [9, 11–14]  

Short biological  
description [9, 11–14]

в ядрах 
In nuclei

в цито-
плазме 

In 
cytoplasm

Индикаторы 
собственно 
меланомы 
Melanoma 
indicators

Виментин 
Vimentin

[20]

Один из белков промежуточных 
филаментов, являющихся главными 
структурными белками клетки. Ин-

дикатор эпителиально-мезенхималь-
ного перехода, маркер метастазов 

One of the proteins of intermediate filaments, 
the main structural proteins of the cell. 
Indicator of epithelial-mesenchymal 

transition, marker of metastases

+ +

S100 a и b [9, 10, 
18] 

Небольшие кальцийсвязывающие 
белки, участвующие в контроле кле-
точного цикла, дифференцировки, 

апоптоза, процессов взаимодействия 
цитоскелета с мембраной и др. 

Small calcium-binding proteins participating 
in cell cycle control, differentiation, 

apoptosis, interactions between  
the cytoskeleton and the membrane, et al.

+ +

Антигены тка-
невой совме-
стимости 
Histocompatibility 
antigens

HLA анти-
гены 

I класса 
HLA class

[21, 22] 

Участвуют в иммунных реакциях, 
в том числе в иммунологическом 
надзоре и удалении из организма 

опухолевых клеток. Для реализации 
этих функций необходима экспрес-

сия на мембране клетки 
Participate in immune reactions including 

immunological control and removal of tumor 
cells from the organism. Expression on the cell 

membrane is necessary for functioning

+ +

Полностью 
отсутствуют 

на мембранах 
клеток 

Fully absent on cell 
membranes

рис. 4. Иммуногистохимическая реакция с антителами к белку 
p16INK4a, × 20

Fig. 4. Immunohistochemical reaction with antibodies against the p16INK4a 
protein, × 20

рис. 5. Иммуногистохимическая реакция с антителами к цикли-
ну D1, × 20

Fig. 5. Immunohistochemical reaction with antibodies against cyclin D1, × 20

Окончание таблицы

The end of the table
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толщина по Бреслоу – 22 мм. В подкожно-жировой 
клетчатке – одиночный сателлит.

Обсуждение
Значительное клиническое и дермоскопическое 

сходство врожденного гигантского пигментного не-
вуса у маленьких детей с врожденной меланомой 
 обусловливает объективные трудности при диагно-
стике пигментных новообразований кожи в данной 
возрастной группе [23]. Значение точного диагноза 
в этих ситуациях чрезвычайно велико: в случае мела-
номы своевременное лечение спасает жизнь ребенка, 
но при доброкачественном гигантском невусе, диаг-
ностированном как меланома, создается стрессовая 
ситуация в семье и проводится неадекватное избы-
точное лечение, химиотерапевтическое или хирурги-
ческое.

В данном случае при первичной диагностике 
врожденного пигментного новообразования кожи 
запястья у 5-месячной девочки использовали УЗИ, 
МРТ, трепанобиопсию, открытую биопсию. Матери-
алы последней исследовали традиционным гистоло-
гическим методом с помощью препаратов, окрашенных 

рис. 6. Иммуногистохимическая реакция с антителами к HLA-ан-
тигенам I класса, × 20

Fig. 6. Immunohistochemical reaction with antibodies against HLA class I, × 20

гематоксилин-эозином, а также методом ИГХ – путем 
детекции 4 групп маркеров: индикаторов пролифе-
рации клеток (Ki67, циклина D1, p16INK4a), антигенов 
меланоцитарного ряда клеточной дифференцировки 
(Melan A, HMB-45, тирозиназы, MITF), белков, ис-
пользуемых как маркеры собственно меланомы (каль-
цийсвязывающие белки S100a, белок микрофиламен-
тов виментин), антигенов тканевой совместимости, 
участвующих в распознавании опухоли иммунными 
клетками организма, – HLA-антигенов I класса. Экс-
прессия всех перечисленных белков в ИГХ-тестах 
совпала с описанной другими исследователями в слу-
чаях меланомы кожи у взрослых больных.

Ранее мы продемонстрировали адекватность 3 из 
использованных в настоящей работе маркеров (p16INK4a, 
циклина D1 и HLA-антигенов I класса) для диффе-
ренциальной диагностики между меланомой кожи 
и гигантским врожденным пигментным невусом 
у педиатрических пациентов [24]. На основании ги-
стологического и ИГХ-исследований было сделано 
заключение о том, что новообразование кожи имеет 
строение узловой меланомы с вертикальной фазой 
роста, возникшей на фоне врожденного невуса. Вы-
полнено иссечение опухоли. Безрецидивный период 
длится 12 мес.

Целесообразно продолжение исследований для 
подтверждения адекватности использованных в на-
стоящей работе методов и маркеров при диагностике 
пигментных новообразований кожи у детей и под-
ростков.

Заключение
Меланома кожи у детей и подростков встречает-

ся очень редко и по ряду характеристик отличается 
от меланомы кожи у взрослых больных. При диагно-
стике этого заболевания у детей используют, как пра-
вило, те же методы и маркеры, которые применяют 
при постановке диагноза у взрослых пациентов. Пра-
вомерность такого подхода нуждается в проверке. 
Для подтверждения адекватности использованных 
в настоящей работе методов и маркеров при диагно-
стике пигментных новообразований кожи у детей 
и подростков целесообразно продолжение исследо-
ваний в данном направлении.
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